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IDENTIFICACION Y TRAZABILIDAD EN LA CADENA PRODUCTIVA OVINA, MEDIANTE
EL USO COMBINADO DE LA IDENTIFICACION ELECTRONICA (e-ID) Y LOS
MARCADORES MOLECULARES (ADN) '

Caja, G., Ghirardi, J.J., Hernandez-Jover, M., Sanchez, A.

Grup de Recerca en Remugants, Universitat Autdnoma de Barcelona, Campus UAB,
Bellaterra, 08193. gerardo.caja@uab.es

INTRODUCCION

En la actualidad, el sector agroalimentario esta marcado por el criterio de trazabilidad (EC
178/2002), esto es, por el control de todos los procesos de producciéon desde sus inicios
hasta la comercializacion de los productos finales. Es asi, que la trazabilidad se impone en
la produccion ganadera ya que la carne es un producto alimenticio basico, con obvias
implicancias sanitarias y adquirida por un consumidor cada vez mas preocupado por lo qué
consume. Esta informacion se logra mediante un sistema confiable de trazabilidad. El
objetivo del presente trabajo fue implementar y validar un doble sistema de identificacion y
trazabilidad para los ovinos y su carne, basado en el uso de la identificacién electrénica (e-
ID) y los marcadores moleculares (ADN) en la cadena productiva.

MATERIAL Y METODOS

Un total de 1.908 corderos de diferentes razas (Merino, n = 981; Merino Precoz, n = 542;
Manchega, n = 104; Lacaune, n = 73; y Ripollesa, n = 208) nacidos en 7 granjas diferentes
de Barcelona y Extremadura, fueron electrénicamente identificados antes de destete (< 15 g
PV) por medio de dos tipos de mini-bolos ruminales. El minibolo B1 (9.1 g; 9.5 x 38.5 mm
diametro x largo; Rumitag, Barcelona) y el minibolo B2 (20.1 g; 11.2 x 56.4 mm diametro x
largo; Rumitag). Los corderos estaban identificados desde el nacimiento mediante un crotal
convencional plastico (CC: 1.5 g; 1.0- x 3.5-cm; Tip-Tag, Allflex-Azasa, Madrid, Espafa). Al
momento de aplicar el bolo ruminal se procedié a tomar una muestra biolégica para su
posterior analisis de los marcadores moleculares. Para ello se utilizé un crotal especialmente
disefiado para este tipo de biopsias: CB (n = 980; Biopsytec, Alemania). Dicho crotal
consiste en un tubo de muestra cuyo tapon (colocado en la pieza macho del crotal) actua
como sacabocado, cortando un pequeno trozo de tejido auricular. Para vincular los tubos de
biopsia y los bolos ruminales se utilizo un lector de radiofrecuencia, posteriormente los tubos
fueron almacenados para su conservacion a -18C°.

Posteriormente al destete los corderos fueron alojados en grupos de 25 a 120 animales, de
acuerdo a su sexo y fecha de nacimiento. Aqui fueron alimentados con pienso, paja y agua
ad-libitum hasta alcanzar su peso optimo para faena (hembras, 21 a 24 kg PV; y machos, 23
a 28 kg PV). Los animales fueron faenados en dos mataderos (Ecorxador Sabadell,
Barcelona y Oviso, Badajoz). En los mataderos la transferencia de la identidad del animal
(bolo ruminal) a la canal, fue automatizado mediante el desarrollo de distintos equipos y
lectores instalados en las lineas de sacrificio. Los dispositivos utilizados para la identificacion
automatizada de las canales, fueron etiquetas electronicas de alta frecuencia (HF: 13.56
MHz; 45 x 76 mm, Tiris, Holanda). Durante el faenado y previo al eviscerado, se procedio a
la lectura automatica del bolo ruminal mediante una antena de baja frecuencia (LF: 134,2
Khz; 94 x 52 cm, Rumitag) colocada proxima a la cavidad abdominal, pero sin entrar en
contacto con la canal. La activacion del sistema de lectura y transferencia se automatizé
mediante un sensor de tipo final de carrera colocado antes del punto de eviscerado. En este
mismo paso, un operario colocé una etiqueta en blanco sobre el lector-grabador HF (S6350,
Tiris, Holanda), de esta manera el cédigo del bolo ruminal fue transferido a la etiqueta
electronica de radiofrecuencia. Dicha etiqueta fue manualmente aplicada en la extremidad
posterior izquierda de cada animal, a la altura del tarso (garrén).

Una vez finalizado el proceso de faenado y previo al envio de las canales a camaras de frio,
se tomo la segunda muestra de tejido para su analisis. Para ello se utilizé un dispositivo de
muestreo de canales: (CB) consistente en un tubo de biopsia (Biopsytec), pero sin la
aplicacion de un crotal. Todas las muestras fueron conservadas a -18°C hasta su envio a

! Trabajo incluido en el Proyecto QLk1-CT-2001-02229 (EID+DNA Tracing).
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laboratorio. Los tubos utilizados, fueron vinculados con el codigo de e-ID de las canales,
mediante un lector de alta frecuencia conectado a un ordenador de mano (iPAQ h2210,
Hewlett-Packard). Para el analisis del ADN se seleccionaron 12 microsatélites especificos
para ovino, con el fin de evaluar el grado de coincidencia entre las muestras obtenidas en
granja respecto a las muestras obtenidas de las canales. Los analisis de ADN se realizaron
en el ‘Servei Veterinari de Genética Molecular’ de la UAB.

Los resultados de eficiencia de los dispositivos utilizados fueron analizados por medio del
procedimiento CATMOD de SAS (version 8.2, SAS Inst. Inc., Cary, USA). Los tiempos de
aplicacién y biopsia fueron analizados por medio del procedimiento GLM de SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se registraron lesiones o accidentes durante la aplicacion de los minibolos a los
corderos, esto coincide con los resultados observados en corderos lactantes por Garin ef al.
(2003, 2005) y Ghirardi et al. (2007), utilizando similares tipos de minibolos. La mortalidad
media de corderos durante todo el periodo de cebo fue 2.2%, por lo tanto menor que el 6.8%
mencionado por Garin et al. (2005) para corderos bajo similares condiciones de cebo
intensivo. El tiempo medio requerido para la administracion del minibolo y la toma de biopsia
fue de 44 * 3 s. Dicho tiempo no fue afectado por el tipo de minibolo (P = 0.451) o por las
diferentes razas de corderos (P = 0.738). El tiempo obtenido en nuestro trabajo fue mayor
que (35 s) el reportado por Ghirardi et al. (2006) para la aplicacién de minibolos en similares
condiciones. La diferencia observada (9 s) puede ser atribuida al proceso de muestreo
(biopsia) requerida por el sistema de trazabilidad implantado.

Las perdidas de crotales convencionales (CC) en granja fue en promedio de 2.1%. Por otra
parte, otro 1.1% de los crotales no pudo ser leido al final del periodo de cebo, debido a
alteraciones producidas por las mordeduras de los corderos, obteniéndose para este CC
una trazabilidad en granja de 96.8% (Tabla 1). En el caso del crotal de biopsia (CB) las
perdidas en granja fueron 1.6%, y no se registraron problemas de mordeduras,
probablemente por ser este crotal de tipo botdn. Sin embargo, 0.6% de los tubos (CB) se
rompieron o el tapdn se perdié durante el proceso de toma de muestra (Tabla 1).

Las perdidas de crotales observadas en nuestro trabajo, resultan bajas cuando se las
compara con los rangos (6.3 al 11.4%) reportados en corderos de cebo en la literatura (Caja
et al., 2000; Conill et al., 2002; Garin et al., 2005), esto puede ser atribuido al corto periodo
de cebo de estos corderos y a una estacion favorable para la cicatrizacion de las heridas
(invierno). La retencion de minibolos en granjas vario de acuerdo a tipo de dispositivo (Tabla
1), aunque las diferencias no fueron perceptibles para el procedimiento CATMOD de SAS
debido a que no se registraron pérdidas para el B2. La simulacion de 3 pérdidas para B2,
permiti6 separar los valores de trazabilidad de B1 y B2 en P < 0.05. Sin embargo, la
retencion de B1 (98.4%) fue mayor que la reportada por Garin et al. (2003; 91.5%) con el
mismo tipo de minibolo en corderos de cebo, quizas debido a el corto periodo de cebo de
nuestro experimento (< 80 d). La retencién del tipo B2 (100%) coincide con el valor
previamente reportado por Ghirardi et al. (2006, 2007) para este tipo de minibolo en
corderos bajo similares condiciones de cebo intensivo.

La lectura automatica y transferencia de datos semiautomatica del cédigo e-ID del cordero a
la canal, medidas como canales etiquetadas con eficacia, fue del 98.9% (Tabla 1). Aunque
ambos procesos, la lectura del bolo (LF) y el grabado de la etiqueta (HF) fueron realizados
automaticamente, un operario extra fue necesario en la linea de sacrificio para colocar las
etiquetas en los animales, lo cual incremento el coste operativo. La mayoria de los fallos en
las transferencias (99%) fueron registrados en el matadero con linea de matanza
semiautomatica (‘Oviso’, Badajoz) y fueron atribuidos a la velocidad irregular de dicha linea.
La trazabilidad total desde las granjas hasta las canales fue mayor para B2 que para B1
(99.9 y 96.1%, respectivamente; P < 0.05), como se indica en la Tabla 1.

Del total de canales etiquetadas electrénicamente (n = 1,755), 49.5% fueron utilizadas para
tomar una segunda muestra de tejido, por medio de los tubos de muestras para canales CB.
Sin embargo, 1.1% de las etiquetas de las canales no pudieron ser leidas o estaban rotas,
siendo solo el 98.9% capaces de ser leidas por el HF pocket PC y vinculadas con el codigo
de e-ID de los corderos. Ademas, 0.8% de los tubos CB se rompieron al momento del
muestreo, siendo necesario su reemplazo.
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De las 50 (2.8%) muestras de carne y sus correspondientes pares de muestras de los
animales, elegidas al azar para analizar el ADN por medio de los microsatélites, solo 1 par
no coincidié (2.0%). El error fue atribuido a la transferencia semiautomética de la e-ID o a
errores humanos durante el muestreo de las canales.

Tabla 1. Resultados de la implementacion de un doble sistema de identificacion y
trazabilidad basado en la e-ID y el ADN en corderos de cebo y su carne .

Item Crotales Bolos Total, n (%)
cc CB B1 B2
En la explotacion
Aplicados, n 1.908 980 1.091 817 1.908 (100)
Bajas, n 42 42 25 17 42 (2.2)
No reportados? 71 71 68 3 71 (3.7)
Rotos al aplicar, n (%) - 6 (0.6) - - 6 (0.3)
Trazados, n 1.795 929 998 797 1.795 (94.1)
Pérdidas, n (%) 38 (2.1) 3(0.3) 16 (1.6) 0 -
No legibles, n (%) 20 (1.1) 0 0 0 -
Trazabilidad, % 96.8° 99.7° 98.4° 100° -
En el matadero
Sacrificados, n - - 998 797 1.795
Bolos retenidos - - 982 797 1.779
Bolos leidos en linea, n - - 979 (99.7) 796 (99.9) 1.775(99.8)
Canales etiquetadas, n - - 959 (98.0) 796 (100)  1.755 (98.9)
Etiquetas no grabadas, n (%) - - 20 (2.0) 0 20 (1.1)
Trazabilidad, % - - 97.7° 99.9° -
Trazabilidad total, % - - 97.8° 98.1° -
Auditoria en Matadero, n - 868 476 392 868 (49.5)
Canales muestreadas, n - 7(0.8) _ . 7(0.8)

Rotos al muestrear, n (%) -

Muestras analizadas, n (%) - 50(5.8) 27 23 50 (2.8)
ADN no coincidente, n (%) - 1(2.0) 1 0 1(2.0)
Conformidad, % - 98.0 - - 98.0

": Abreviaturas: Crotales convencional (CC), Crotales y tubos Biopsytec para canales (CB), minibolo Rumintag de
9.1 g (B1) y minibolo Rumitag de 20.1 g (B2).
25 ¢yalores con diferentes letras en la misma linea son diferentes a P < 0.05.

En conclusion, cuando se utilizaron bolos y dispositivos de biopsias adecuados, el doble
sistema e-ID y ADN en corderos, mostro una elevada eficiencia de trazabilidad 98.0%, bajo
las condiciones de la cadena productiva de carne ovina en Espafa.
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TRAZABILIDAD DE BOVINOS Y SU CARNE MEDIANTE UN SISTEMA BASADO EN EL
USO DE LA IDENTIFICACION ELECTRONICA (e-ID) Y DE MARCADORES
MOLECULARES (ADN) '

Ghirardi, J.J., Caja, G., Hernandez-Jover, M., Sanchez, A.

Grup de Recerca en Remugants, Universitat Autbnoma de Barcelona, Campus UAB,
Bellaterra, 08193. gerardo.caja@uab.es

INTRODUCCION

En los Ultimos afos existe una creciente preocupacién por parte de los consumidores por
conocer el origen e historial de procesamiento de los alimentos que se consumen, concepto
denominado como trazabilidad. La trazabilidad primeramente se demostraba como opcién
voluntaria, pero actualmente se ha convertido en una necesidad objetiva para dar
cumplimiento al Reglamento Europeo (EC 178/2002) que exige la trazabilidad en la cadena
alimentaria. El desarrollo de este concepto, se remonta a las ultimas tres décadas y tiene su
origen en las distintas crisis afrontadas por el sector, tales como la EEB, los brotes de fiebre
aftosa, o los problemas por alimentos contaminados con dioxinas, que centraron
fuertemente la atenciéon en dicho concepto. Por estas razones, la seguridad en la cadena
alimentaria se ha convertido en un factor de la gran importancia, segun lo demuestra la
creciente demanda de certificacion de los productos carnicos. El objetivo del presente
trabajo fue implementar y validar un doble sistema de identificacion y trazabilidad para los
bovinos y su carne, basado en el uso de la identificacion electronica (e-ID) y los marcadores
moleculares (ADN).

MATERIAL Y METODOS

Un total de 3.657 terneros de cebo pertenecientes a 7 explotaciones asociadas a la
Cooperativa de lvars (Ivars de Urgell, Lleida), fueron identificados, utilizando dos tipos de
bolos ruminales de material ceramico. El bolo B1 (75.2 g; 21.0 x 68.0 mm diametro x largo;
Rumitag, Barcelona) y bolo B2 (72.5 g; 18.0 x 77.5 mm diametro x largo; Rumitag). Todos
los terneros estaban previamente identificados con dos crotales plasticos CO (10.1 g; Allflex-
Azasa, Madrid), de acuerdo al Reglamento Europeo CE 1760/2000.

Los bolos fueron aplicados durante la fase de lactancia artificial por el personal encargado
del manejo de los terneros. En este mismo momento se tomd una biopsia de cada animal,
mediante dos crotales plasticos: C1 (n = 2.562; Biopsytec, Alemania) y C2 (n = 1.095;
TypiFix, Suiza). Ambos crotales consisten en tubos de muestras cuyos tapones (colocados
en las piezas machos de los crotales) actian como sacabocados, cortando un pequefio
trozo de tejido auricular, para el posterior analisis del ADN. El cédigo de cada tubo de
biopsia se vincul6 con el codigo del bolo ruminal aplicado a cada animal mediante un lector
de radiofrecuencia. Los tubos de biopsias se almacenaron a -18°C (Biopsytec) o a
temperatura ambiente (TypiFix). Los terneros fueron enviados a sacrificio cuando alcanzaron
un peso de 360-380 kg PV en hembras y 460-480 kg PV en machos. Todos los animales
fueron faenados en el matadero ‘Mercabarna’ (Barcelona) trabajando a una velocidad de
linea de aproximadamente 70 terneros/h. En el matadero la transferencia de la identidad del
animal (bolo ruminal) a la canal, fue automatizado mediante el desarrollo de distintos
equipos y lectores instalados en la linea de sacrificio. Como soporte para la identificacién
automatizada de las canales se utilizaron etiquetas electronicas de alta frecuencia (13.56
MHz; 45 x 76 mm, Tiris, Holanda). Durante el faenado se colocé una etiqueta electrénica en
blanco en la extremidad posterior izquierda de cada animal, a la altura del tarso (garrén).
Posteriormente, en el punto de eviscerado se procedié a la lectura automatica del bolo
ruminal mediante una antena (94 x 52 cm, Rumitag) colocada debajo de la cinta
transportadora de visceras. En este mismo paso, el codigo del bolo ruminal fue transferido a
la etiqueta electronica de radiofrecuencia mediante un lector-grabador (S6350, Tiris,
Holanda) colocado a la altura del garrén. La activacion del sistema de lectura y transferencia

! Trabajo incluido en el Proyecto QLk1-CT-2001-02229 (EID+DNA Tracing).
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se automatizé mediante un sensor de tipo final de carrera colocado antes del punto de
eviscerado.

Al final del proceso de faenado, se tomo la segunda muestra de tejido para su analisis y
comparacion con la muestra obtenida en origen de los animales. Para ello se utilizaron dos
dispositivos de muestreo: (C1) consisti6 en tubos de biopsia (Biopsytec), pero sin la
aplicacion de un crotal, el segundo dispositivo (C2) fue una lanceta plastica con bordes en
sierra (ldentiGen, Irlanda); estas lancetas se guardaron individualmente en bolsas de
plastico numeradas. Todas las muestras fueron conservadas a -18°C hasta su envio a
laboratorio. Los tubos y lancetas utilizados, fueron vinculados con el cédigo de e-ID de las
canales, mediante un lector de alta frecuencia conectado a un ordenador de mano (iPAQ
h2210, Hewlett-Packard). Para el analisis del ADN se seleccionaron 12 microsatélites
especificos para bovino, con el fin de evaluar el grado de coincidencia entre las muestras
obtenidas durante la colocacion de crotales respecto a las muestras obtenidas de las
canales. Los analisis de ADN se realizaron en el ‘Servei Veterinari de Genética Molecular’
de la UAB. Para completar la cadena seguida por la carne e implementar un sistema de
auditoria de la trazabilidad, se efectuaron muestreos de un total de 30 cortes de carne
procedentes de 9 carnicerias de la ciudad de Barcelona.

Los resultados de eficiencia de los dispositivos utilizados fueron analizados por medio del
procedimiento CATMOD de SAS (versiéon 8.2, SAS Inst. Inc., Cary, USA). Los tiempos de
aplicacion y biopsia fueron analizados por medio del procedimiento GLM de SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

La mortalidad durante el periodo de cebo fue de 2.9%. Esta mortalidad fue mayor que el
1.9% reportado por Ghirardi et al. (2006) en terneros bajo similares condiciones intensivas.
A su vez, se encontr6 por debajo del promedio de 6% mencionado por Buxadé (1997) para
terneros de cebo intensivo en Espana.

El tiempo medio requerido para la administracion del bolo y la toma de biopsia, con los
terneros inmovilizados en el cornadizo autoblocante, fue de 52 + 6 s. Este tiempo no difirio
entre los dos tipos de bolos utilizados (P = 0.621). Sin embargo, se observaron diferencias
significativas en los tiempos de aplicacion de los dos tipos de dispositivos de biopsias (E1,
53 s;y E2, 47 s; P < 0.001). Con respecto a los crotales oficiales (CO) de plastico al final del
periodo de cebo, se registré un 3.6% de pérdidas, aunque no se registré ningun caso de
pérdida de ambos crotales en el mismo animal. Estos valores coinciden con los reportados
por Ghirardi et al. (2006; 3.5%), y fueron menores a los reportados por Conill et al. (2000;
11.4%) bajo condiciones similares de manejo. Con respecto a la retencion de bolos
ruminales durante el periodo de cebo, su valor vari6 entre 99.8 a 100% (Tabla 1) de acuerdo
con el tipo de bolo. EI 100% de retencion del tipo B2 coincide con lo reportado por Ghirardi
et al. (2006) para el mismo tipo de bolo en terneros de cebo intensivo. La retencion final para
el bolo tipo B1 fue similar al 99.7 % reportado por Ribd et al. (2003) durante el Proyecto
Europeo IDEA. Ademas, el 0.7% de los tubos de muestras tipo C1 se rompieron durante el
muestreo, estas muestras fueron repetidas utilizando nuevos tubos. En las mismas
condiciones, el dispositivo tipo lanceta C2 (100%) demostrd ser mas adecuado para la toma
de muestras desde las canales.

A fin de auditar el proceso de trazabilidad, se eligieron al azar un total de 176 pares de
muestras de los terneros y de las canales (8.7% de los terneros faenados) que fueron
analizadas para determinar el polimorfismo del ADN de un total de 12 microsatélites,
especificamente seleccionados para bovinos (Sanchez et al., 2005).

El resultado fueron 5 pares (2.8%) de muestras no coincidentes. Estos fallos pudieron
deberse a errores humanos durante el muestreo de las canales o durante la preparacion y
envio de las muestras al laboratorio. Ademas, en las muestras enviadas para analizar se
detectd la presencia de individuos gemelos univitelinos (0.6%).

La auditoria realizada en los puntos de venta al publico, sobre un total de 30 cortes de carne
recogidos de 9 carnicerias diferentes, evidencio un 100% de coincidencia entre las muestras
de los terneros y las muestras de las canales.

En conclusion, cuando se utilizan dispositivos adecuados, como fueron en este caso los
bolos electrénicos y dispositivos de toma de biopsias, el doble sistema de identificacion y
auditoria ‘e-ID+ADN Tracing’ mostré altos niveles de trazabilidad individual para la cadena
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de produccion de carne bovina seguida (97.2%). Ademas, la aplicacion de la etiquetas
electrénicas de radio frecuencia y la transferencia automatica de la identificacion individual
del animal a la canal, demostrd ser una técnica de alto interés para conseguir una elevada
trazabilidad individual en la cadena carnica del bovino. Sin embargo, los equipos de lectura
asi como el soporte de las etiquetas y lugar de colocacion deberian ser mejorados para su
implementacién a mayor escala.

Tabla 1. Resultados de la implementacion de un doble sistema de identificacion y
trazabilidad basado en la e-ID y el ADN en terneros de cebo y su carne .

Item Crotales Bolos Total, n (%)
C1 C2 B1 B2
En la explotacion
Aplicados, n 2.562 1.095 3.057 600 3.657 (100)
Bajas, n 82 24 85 21 106 (2.9)
No reportados? 199 79 235 43 278 (7.6)
Rotos al aplicar, n (%) 32(1.2) 3(0.3) - - 35 (0.9)
Trazados, n 2.281 992 2.737 536 3.273 (89.5)
Pérdidas, n (%) 37 (1.6) 9(0.9) 6 (0.2) 0 -
Trazabilidad, % 98.4° 9.1 99.8" 100° -
En el matadero
Sacrificados, n - - 2.737 536 3.273
Bolos retenidos - - 2.731 536 3.267
Bolos leibles? 1.522 536 2.058 (63.0)
Bolos leidos en linea, n - - 1.512 (99.3) 534 (99.6) 2.046 (99.4)
Canales etiquetadas, n - - 1.491 (98.6) 526 (98.5) 2.017 (98.6)
Etiquetas no grabadas, n (%) - - 21 (1.4) 8 (1.5) 29 (1.4)
Trazabilidad, % - - 98.0° 98.1° -
Trazabilidad total, % - - 97.8° 98.1° -
Auditoria en Matadero, n 357 543 731 169 900 (44.6)
Rotos al muestrear, n (%) 6(0.7) 0 - - 6 (0.7)
Muestras analizadas, n (%) - 176 (8.7) - - 176 (8.7)
ADN no coincidente, n (%) - 5(2.8) - - 5(2.8)
Conformidad, % - 97.2 - - 97.2
Auditoria en punto de venta, n 50 50
Rotos al muestrear, n (%) 0 0
Muestras analizadas, n (%) 50 (5.6) 27 23 50 (5.6)
Conformidad por ADN, % 100 100

': Abreviaturas: Crotales Biopsytec (E1), Crotales Typi-Fix y lancetas plasticas para canales (E2), bolo Rumintag
de 75 g (B1) y bolo Rumitag de 73 g (B2).

2 Terneros comprobables en linea. 1.209 terneros no pudieron se leidos debido a fallos en los equipos de lectura
al comienzo del experimento. Estos terneros fueron leidos manualmente a la entrada en la linea de sacrificio.

2.5 ¢y/alores con diferentes letras en la misma linea son diferentes a P < 0.05.
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INTRODUCCION

El tamafo efectivo de una poblacién (Ne) es un parametro clave en conservacion y genética

de poblaciones por su relacion con la inversa de los incrementos de consanguinidad, las

pérdidas de variabilidad genética debidas a deriva genética y sus posibilidades de

adaptacion a cambios ambientales (Falconer y McKay, 1996). Cuando se dispone de

informacion genealdgica profunda el parametro Ne puede estimarse mediante el incremento
1

de consanguinidad entre dos generaciones consecutivas (AF) en la forma Ne 2AF | Sin
embargo, en pequefias poblaciones con poca profundidad de pedigri esta formula no
produce estimas ajustadas a la realidad. En consecuencia, deben intentarse otras
aproximaciones que tengan en cuenta el numero de reproductores existentes y las varianzas
familiares. El programa ENDOG (Gutiérrez y Goyache, 2005; disponible en la direcciéon Web
http://www.ucm.es/info/prodanim/Endog4En.zip) estd disefiado para la monitorizacién de
poblaciones ganaderas mediante informacién genealdgica. En una nueva version (v4.0) el
programa ENDOG ha incorporado el calculo de Ne mediante varianzas familiares. El
objetivo de esta nota es proporcionar ejemplos del funcionamiento de esta nueva funcién del
programa ENDOG utilizando pedigries analizados con anterioridad de la oveja Xalda de
Asturias (Alvarez et al., 2007) y Poni de raza Asturcén (Royo et al., 2007).

MATERIAL Y METODOS

El programa ENDOG v4.0 calcula Ne a partir de varianzas familiares como
Ne 8N,

Vi + Vg +4 , donde N¢ es el nimero de reproductores (machos y hembras) en una
poblacion de referencia, Vim y Vi las varianzas de las familias de reproductores machos y
hembras, respectivamente, y L el intervalo generacional en unidades del intervalo temporal
especificado. Estrictamente, el calculo de Ne mediante esta metodologia deberia tener en
cuenta el numero total de animales reproductores en una generacion (Falconer y McKay,
1996) que se desconoce en una situacion de solapamiento generacional; es por ello que
este numero se aproxima como NgL. Ademas, ENDOG v4.0 incluye la posibilidad de
calcular Ne en periodos aproximados al niumero de afios del correspondiente intervalo
generacional para posibilitar la deteccion de periodos en que se hayan producido cambios
en la politica de seleccion y apareamientos de una poblacién. Cuando el andlisis se realiza
en una poblacion de referencia ENDOG asume que esa poblacion corresponde a una
generacion. Si no es asi, el usuario debe transformar el valor de Ne obtenido mediante un
factor (L/y) donde L es el intervalo generacional en afios e y el nUmero de afos incluidos en
el periodo analizado. Como ejemplo del funcionamiento de esta nueva funcion incorporada
en ENDOG se han analizado las genealogias de 1181 animales de poni de raza Asturcén
(839 vivos) y 1851 animales de la raza ovina Xalda (1491 vivos) incluidos en los Libros
Genealdgico de ACPRA y ACOXA desde su fundacién y previamente analizados (Royo et
al., 2007; Alvarez et al., 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los intervalos generacionales medios (+ error estandar) calculados para el poni Asturcon y

la oveja Xalda fueron de 7,7 £ 0,15 y 2,98 + 0,06 afnos, respectivamente. Asimismo, el
periodo analizado fue de 35 y 18 afios (28 y 16 para los animales vivos), respectivamente.
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La Tabla 1 muestra el numero de reproductores (machos y hembras) y sus tamafos
familiares medios. Notese que estos resultados pueden estar infraestimados debido a que
en los primeros afos de funcionamiento de los Libros Genealégicos el registro de
reproductores no era exhaustivo. El poni Asturcon presenta valores de Ne de 10,5 para
todos los animales del pedigri y de 12,2 para los animales vivos. En la oveja Xalda el valor
de Ne en los animales vivos (4,4) es menor que el obtenido para todo el pedigri (7,3). En
todo caso, los tamafios familiares medios para machos y hembras reproductores son
practicamente iguales en el pedigri completo y en los animales vivos en ambas poblaciones.

Tabla 1. Numero de individuos, progenie media y tamafo efectivo (Ne) calculados en las
poblaciones de Poni Asturcén y oveja Xalda para el total de los pedigries disponibles y para
las poblaciones vivas en el momento de recogida de datos.

Machos reproductores Hembras reproductoras
Numero  Progenie media  Numero  Progenie media  Ne

Poni Asturcén

Pedigri completo 70 4.6 141 2,3 10,5
Animales vivos 48 41 95 2,3 12,2
Oveja Xalda

Pedigri completo 69 6,2 229 1,6 7,3
Animales vivos 39 6,0 160 1,6 4.4

La Figura 1 muestra la variacion del parametro Ne en las dos bases de datos analizadas por
periodos de tiempo que comprenden el intervalo generacional medio correspondiente. El
valor de Ne en el poni Asturcon tiende a aumentar desde 1980 hasta llegar a 97,3 en el
periodo que comprende los animales nacidos entre 1990 y 1997 debido fundamentalmente
al paulatino aumento del numero de machos y hembras dedicadas a reproduccion
situdndose en valores iguales o superiores a 40 sementales y de cerca de 70 desde el
periodo 1985-1992 hasta el periodo 1988-1995. Los valores de Ne obtenidos en la oveja
Xalda son mas erraticos a pesar del aumento lento pero sostenido de carneros puestos a la
reproduccion desde 1992, y no estan ligados totalmente al gran incremento de ovejas
dedicadas a la reproduccién que se observa especialmente entre las nacidas desde el afo
1996 y hasta el periodo 1998-2000 con valores superiores 95. Esto se debe al nacimiento en
los afios 1998, 1999 y 2000 de tres carneros (0329, 0464 y 0569) cuya progenie es de 79,
134 y 74 individuos inscritos en el Libro Genealdgico de ACOXA lo que muestra un gran
desequilibrio hacia estos individuos entre los animales dedicados a la reproduccién en la
poblacion presente de la raza. De la deteccidon de este desequilibrio en la utilizacion de
reproductores deberian establecerse recomendaciones para la optimizacion de la politica de
seleccion y apareamientos realizada en la raza Xalda. La nueva funcién incorporada en la
version 4.0 del programa ENDOG permite obtener informacion adicional de utilidad para la
monitorizacion de los Libros Genealdgicos en pequefas poblaciones ganaderas. Otras
mejoras incluidas en la nueva version de ENDOG que pueden ser de utilidad para los
usuarios son: informacién proveida por defecto sobre el numero de hijos de cada
reproductor, la reordenacion y renumeracion por defecto de los animales en el pedigri
analizado e informacion sobre el grado de acabado de las genealogias. Ademas, ENDOG
puede calcular la mayor parte de los pardmetros no sélo para la poblacidon completa sino
para las subpoblaciones identificadas. Finalmente, la nueva versién de ENDOG permite
calcular los coeficiente individuales de consanguinidad para diferente numeros de
generaciones, lo que permite al usuario diferenciar entre consaguinidad de origen reciente o
no.
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Figura 1. Variacion del numero de machos (cuadrados blancos) y hembras (circulos negros
reproductoras y tamafo efectivo (triangulos negros) de las poblaciones de Poni Asturcén (A
y oveja Xalda (B) por periodos de afios de nacimiento de los reproductores equivalentes a
un intervalo generacional medio en cada poblacion.
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INTRODUCCION

La oveja Xalda es una raza autoctona asturiana en peligro de extincion descrita desde los
afios 80 (Alvarez Sevilla et al., 2004). Su Libro Genealdgico se gestiona por la asociacién de
criadores ACOXA (www. xalda com). La raza Xalda ha sido caracterizada desde el punto de
vista genético, tanto con marcadores gendmicos tipo microsatélite (Alvarez et al., 2004,
2005) como de secuenciacion de ADN mitocondrial (Pedrosa et al., 2007), encuadrandose
en el tronco churro. De acuerdo con el origen geografico de los animales y de su importancia
en la conservacion de la raza, ACOXA reconoce la existencia de 9 lineas diferenciadas
(Goyache et al., 2003): Adrao, Antén, Arquil.lina, Brafiaseca, Candaneu, Eilao, Eirrondo,
Ixuxt y Oubal.lu. La mayoria de los moruecos utilizados y sus madres provienen de esas
lineas fundacionales.

Recientemente Meadows et al. (2006) han realizado el primer analisis de la diversidad
genética existente en el cromosoma Y ovino. En este trabajo se analizaron machos de razas
de los 5 continentes, incluyendo las razas espafiolas Latxa, Manchega y Rasa Aragonesa.
En estas razas espafiolas se han detectado Unicamente 2 haplotipos diferentes, aunque
todos los animales excepto 1 (de la raza Rasa Aragonesa) eran portadores del mismo
haplotipo, que es ademas el mas comun entre todas las razas domésticas estudiadas
independientemente de su localizacion.

El objetivo del presente trabajo es estimar la variabilidad genética existente en las lineas
paternas de la raza Xalda mediante marcadores especificos del cromosoma Y. Con ello se
pretende obtener una nueva informacion a tener en cuenta a la hora de disefar estrategias
de conservacion dentro de la raza.

MATERIAL Y METODOS

Se ha obtenido ADN de 105 machos de la razas Xalda (49), Rubia del Molar (10), Manchega
(11), Colmenareia (4), Castellana (2), Assaf espafiola (25) y Karakul (4) y dos hembras de
la raza Xalda. Los animales analizados de la raza Xalda representan practicamente todos
los machos fundadores de la raza, y la mayoria de machos reproductivos activos
actualmente inscritos en el libro genealdgico gestionado por ACOXA. Las muestras se
genotiparon con el marcador SRYM18 (Meadows et al, 2006) en un secuenciador
automatico ABI310 (Applied Biosystems).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el analisis se muestran en la Tablal. Aunque existe una
discrepancia de tamafio entre los alelos descritos por Meadows et al. (2006) hemos
encontrado, como esos autores un alelo predominante (nuestro alelo 141) en dos tercios de
los machos analizados y un alelo propio de la raza Karakul. Destaca el hecho de que el 63%
de los animales de raza Xalda genotipados presenten un alelo diferente del mayoritario en
las razas ovinas espafolas. Estudios posteriores deberan determinar si este alelo equivale a
los descritos previamente por Meadows et al. (2006) en razas ovinas britanicas o africanas,
abriendo nuevas posibilidades de analisis filogenético para la raza.
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Tabla 1. Numero de machos (N) y resultados obtenidos en el genotipado del marcador
SRYM18 en 7 razas ovinas.

Raza N Tamano de los alelos
139 141 143

Karakul 4 4

Assaf Espafiola 25 25

Colmenarefia 4 4

Manchega 11 11

Rubia del Molar 10 10

Castellana 2 2

Xalda 49 18 31

Total 105 4 70 31

De los 49 machos de raza Xalda genotipados, 14 son machos sin genealogia considerados
fundadores. De ellos, 7 animales presentaron el alelo 143 y el resto el alelo 141. Los
animales que presentaron el alelo 143 se asignaban a las lineas fundadoras Antén (6) e
Ixuxa (1), mientras que los que presentaron el alelo 141 pertenecian a las lineas Antén (1),
Candanéu (2) o no se asignaron a ninguna linea fundadora. Los rebafios que recuperaron
las lineas Antén e Ixuxu son los que tuvieron la mayor responsabilidad en el inicio de la
recuperacion de la raza y sus animales presentan una marcada calidad racial por lo que han
sido ampliamente utilizados por los ganaderos asociados en ACOXA. La acumulacién en la
poblacion Xalda del alelo 143 puede deberse a una utilizacion preferente de los carneros
fundadores que portaban este alelo y sus descendientes. El hecho de que los animales que
conformaron esos rebafos fueran recuperados en los inicios del programa de conservacion
de la raza Xalda permite pensar, en principio, que la presencia del alelo 143 en la poblacién
no se debe a la introgresion de poblaciones ovinas foraneas.

El analisis de Meadows et al. (2006) del marcador SRYM18 incluia la secuenciacion del
fragmento amplificado para la identificacion de un SNP no incluido en la secuencia
repetitiva, lo que aumentaba el nimero de polimorfismos estudiados. Futuros analisis
deberan incluir esta fuente de informaciéon genética adicional para evaluar la existencia de
mayor variabilidad en nuestra muestra de animales.
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INTRODUCCION

El conocimiento de las relaciones de parentesco entre los individuos que integran
una poblacién de animales o de plantas es importante en numerosas areas de investigacion
en genética basica y aplicada. Esta informacion es necesaria, por ejemplo, para estimar
componentes de varianza y valores mejorantes (Lynch y Walsh, 1998), y también sirve de
criterio para el manejo de poblaciones con el objetivo de evitar la pérdida de diversidad y el
incremento de la consanguinidad (Caballero y Toro, 2000 y 2002). Habitualmente, el
parentesco se calcula a partir de la informacion genealégica. Sin embargo, la ausencia de
esta informacion es frecuente en poblaciones naturales e incluso en poblaciones
comerciales, especialmente en acuicultura. Por ejemplo, seria interesante obtener algun tipo
de conocimiento sobre la estructura familiar de la poblacién en estudio para elegir los
individuos que contribuiran a la siguiente generacion de forma que no estén emparentados,
y asi mantener la maxima diversidad genética posible en la poblacién en cuestion.

El desarrollo y aplicacion de marcadores moleculares altamente polimorficos
(especialmente los microsatélites) ha permitido que se puedan estimar las relaciones entre
individuos cuando parte o la totalidad de la genealogia no esta disponible (Avise, 1994;
Frankham et al., 2002). Consecuentemente, se han desarrollado numerosos estimadores de
parentesco para inferir la genealogia indirectamente a partir de la informacién molecular
proporcionada por los distintos tipos de marcadores. Una descripcion de la mayoria de estos
estimadores puede encontrarse en Toro ef al. (2002) y Fernandez y Toro (2006), pudiendo
clasificarse en aquéllos que estiman parentescos por parejas de individuos (métodos
pairwise) y aquéllos basados en la reconstruccion explicita de la genealogia.

El objetivo del presente estudio es evaluar el comportamiento de diversos
estimadores de parentesco basados en la informacion molecular en una poblacion comercial
de rodaballo (Scophthalmus maximus) cuya genealogia es conocida.

MATERIAL Y METODOS

Se genotiparon un total de 560 individuos procedentes de una poblacién comercial
de rodaballo empleando 11 microsatélites con un elevado grado de polimorfismo (Castro et
al., 2004). En la poblacién evaluada el numero medio de alelos fue de 14,18 y la diversidad
génica (heterocigosidad esperada) promedio de 0,80. La poblacion analizada estaba
constituida por 140 familias de 4 hermanos. Algunas de las familias compartian un
progenitor por lo que se pudieron encontrar 15 familias de medios hermanos, englobando en
total 28 de las familias de hermanos.

El coeficiente de parentesco entre los individuos iy j (probabilidad de que un alelo
elegido al azar del individuo i sea idéntico por descendencia a uno elegido al azar del
individuo j; Malécot, 1948) se obtuvo a partir de la genealogia. Este coeficiente toma valores
de 0, 0,125 y 0,25 si i y j no estan relacionados (NR), son medios hermanos (MH) o son
hermanos (H), respectivamente. De forma analoga, también es posible definir el parentesco
molecular como la probabilidad de que dos alelos elegidos al azar, uno de cada individuo,
sean iguales. Esta probabilidad puede calcularse para cada alelo de un locus y sumarse
para todos los alelos de un locus marcador. Considerando varios marcadores, el parentesco
molecular estimado sera la media aritmética de los valores obtenidos con cada uno de ellos.

A partir de la informacién que proporciona el parentesco molecular se han propuesto
distintos estimadores que intentan inferir el parentesco genealdgico. En la Tabla 1 se
muestra un resumen de los estimadores considerados en este estudio.
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Tabla 1. Estimadores de parentesco analizados

Abreviatura Tipo Referencia
foc parejas de individuos Queller y Goodnight (1989)
fr parejas de individuos Ritland (1996)
fir parejas de individuos Lynch y Ritland (1999)
fw parejas de individuos Wang (2002)
fer reconstruccion de genealogias  Fernandez y Toro (2006)

Debido a que los estimadores de parentesco por parejas de individuos proporcionan
estimas que se distribuyen de forma continua, se establecieron dos puntos de corte para
discriminar entre las tres clases de relaciones genealdgicas disponibles (H, MH y NR). El
umbral para distinguir entre NR y MH se establecié en 0,0625 y el correspondiente entre MH
y H en 0,1875, que son puntos equidistantes de los respectivos valores de parentesco (0
para NR, 0,125 para MH y 0,25 para H). En los estimadores de parentesco por parejas de
individuos las frecuencias alélicas se estimaron empleando la informacion molecular
disponible de la poblacion actual en estudio. El estimador f-r consiste basicamente en
simular genealogias y aceptar aquella que muestre mayor correlacion con el parentesco
molecular.

Para analizar el ajuste entre las relaciones genealdgicas reales y las estimadas se
evalud la proporcion de asignaciones correctas e incorrectas (Thomas y Hill, 2002). Al
considerar individuos H, MH y NR, existen 9 situaciones dependiendo de la relacion
estimada y la real. Tres de ellas se corresponden con relaciones estimadas correctamente,
otras 3 son sobreestimaciones y las 3 ultimas se corresponderian con subestimaciones.

También se evaludé el porcentaje de ftripletes incongruentes de H. Este tipo de
incongruencias se producen en situaciones en las que los individuos i y j son clasificados
como H, los individuos j y k también son clasificados como H, pero la relacion estimada
entre los individuos iy k no es H.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 muestra el numero de asignaciones correctas e incorrectas
correspondientes a los distintos estimadores de parentesco analizados. Los estimadores
que detectan un mayor numero de parejas de individuos NR asignados correctamente son fz
y fir. Sin embargo, los demas estimadores de parentesco por parejas de individuos (foc ¥ fw)
presentaron un éxito mas reducido en la asignacion de parejas NR. El estimador que emplea
la reconstruccion explicita de la genealogia (frr) presenté un comportamiento intermedio en
este caso. En la asignaciéon de MH y H los estimadores de parentesco por parejas de
individuos presentaron un comportamiento mas adecuado.

Se ha demostrado (Toro et al., 2002) que los estimadores de parentesco por parejas
de individuos presentan un comportamiento adecuado en casos en los que se dispone de
una estima precisa de las frecuencias alélicas en la poblacién de referencia, como podria
ser el caso de la poblacion analizada en este estudio que se remonta una sola generacion y
con un censo elevado por lo que la deriva genética es muy reducida.

Tabla 2. Numero de asignaciones correctas (coincidencia entre el parentesco actual y el
estimado) e incorrectas. En columnas se indican las relaciones actuales y en filas las
estimadas. Numero total de parejas de individuos: 156.520

fac fr fir fw fer
Estimado NR MH H NR MH H NR MH H NR MH H NR MH H
NR 126.431 75 9 146.645 116 47 142.213 87 21 126.805 80 6 129.079 162 252
MH 27.504 130 172 8.093 97 388 12.134 114 226 27.234 123 170 26.063 84 384
H 1473 51 675 670 43 421 1.061 55 609 1.369 53 680 266 10 220

El porcentaje de asignaciones correctas e incorrectas, asi como el porcentaje de
tripletes de hermanos incongruentes se muestra en la Tabla 3. El estimador f-r presentd un
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comportamiento intermedio con respecto a los estimadores de parentesco por parejas de
individuos en lo que refiere al porcentaje de asignaciones correctas y sobreestimas. El
porcentaje de subestimas en todos los casos fue menor que el de sobreestimas,
posiblemente debido a que en la poblacién evaluada, la inmensa mayoria de las parejas de
individuos no tienen ningun tipo de parentesco en comun.

Tabla 3. Porcentaje de asignaciones correctas e incorrectas (subestimas y sobreestimas)
y porcentaje de tripletes de hermanos (H) incongruentes

Porcentaje fac fr fir fw fer
Asignaciones subestimadas 0,2 0,4 0,2 0,2 0,5
Asignaciones sobreestimadas 18,5 5,6 8,5 18,3 16,8
Asignaciones correctas 81,3 94,0 91,3 81,5 82,7
Tripletes H incongruentes 83,5 67,9 72,9 83,3 0,0

En cuanto al porcentaje de tripletes de hermanos incongruentes, es importante
resaltar que el estimador frr, por su naturaleza, no produce incongruencias, mientras que
cualquiera de los estimadores de parentesco por parejas de individuos muestra mas de un
65% de incongruencias. Hay que hacer notar que podrian darse otras situaciones de
incompatibilidad en el establecimiento de familias de H teniendo en cuenta los genotipos,
pero no se han evaluado en este estudio.

En resumen, los resultados indican que los métodos para inferir parentesco por
parejas de individuos a partir de la informacion molecular (Queller y Goodnight, 1989;
Ritland, 1996; Lynch y Ritland, 1999; Wang, 2002) presentaron un buen comportamiento al
evaluar parejas de individuos debido, probablemente, a que la poblacion evaluada de
rodaballo dispone de una situacion poblacional favorable y una informacién molecular
disponible muy precisa.

Sin embargo, al evaluar el comportamiento de los estimadores de parentesco en mas
de dos individuos a la vez, es el método que implica una reconstruccién explicita de la
genealogia (Fernandez y Toro, 2006), el que presenta el mejor comportamiento. Esta
ventaja del método de reconstruccion de genealogias podria ser de gran importancia, por
ejemplo, para realizar contribuciones y apareamientos de minimo parentesco. Ademas, en la
fundacion de un stock de peces es probable que no se disponga de una estructura
poblacional tan marcada y también podria darse la posibilidad de contar con parentescos de
mayor grado. Por tanto, se esperaria que en este tipo de situaciones el método que implica
una reconstruccion explicita de la genealogia presentase un comportamiento mas aceptable
que los estimadores de parentesco por parejas de individuos.
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CARACTERIZACION GENETICA DE LA RAZA CAPRINA RETINTA EXTREMENA
MEDIANTE EL ESTUDIO DE MICROSATELITES.
Parejo, J. C., Padilla, J. A., Sansinforiano, M.E., Rabasco, A., Martinez-Trancén, M., Portilla,
J., Mateos, S., Salazar, J.
Dpto. Produccion Animal y Ciencia de los Alimentos. Facultad de Veterinaria. Universidad de
Extremadura. Campus Universitario s/n. 10071. Caceres. jpadilla@unex.es

INTRODUCCION

Cualquier estrategia encaminada a la conservacion de recursos genéticos animales
requiere definir y evaluar los recursos que se hallen en peligro, para lo que se hace esencial
una descripcion y caracterizacion completa de los mismos asi como un control de sus
censos y sistemas de explotacion.

La Retinta Extremefia es una raza caprina catalogada como raza autoctona de
proteccion especial, que al igual que ocurre con otras muchas razas de nuestro pais, esta
sufriendo las consecuencias del abandono de los sistemas de explotacion tradicionales o su
evolucién hacia otros mas intensivos y tecnificados, con la consiguiente sustitucion de
animales rusticos y adaptados al medio natural por otros mas seleccionados y mejorados.
Esta situacién conlleva irremediablemente a una disminucién del censo de estas razas
rusticas, fragmentacién de sus poblaciones por disminucion del flujo genético entre ellas y
aumento de la endogamia en grupos reproductivos aislados, resultando en una disminucién
del numero efectivo poblacional y grave pérdida de variabilidad genética, que suele derivar
en numerosas ocasiones en la extincion de estas razas.

En el caso concreto de la raza caprina Retinta Extremefia la disminucién del censo
ha sido drastica en los ultimos 30 afios, pasando de 655 machos y 16832 hembras en 1986
segun datos de EAAP (European Association for Animal Production), a poco mas de un
millar de animales en la actualidad, repartidos en menos de 10 ganaderias.

Aunque esta raza se encuentra bien definida desde el punto de vista morfolégico,
productivo y reproductivo, es necesaria una adecuada caracterizacion genética como pilar
fundamental para cualquier estrategia de conservacion que se pretenda llevar a cabo en la
raza.

Se ha demostrado que el estudio con marcadores microsatélites es una herramienta
util y eficaz para la evaluacion de la diversidad genética de especies y razas, la distribucion
de ésta entre sus poblaciones y para el control de filiaciébn de los animales mediante la
utilizacién de pruebas de paternidad.

En este trabajo pretendemos la caracterizacion genética de la raza caprina Retinta
Extremefia mediante el estudio de 22 loci microsatélites polimérficos.

MATERIAL Y METODOS

Hemos utilizado muestras de sangre de 271 animales (60 & y 211 Q) de la raza
Retinta Extremefa, procedentes de 8 ganaderias diferentes (CSR, CDM, JSM, JSQ, JLD,
JPG, JRC y ART) y 30 animales de la raza Saanen (SAA) como grupo externo de referencia
(outgroup). El ADN fue extraido utilizando el kit Perfect gDNA Blood Mini (Eppendorf AG).
Los 22 microsatélites estudiados se amplificaron en reacciones de PCR individuales o
multiplex, utilizando cebadores marcados con diferentes fluorocromos. Los productos
obtenidos se separaron mediante electroforesis capilar en un analizador genético ABI
PRISM 3130 (Applied Biosystems, USA) y se analizaron utilizando el software GeneMapper®
3.7.

Las estimaciones del numero de alelos por locus, heterocigosidad observada y
esperada, el PIC y el poder de exclusién del conjunto de loci se obtuvieron con el programa
Cervus 2.0. (Tristan Marshall, 1998-2001). Los estadisticos F se estimaron mediante el
programa GENETIX 4.05.2 (Belkir et al., 2001) y las desviaciénes del equilibrio Hardy-
Weinberg por locus se estimaron mediante el test exacto con el programa GENEPOP 1.2
(Raimond y Rousset, 1995).

Las relaciones entre ganaderias se han representado graficamente en forma de
dendrograma segun la distancia obtenida entre grupos D, de Nei (1983) y el UPGMA como
algoritmo de agrupacién, con un remuestreo de 1000 iteraciones y utilizando el programa
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DISPAN (Tatsuya, 1993). También se han utilizado métodos de inferencia bayesiana para
determinar si existe algun tipo de estructura genética en la raza, corriendo varias
simulaciones bajo el modelo con mestizaje y frecuencias alélicas correlacionadas (modelo F)
con el programa STRUCTURE 2.1. (Pritchard et al., 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en la raza Retinta Extremefia: el
nuamero de alelos obtenidos (k), las heterocigosidades esperada (He) y observada (Ho), el
contenido de informacion polimoérfica (PIC) y los loci que presentaron desviaciones del
equilibrio H-W, con su significacion.

Locus k H(O) H(E) PIC HW
SRCRSP008 9 0.638 0.686 0.631
OarFCB48 13 0.849 0.846 0.826
SRCRSP024 12 0.642 0.697 0.658 el
INRAOO5 6 0.506 0.573 0.523
ILSTS005 7 0.565 0.652 0.601 ol
ETH10 4 0.509 0.551 0.46
SRCRSP005 9 0.627 0.62 0.583
SRCRSP009 12 0.841 0.86 0.843
CSRD247 9 0.79 0.823 0.797
SRCRSP023 15 0.852 0.854 0.838 *
INRABERN172 9 0.745 0.827 0.801 *
TGLA53 10 0.402 0.466 0.45 el
TGLA122 8 0.683 0.762 0.723
CSRM60 7 0.779 0.824 0.799
BM1818 12 0.771 0.823 0.798
BM2113 10 0.52 0.581 0.549
OarFCB20 7 0.454 0.545 0.517
INRA023 11 0.749 0.774 0.739
INRA032 9 0.668 0.666 0.612
HAUT27 7 0.793 0.778 0.74
ILSTS087 10 0.672 0.71 0.664
INRA063 8 0.472 0.671 0.612 el
Tabla 1: Numero de alelos (k), heterocigosis observada (Ho) y esperada
(He), contenido de informacién polimérfica (PIC) y desviacion del
equilibrio Hardy-Weinberg (H-W), en cada uno de los loci analizados.

Hemos obtenido un total de 204 alelos, con un numero de alelos por locus que oscilé
entre 4 y 15 y una media de 9,27 + 2,55. Las heterocigosidades medias esperada y
observada fueron de 0,7087 = 0,025 y 0,6603 + 0,0061 respectivamente y el PIC medio
obtenido con todos los loci fue de 0,671.

Con los 22 microsatélites estudiados, el poder de exclusion total obtenido ha sido del
0.999917 para el primer parental y de 1 para el segundo parental, con lo que se pone de
manifiesto que este grupo de marcadores tiene una capacidad de discriminaciéon suficiente
para ser utilizados en controles de filiacion en la raza. No obstante, debemos estudiar si las
desviaciones del equilibrio H-W presentadas por algunos loci son debidas a la presencia de
alelos nulos, en cuyo caso podrian conllevar errores o dudas en las pruebas de paternidad
(Dakin y Avise, 2004), y deberan ser obviados para estas pruebas.
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Los valores medios de los estadisticos F obtenidos (Fis=0.00601, F+=0.07734 y Fsr=
0.07176; Weir y Cockerham, 1984) junto con el valor de Ggr=0.076 (Nei, 1973, 1977)
obtenido para el conjunto de loci en toda la poblacion indican que, aunque de forma
moderada, empieza a existir cierta estructura en la poblacion o diferenciacién entre grupos
reproductivos. Esta estructura la hemos representado graficamente en forma de
dendrograma (Figura 1), donde podemos observar como tres de las ganaderias muestran
unas relaciones mas cercanas entre ellas que con el resto (JSM, JRC y JSQ), y una de ellas
(JLD), muestra una clara distancia con las demas. La raza Saanen, utilizada como
“outgroup”, nos ha servido para poder mostrar un dendrograma enraizado.

Figura 1: Dendrograma de las 8 ganaderias estudiadas de la raza
JSM

JRC

99%

Jsa

— 1 JPG
CSR

CDM
100%
ART
100%|
JLD

SAA

Retinta extremena y la raza Saanen como “outgroup”.

Esta representacion coincide plenamente con los resultados obtenidos utilizando
métodos de inferencia bayesiana del numero de subpoblaciones. La mayoria de las
simulaciones que se corrieron utilizando el programa STRUCTURE 2.1 estimaron un total de
6 subpoblaciones en la raza Retinta Extremefia (K=6), donde una de ellas esta constituida
por las tres ganaderias mas cercanas representadas en el dendrograma (JSM, JRC y JSQ),
y las otras 5 se corresponden con el resto de ganaderias estudiadas.

Desgraciadamente y atendiendo a la evolucién de la raza caprina Retinta Extremefa
en los Ultimos afios, es necesario la definicion y puesta en marcha de un plan de
conservacién de la misma, antes de que el numero de efectivos vivos y su variabilidad
genética desciendan hasta niveles irrecuperables. Los resultados obtenidos en este trabajo
seran de mucha utilidad para la toma de decisiones en dicho plan de conservacion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

« Belkhir, K., Borsa, P., Chikhi, L., Raufaste, N., Bonhomme, F. 1996-2004 GENETIX 4.05,
Université de Montpellier Il, (France). « CERVUS 2.0. General release version — 24 April
2001. Copyright Tristan Marshall 1998-2001. « Dakin, E.E., Avise, J.C. 2004. Heredity
93:504-509. « Nei, M. 1973. Proceedings of the National Academy of Sciences of USA.
70:3321-3323. » Nei, M. 1977. Annals of human genetics. 41:225-233. « Nei, M., Tajima, F.,
Tateno, Y. 1983. Journal of molecular evolution. 19:153-170. « Pritchard, J.K., Stephens, M.,
Donnelly, P. 2000. Genetics 155: 945-959. « Raymond, M., Rousset, F, 1995. J. Heredity,
86:248-249. « Tatsuya, O. (1993). The Pennsylvania State University. 328 Mueller
Laboratory. University Park, PA 16802, USA. « Weir, B.S., Cockerham, C.C. 1984. Evolution
38: 1358-1370.

Este trabajo es fruto de un Convenio Junta de Extremadura-UEx en materia de

Conservacion de Razas. Cofinanciado con fondos europeos FEOGA-ORIENTACION
medida 7.8 del programa operativo integrado de Extremadura 2000-2006.

— 386 —



ITEA (2007), Vol. Extra N.° 28. Tomo II, 387-389

SELECCION GENOMICA PARA LA INTRODUCCION DE ALELOS FORANEOS. UN
ESTUDIO DE SIMULACION.
Varona, L.
Genetica i Millora Animal. IRTA. 25198. Lleida.
Luis.varona@irta.es

INTRODUCCION
Los objetivos de los esquemas de seleccion son dependientes del entorno socioeconémico
y, por tanto, dinamicos. Las modificaciones en la demanda de los productos de origen
animal exigen la incorporacién de nuevos caracteres en estos objetivos de seleccién. En
ocasiones, se dispone de poblaciones con un nivel fenotipico muy elevado para algun
caracter de especial interés. Un claro ejemplo es el patrimonio genético del cerdo ibérico
para caracteres relacionados con calidad de carne. Existen diversas estrategias de
incorporacién de estos caracteres de particular interés en un programa de seleccion y
mejora de una determinada poblacién.
La introgresion mediante un cruce absorbente es la estrategia clasica de introduccion de
alelos fordneos en una poblacion receptora, que puede generalizarse en la introgresiéon
asistida por marcadores cuando no se conoce exactamente la mutacion causal (Hospital et
al., 1992; Hospital, 2001).
Por otra parte, en los Ultimos afios de han desarrollado técnicas de prediccion del mérito
genético que utilizan toda la informacion molecular disponible (Meuwissen et al., 2001;
Gianola et al., 2003; Gianola et al., 2006) denominadas todas ellas como seleccion
gendmica. Ademas, Piyasatian et al. (2006) prueban que en poblaciones con fuerte
desequilibro de ligamiento, tales como un cruce absorbente, los mecanismos de seleccion
gendmica son muy eficaces, incluso con un numero relativamente bajo de marcadores
moleculares.
Los objetivos de este trabajo son: 1) Comparar la eficiencia de un proceso de introgresion
asistida por marcadores con un proceso de cruce absorbente asistido por seleccién
gendmica. 2) Comparar la eficiencia de estos procesos con la seleccidon convencional en la
poblacion receptora.

MATERIAL Y METODOS
Selecciéon Genémica vs. Introgresion Asistida por Marcadores
Se simularon datos de dos poblaciones (A y B), cuyas caracteristicas son descritas en la

siguiente Tabla 1.

Tabla 1. Parametros utilizados en la simulacion de las poblaciones (A y B).

Caracter 1 Caracter 2

Poblacién | Media | Desv. Tip. | Media | Desv. Tip.
A 110 10 90 10
B 90 10 110 10

La diferencia genética entre las poblaciones A y B para el caracter 1, se simulé siempre de
manera poligénica, es decir, controlada por un nimero grande de genes. Por el contrario, la
diferencia para el caracter 2, se simulé bajo cuatro hipotesis distintas:

1. Un unico gen fijado en las poblaciones A y B con alelos alternativos.

2. Cuatro genes, de igual magnitud, que estan fijados en las poblaciones A y B con
alelos alternativos.

3. Un gen mayor que determina el 25% de la diferencia entre las lineas y 100

poligenes que explican el 75% de la diferencia, y se encuentran distribuidos al
azar en un genoma de 1000 cM. Todos los genes se encuentras fijados con alelos
alternativos en las poblaciones Ay B.

4. Un total de 100 poligenes, fijados en las dos poblaciones con alelos alternativos.
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Los procesos de introgresion y seleccién gendmica se simularon con un tamafio de la
poblacién receptora de 50 hembras, que, cruzadas con 5 machos, generaron 400
individuos, 200 machos y 200 hembras. En cada generacién se seleccionaron 5 machos
como progenitores de la generacion siguiente. Se simularon en todos los individuos 400
marcadores completamente informativos, distribuidos al azar. En los procesos de seleccion
gendmica se utilizaron los datos fenotipicos de todos los individuos, en la introgresién
asistida se asegurd que los descendientes portaran el alelo deseado. El proceso se repitio
hasta la quinta generacién (93.75% A - 6.75% B). En cada caso simulado se realizaron 50
réplicas.

Selecciéon Genomica vs. Seleccion Convencional

Simultaneamente, se simul6é un proceso de seleccion individual en la poblaciéon receptora,
con un tamano efectivo de 50. Se adoptaron tres estrategias diferentes: SC1 (seleccion para
el caracter 1), SC2 (seleccién ponderada con pesos 1:1 para los caracteres) y SC3
(seleccion para el caracter 2). Ademas, se resimuld el proceso de seleccion gendmica con el
tercer caso de simulacion (1 gen mayor y poligenes) seleccionando el caracter 1 en la
poblacién receptora (SGA).

Se plantearon 4 escenarios de simulacién dependiendo de las heredabilidades (0.15 o 0.45)
de los caracteres 1 y 2 en la poblacion receptora. En todos los casos, los caracteres se
asumieron como no correlacionados. Se realizaron 100 réplicas para cada estrategia de
seleccion en cada caso de simulacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de la comparacién entre la introgresion asistida por marcadores y la
seleccion gendmica se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Media fenotipica de los resultados de la simulacion del cruce absorbente con
introgresioén asistida por marcadores y seleccion gendmica.

INTROGRESION SELECCION GENOMICA
CASO | CARACTER 1 | CARACTER2 | CARACTER 1 | CARACTER 2
108.72 (0.40) 110 (0.00) 108.56 (0.31) 110 (0.00)
108.79 (0.34) 110 (0.00) 109.01 (0.28) 110 (0.00)
108.61 (0.28) | 96.22 (0.25) | 108.54 (0.40) | 99.51 (0.25)
108.80 (0.33) | 91.41(0.36) | 108.44 (0.38) | 96.11 (0.45)

BIWIN=

Como puede observarse los resultados del proceso de seleccién genémica superan a los
del proceso de introgresion asistida por marcadores en los casos 3 y 4 de simulacién,
mientras que son equivalentes en los casos 1y 2.

Los resultados de la comparacion entre seleccion genémica en un cruce absorbente y las
estrategias convencionales de seleccion en la poblacién receptora se resumen en la Figura
1.

Si el caracter 2 es susceptible de introducirse en los criterios de seleccion de la poblacion
receptora, la seleccion gendmica asistida por selecciéon convencional fue superior en los
escenarios de heredabilidad baja del caracter 2 (0.15), y cuando el peso econdémico del
caracter 2 oscilo entre el 25 y el 68 % con heredabilidad baja para el caracter 1 (0.15) y
entre el 48 y el 71% con heredabilidad alta (0.45).

Si el caracter 2 no puede incluirse en los criterios de seleccion de la poblaciéon receptora, la

seleccion gendmica asistida por seleccion convencional es interesante en todos los
escenarios de simulacion, sobre todo cuando la heredabilidad del caracter 1 es baja.
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Figura 1. Estrategia mas ventajosa en funcion del escenario de simulacion y del peso
economico del caracter 2.

a) Seleccion posible sobre el caracter 2 b) Seleccién no posible sobre el caracter 2
100% ~ 100% ~
90% - 90% -
80% - 80% -
; 70% 4 mL2 E 70% 4 mL2
B 60% - osc3 g 0% - oscs
E 50% - 0SGA 5 50% - 0SGA
g 0% msc2 g 0% msc2
= 30% msct = 30% msct
20% - 20% -
10% 10%
0% T T T 0% T T T
0.15-0.15 0-15-0.45 0.45-0.15 0.45-0.45 0.15-0.15 0-15-0.45 0.45-0.15 0.45-0.45
ESCENARIO ESCENARIO

SC1: Seleccién individual para el caracter 1; SC2: Seleccion individual ponderada para los caracteres
1y 2; SC3: Seleccidn individual para el caracter 2; SGA: Seleccién genémica asistida por seleccién
convencional en la linea receptora; L2: Linea donadora; 0.15-0.15: heredabilidades de 0.15 para los 2
caracteres; 0.15-0.45: heredabilidad de 0.15 para el caracter 1 y 0.45 para el caracter 2; 0.45-0.15:
heredabilidad de 0.45 para el caracter 1y 0.15 para el caracter 2; 0.45-0.45: heredabilidades de 0.45
para los dos caracteres.

Los resultados de este trabajo deben extenderse a un mayor numero de situaciones, en
cuanto a la magnitud de la diferencia entre lineas, la determinacién genética de la diferencia
entre lineas (dominancia, epistasia, interaccién genotipo-ambiente genético), la relacién
entre los caracteres en la poblacion receptora, y posibles distintos escenarios de dimensién
y disefio del cruce absorbente.
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SELECCION POR TASA DE OVULACION EN CONEJO. ESTIMACION DE LA
RESPUESTA EN TASA DE OVULACION Y TAMANO DE CAMADA
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INTRODUCCION

El tamafio de camada es un caracter econdmicamente importante en conejos y es

objeto de seleccion en programas de mejora genética. La baja heredabilidad de este
caracter ha provocado que la respuesta a la seleccién directa por tamafio de camada haya
sido inferior a la esperada (revisado por Blasco et al., 1993).
Se ha observado que en conejo la respuesta en tamafio de camada se ha producido
fundamentalmente por un aumento de la tasa de ovulacion (Garcia et al., 2000; Brun et al.,
1992 en conejo). Estos resultados unidos al hecho de que las estimas de la heredabilidad
para tasa de ovulacién son elevadas (Santacreu, 1992), apuntan a la tasa de ovulacion
como una caracter a través del cual seleccionar de modo indirecto el tamafio de camada. El
objetivo de este trabajo es estimar la respuesta en tasa de ovulacién y tamafio de camada
en una linea de conejos seleccionada durante 6 generaciones por tasa de ovulacion.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Los animales pertenecen a una linea seleccionada por tasa de ovulacion durante
6 generaciones. La linea fue creada a partir de animales provenientes de una linea sintética
que se seleccioné por tamafio de camada durante 12 generaciones y posteriormente por
capacidad uterina durante 10 generaciones. Las hembras se seleccionaron en funcion de su
valor fenotipico y la presion de seleccion aplicada por generacion fue de aproximadamente
el 30%. Para reducir el aumento de la consanguinidad se trabaja con familias de machos, de
manera que cada generacion se selecciona un descendiente de cada macho, procurandose
que esos descendientes provengan de camadas de las mejores hembras. Se han recogido
datos de 1874 partos y 524 laparoscopias. La generacion base estaba compuesta de 86
hembras y 19 machos, y de la primera a la sexta generacion de seleccion la composicion de
la poblacién fue la siguiente: 75-27, 93-19, 88-16, 91-19, 60-15 y 107-20, respectivamente.

Caracteres. Los caracteres analizados fueron tasa de ovulacion (TOT) y tamafio de camada
(TC). La TOT se estimd como el numero de cuerpos luteos contabilizados por laparoscopia
el dia 12 de la segunda gestacion. El tamafio de camada se estim6 como el nimero total de
gazapos nacidos.

Analisis Estadisticos. El analisis genético se realiz6 con métodos bayesianos. Para el
andlisis del tamafio de camada se ajusté el siguiente modelo:

Yik = AEj+ EFj + u+ pi + ej

donde, AE es el efecto afio-estacion (19 niveles), EF es el estado de la hembra en el
momento de la monta (3 niveles: nulipara, multipara lactante y multipara no lactante), u es el
valor aditivo del animal, p es el efecto permanente no aditivo y ambiental del animal, y e es
el error del modelo.

Para analizar la tasa de ovulacion se ajusto el siguiente modelo:

Yik = AEi+ EFj+ ui + e

Se realizé un andlisis bivariante con aumento de datos. Después de varios analisis
exploratorios se us6 una cadena de 3,000,000 iteraciones, con un periodo de quemado de
200,000 iteraciones. Se tom6 una muestra de cada 100 iteraciones. La convergencia se

! Direccién Actual: Departamento de Produccion Animal y Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. Universidad
Cardenal Herrera-CEU. Edificio Seminario. 46113 Moncada, Valencia, Espafia. E-mail: mmoce@uch.ceu.es
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comprobé usando el criterio de Geweke. Todas las distribuciones a priori fueron planas, salvo
el efecto aditivo de los animales y el efecto permanente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores medios obtenidos para el tamafio de camada (Tabla 1) se encuentran dentro del
rango de los valores publicados para lineas maternales por otros autores (Garcia y Baselga
2002; Santacreu et al., 2005). Para la tasa de ovulaciébn se observa que los valores
obtenidos son ligeramente superiores (14.98 Ovulos Garcia y Baselga 2002 y 14.8
Santacreu et al., 2005).

Tabla 1. Medias, desviaciones estandar (sd) y numero de datos (N) para nacidos totales
(NT) y tasa de ovulacion (TOT) en las generaciones estudiadas.

GENERACION
Base 1 2 3 4 5 6
Media 8.07 8.52 9.07 9.12 8.60 8.55 9.24
NT Sd 3.02 2.54 2.87 2.95 2.89 3.07 3.02
N 356 159 240 249 255 219 396
Media  15.11 15.45 15.53 16.21 15.53 15.14 16.62
TOT Sd 2.51 2.43 2.52 2.43 2.94 2.22 2.15
N 75 73 86 77 57 56 100

La heredabilidad estimada para tasa de ovulacién fue de 0.28 con una desviacion tipica de
0.10 (Tabla 2), valor que esta en concordancia con las estimas publicadas por otros autores
(Blasco et al., 1992; Blasco et al., 1993). Para el tamafio de camada al nacimiento el valor
de la heredabilidad fue de 0.05 con desviacion tipica de 0.03, valor que esta dentro del
rango de las estimas obtenidas en otros trabajos en conejo (Blasco et al., 1993; Blasco,
1996). Las estimas de heredabilidad de ambos caracteres son menores a las obtenidas por
Ibafiez et al. (2006) con los datos de las tres primeras generaciones de este experimento de
seleccion.

Tabla 2. Parametros de las distribuciones marginales posteriores de la heredabilidad de la
tasa de ovulacién (TOT) y el tamafio de camada (TC).

Media Mediana SD HPD (95%) k MCse z
TOT 0.28 0.28 0.10 0.09-0.49 0.12 0.002 -0.22
TC 0.05 0.04 0.03 0.007-0.12 0.01 0.0006 0.06

SD: Desviacion estandar; HPD (95%): Intervalo de maxima densidad al 95%; k: limite del
intervalo [k, <) conteniendo una probabilidad del 95%; MCse: error estandar de Monte Carlo;
Z: Z-score del test de Geweke.

En la Figura 1 se muestran las tendencias genéticas para ambos caracteres y se puede
observar que la seleccién por tasa de ovulacién ha aumentado la tasa de ovulacion en
aproximadamente 1.60 oocitos, pero la respuesta correlacionada en tamafio de camada ha
sido sustancialmente menor (0.40 gazapos). Estos resultados corroboran los obtenidos en
los escasos experimentos de seleccion por tasa de ovulacion que se han llevado a cabo en
raton y porcino (Bradford, 1969; Land y Falconer, 1969 en raton y Lamberson et al., 1991;
Rosendo et al., 2007 en porcino). En ratones, Bindon et al., (1974) observaron que la
seleccién por tasa de ovulacién provocaba un incremento de la sensibilidad ovarica, de
manera que las hembras respondian en mayor grado a los estimulos de la PMSG. Es
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posible que esa mayor sensibilidad ovarica aumente la cantidad de foliculos inmaduros
ovulados, aumentando de este modo la mortalidad prenatal.
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Figura 1. Tendencias genéticas para tasa de ovulacién (TOT) y tamafio de camada (TC) en
las distintas generaciones.

CONCLUSIONES

Tras seis generaciones de seleccién por tasa de ovulacién se ha mejorado la tasa de
ovulacién pero la respuesta correlacionada en tamafio de camada ha sido baja y no muy
diferente a la obtenida por otros autores cuando se selecciona directamente por tamafio de
camada.
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EFECTO DE LA SELECCION POR VELOCIDAD DE CRECIMIENTO SOBRE EL
CRECIMIENTO RELATIVO EN CONEJO
Pascual, M., Pla, M., Blasco, A.
Departamento de Ciencia Animal. Universidad Politécnica de Valencia. Camino de Vera s/n.
46071 Valencia; ampasam@dca.upv.es

INTRODUCCION

La produccion de carne de conejo en Espafia esta basada en un cruce a tres vias en el que
hembras cruzadas procedentes de lineas seleccionadas por caracteres reproductivos son
apareadas con machos seleccionados por caracteres de crecimiento. Esta ultima seleccién
en la linea parental ha llevado a un aumento del peso adulto del conejo (Blasco et al., 2003).
El objetivo de este trabajo es estudiar si esta seleccién ha afectado también al crecimiento
relativo de distintas partes del animal respecto al crecimiento global del animal, comparando
dos grupos de conejos de la misma linea pero difiriendo en 11 generaciones de seleccion
por velocidad de crecimiento.

MATERIAL Y METODOS

Los conejos utilizados pertenecian a la linea R de la Universidad Politécnica de Valencia,
seleccionada por velocidad de crecimiento entre las 4 y 9 semanas de vida (Baselga, 2002).
Los animales pertenecian a un grupo Control (C) y un grupo Seleccion (S). Cuando la linea
se encontraba en la generacion de seleccion 7 se tomaron embriones y se vitrificaron. Tras
varias generaciones de seleccioén, los embriones se desvitrificaron y transfirieron a hembras
receptoras. Los descendientes de los individuos procedentes de los embriones formaron el
grupo Control. El grupo Seleccion se form6 con animales de la generacién de seleccion 18.
Ambos grupos crecieron coetdneamente y bajo las mismas condiciones.

Un total de 314 animales de ambos grupos y sexos fueron pesados y sacrificados por
medios humanitarios a las 4, 9, 13, 20 y 40 semanas (entre 15 y 20 animales por edad,
grupo y sexo). Tras desollar al animal se extrajo y peso el aparato gastrointestinal lleno. Las
canales se almacenaron a 4°C durante 24 horas y se pesaron para obtener el peso de la
canal fria. Se separé y peso la cabeza. Tras separar el higado, los rifiones y las visceras
toracicas se peso la canal de referencia (Blasco y Ouhayoun, 1996). Se extrajeron y pesaron
la grasa escapular y perirenal (cuya suma representa la grasa disecable), y la canal
resultante se disec6 de acuerdo con la diseccion realizada por Deltoro y Lopez (1985)
(Figura 1), obteniendo el peso de la extremidad anterior, la caja toracica, el lomo, las
paredes abdominales y la extremidad posterior. La extremidad posterior se diseco,
obteniendo el peso de la carne y el peso del hueso.

Para el estudio de la evolucién del grado de madurez de las variables respecto a la madurez
del animal se utiliz6 el modelo propuesto por Butterfield ef al. (1983a):

(y)=q (T/T,g) +(1-q) (T/T,)? utilizando la forma lineal para el ajuste

(Ul = (TIT)*)= q (TI T (TI Tr)?),

donde /= peso de la variable, I,,= peso adulto de la variable, T= peso vivo del animal, T,=
peso vivo adulto del animal y g es el llamado coeficiente de madurez. Segun esta ecuacion,
cuando g=1 el grado de madurez de la variable crece al mismo ritmo que el grado de
madurez del animal. Sin embargo, al contrario que en la ecuaciéon alométrica propuesta por
Huxley (1932), cuando g>1 la variable es de crecimiento temprano respecto al peso vivo del
animal, y cuando g<1 la variable es de crecimiento tardio respecto al peso vivo del animal.

Se realizé un proc GLM del SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC), donde el modelo incluia el
efecto grupo-sexo con 4 niveles (seleccidbn machos, seleccién hembras, control machos y
control hembras) y la interacciéon entre el grupo-sexo y el coeficiente de madurez. T e | se
estimaron como la media de peso vivo o peso de la variable por edad y grupo-sexo. Como
valores de T, e I, se tomaron las medias por grupo-sexo de los animales de 40 semanas.

-393 -



RESULTADOS Y DISCUSION

Los coeficientes de madurez de las variables estudiadas y las diferencias entre grupos y
entre sexos se pueden observar en la Tabla 1. El tracto gastrointestinal lleno mostré un
crecimiento temprano (g>1), tal como observaron Butterfield et al. (1983b, 1984) y Thonney
et al. (1987) en ovino y caprino. No se encontrd efecto de la seleccion sobre el coeficiente
de madurez. Butterfield et al. (1983b) tampoco encontraron diferencias en el coeficiente al
comparar dos estirpes de la misma raza en la que una estaba seleccionada por peso al afio
de vida. Los machos mostraron una mayor g, es decir, un crecimiento mas temprano que las
hembras.
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Figura 1. Diseccion anatomica en Figura 2. Representacion de la evolucion del grado de

conejo (de Deltoro y Lopez, 1985). madurez de dos variables (//I,) respecto al grado de
C: cabeza; EA: extremidad madurez del animal (T/T,) y ajuste del modelo de
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anterior; PA: paredes Butterfield et al. (1983a): una variable de crecimiento
abdominales; CT: caja toracica; L. temprano (g>1; --.--0--) y una variable de crecimiento
lomo; EP: extremidad posterior. tardio (9<1; —.— s—). Larecta —— representa q=1.

Tabla 1. Coeficientes de madurez (g), error estandar (e.e.) coeficiente de determinacion (r?),
diferencia entre grupos los grupos Seleccién (S) y Control (C) y entre machos (M) y hembras
(H), error estandar de la diferencia (e.e.d.) y valor de P (P-valor).

Efecto de la selecciéon Efecto del sexo

q ee. P S-C e.ed. P-valor M-H e.ed. P-valor

TG 1,96 0,14 0,82 -0,16 0,23 0,52 0,78 0,23 0,00
CF 0,87 0,02 0,97 0,06 0,04 0,15 0,01 0,04 0,75
CR 0,74 0,02 0,95 0,11 0,05 0,03 -0,02 0,05 0,73
C 1,19 0,07 0,87 0,01 0,13 0,96 -0,38 0,13 0,01
EA 0,94 0,03 0,97 -0,04 0,05 0,44 -0,177 0,05 0,00
PA 0,74 0,06 0,84 0,27 0,10 0,01 -0,02 0,10 0,84
CT 0,59 0,04 0,85 0,15 0,07 0,05 0,14 0,07 0,07
L 0,87 0,05 0,84 0,03 0,10 0,76 -0,04 0,10 0,69
EP 0,91 0,03 0,95 -0,02 0,06 0,71 -0,13 0,06 0,03
Cep 0,77 0,05 0,87 -0,07 0,08 0,39 0,03 0,08 0,71
Hep 1,78 0,09 0,83 -0,01 0,18 0,96 0,22 0,18 0,26
GD -0,14 0,11 0,12 0,23 0,23 0,33 0,27 0,23 0,25

TG: tracto gastrointestinal lleno; CF: canal fria; CR: canal de referencia; C: cabeza; EA:
extremidad anterior; PA: paredes abdominales; CT: caja toracica; L: lomo; EP: extremidad
posterior; Cep: carne de la extremidad posterior; Hegp: hueso de la extremidad posterior; GD:
grasa disecable de la canal.

La canal fria mostrd un crecimiento tardio (q<1), ya que su porcentaje aumenta conforme
aumenta la edad (y por tanto, el peso) del conejo (Ouhayoun, 1989). No se encontré efecto
de la seleccion ni diferencias entre sexos. La canal de referencia mostr6 también un
crecimiento tardio (q<1), tal como observaron Butterfield et al. (1984) y Thonney et al. (1987)
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en ovino y caprino. La seleccion llevé a un crecimiento mas temprano de la canal de
referencia. No se encontraron diferencias significativas entre sexos. La cabeza mostré un
crecimiento temprano (g>1), tal como observaron Butterfield et al. (1983b, 1984) en
corderos. No se encontro efecto de la selecciéon sobre su patrén de crecimiento. Los machos
mostraron un crecimiento de la cabeza mas tardio que las hembras.

El orden de precocidad de las distintas partes de la canal, de mayor a menor (i.e., de mayor
g a menor q) fue: extremidad anterior, extremidad posterior, lomo, pared abdominal y caja
toracica. Todas las partes de la canal de referencia mostraron un crecimiento tardio respecto
al peso vivo del animal. La seleccion por velocidad de crecimiento condujo a un crecimiento
menos tardio de las paredes abdominales y de la caja toracica, mientras que los machos
mostraron un crecimiento mas tardio de la extremidad anterior y de la extremidad posterior
que las hembras.

La carne de la extremidad posterior, que segun Blasco et al. (1984) y Hernandez et al.
(1996) esta altamente relacionada con el peso de al carne de la canal de referencia, mostrd
un crecimiento tardio (q<1), al igual que la grasa disecable, mientras que el hueso mostr6 un
crecimiento temprano (g>1). Estos resultados estan de acuerdo con los coeficientes de
madurez para musculo, grasa y hueso de la canal de conejo obtenidos por Blasco et al.
(1990). Butterfield et al. (1983a, 1984) y Taylor et al. (1989), también observaron un
crecimiento temprano del hueso y tardio de la grasa de la canal en ovino y caprino. Sin
embargo, estos autores encontraron un crecimiento temprano del musculo. Esto debe ser
debido al alto engrasamiento de los ovinos y caprinos en estado adulto (superior al 20% del
peso vivo; Butterfield et al.,1983a, 1984; Taylor et al., 1989) frente al bajo contenido de
grasa disecable en conejo. No se encontré efecto de la seleccion sobre los coeficientes de
madurez de la carne y hueso de la extremidad posterior y de la grasa disecable de la canal.
Butterfield et al. (1983a) no encontraron diferencias en los coeficientes de madurez de
musculo de la canal, hueso de la canal y grasa disecable en dos estirpes de cordero en la
que una esta seleccionada por peso al afio de vida. Tampoco se encontraron diferencias
entre sexos. El bajo coeficiente de determinacion (r?) en la grasa disecable se debié a la
pendiente cercana a cero de la recta. Como conclusiones podemos decir que la seleccion
por velocidad de crecimiento no afect6 al crecimiento relativo de la mayoria de las partes de
la canal estudiadas, encontrando sélo un aumento de la precocidad de la canal de
referencia, paredes abdominales y caja toracica.
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SELECCION EN VACUNO LECHERO: ESTUDIO PRELIMINAR DE LOS COSTES POR
TRATAMIENTO DE LAS MAMITIS Y LAS COJERAS
Yaici, S., Pérez-Cabal, M.A.
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INTRODUCCION

La seleccion intensiva por produccion de leche ha dado lugar a problemas
funcionales que comprometen el bienestar animal (Warnick et al., 2001) y generan grandes
pérdidas econdmicas en las explotaciones. Dada la alta incidencia de estos problemas en
las explotaciones (20-40% mamitis y 5-70% cojeras) (Green et al., 2002), el sector centra su
atencion en la seleccidon por una mejor salud de la ubre y menores problemas de
locomocion. El registro de las mamitis o las cojeras no es habitual en las explotaciones
comerciales, excepto en los paises noérdicos, de manera que los ganaderos estan
seleccionando a los animales mas funcionales en cuanto a salud de la ubre y locomocion de
forma indirecta, utilizando caracteres correlacionados genéticamente con estos problemas
en mayor o menor grado. Algunos trabajos tratado de cuantificar los costes por mamitis, por
ejemplo, en funcién del recuento celular (Pérez-Cabal et al., 2004), y en los ultimos afios ya
se realiza directamente por caso tratado, tanto en mamitis como en cojeras (Heringstad et
al., 2000; Sattler, 2002; Ettema y Dstergaard, 2006).

Ante la importancia econémica de las mamitis y las cojeras en las explotaciones
lecheras es preciso estudiar si los criterios actuales (caracteres morfologicos, recuento de
células somaticas y velocidad de ordefio) aportan informacion suficiente en la seleccion de
reproductores, o si es necesario incorporar el registro sistematico de las mamitis y cojeras al
control lechero oficial. Como estudio preliminar para cuantificar los costes totales generados
por estos problemas de funcionalidad y determinar su importancia econémica relativa en los
programas de seleccion por rentabilidad, el objetivo de este trabajo es calcular el coste del
tratamiento de las mamitis y las cojeras, debido a la aplicacion de medicamentos y a la leche
no comercializada.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado los casos de mamitis y cojeras correspondientes al afio 2006 y
registrados en 25 ganaderias del Pais Vasco y Gerona, sobre un total de 2.593 vacas
presentes. Las mamitis siempre han sido tratadas con medicacion mientras que las
incidencias de cojeras anotadas corresponden a cuatro tipos de tratamiento: arreglo, zapato,
venda o medicacioén, considerandose solo estas ultimas para determinar el coste medio por
tratamiento. En la Tabla 1 se presenta la cantidad de informacion utilizada en este trabajo.

Tabla 1. Datos utilizados en el estudio (entre paréntesis el numero de vacas infectadas).
Pais

Gerona Total
Vasco
Casos mamitis 619 (394) 603 (340) 1.222(734)
Casos cojeras
Total 197 (194) 169 (153) 366 (347)
Con medicacién 147 (162) 138 (128) 285 (290)
N° vacas presentes/explotacion 79 136 100

Se han considerado como dos casos independientes de mamitis o cojeras de una
misma vaca cuando las fechas de diagnéstico no coinciden, independientemente del nimero
de cuarterones afectados. El coste de medicamento (CMED) por caso se ha calculado en
funcién del precio de la aplicacion de cada producto y de la duracién del tratamiento. Los
precios de las diferentes presentaciones de cada producto, la posologia, los dias de
tratamiento y periodo de retirada de leche fueron proporcionados por los laboratorios
correspondientes y distribuidores veterinarios.

Para calcular el coste por leche retirada (CRET) se considerd un precio medio de
0,25 €/kg y se realizd la estimacion individualizada de la produccion diaria en el momento de
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la infeccion utilizando los datos de control lechero proporcionados por las asociaciones

autonoémicas EFRIFE y AFRIGI aplicando los siguientes criterios:

- Si la infeccién ocurrio entre dos controles, se consideraron dos intervalos (antes y
después del punto medio) y la produccién media diaria se estimé como la produccion del
punto medio del intervalo correspondiente.

- Silainfeccion ocurre tras el uUltimo control registrado de una vaca con lactacion en curso,
la produccion diaria se considerd igual a la del ultimo control.

- Si la infeccidon ocurrid en el periodo seco, no se consideraron costes por leche no
vendida.

- Si una vaca presenta dos casos seguidos de mamitis 0 cojeras, en la estimacion de la
produccion diaria se tiene en cuenta el solapamiento de leche descartada para evitar el
doble conteo.

El coste medio por vaca se ha calculado en funcién del numero de casos que ha
presentado cada animal y el coste correspondiente de cada caso.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las Tablas 2 y 3 se muestran los costes por caso y los costes por vaca y afio de
la mamitis y las cojeras, respectivamente. El coste medio por caso de mamitis en 2006 fue
de 64,58 €, siendo mayor en las explotaciones de Gerona (69,75 €/caso) que en las del Pais
Vasco (59,24 €/caso) por mayores pérdidas por leche no comercializada. Esto es debido a
los productos utilizados en las granjas de Gerona, pues la duracién media del tratamiento y
del periodo de retirada obligatorio de leches es superior que en el Pais Vasco. Asi, el coste
por vaca también es superior en esta zona (97,85 € frente a 92,53 €), siendo el coste medio
igual a 95,36 €/ vaca y afio, dentro del rango obtenido por otros trabajos (33-101 €/ vaca y
afno) teniendo en cuenta las diferencias en el precio de medicamentos, precio del kilo de
leche y que incluyen, ademas, el coste del veterinario (Shim et al., 2004; Berry y Amer,
2005; Wolfova et al., 2006). Los valores encontrados por Pérez-Cabal et al. (2004) son
superiores (175-350 €/vaca) al incluir los costes de veterinario y de la mano de obra extra.
Pero teniendo en cuenta que se estimaron a partir del recuento celular por control (mas
asociado a la mamitis subclinica), es esperable que los resultados del presente trabajo sean
mas similares a los de otras poblaciones que han utilizado los casos de mamitis clinicas.

Tabla 2. Coste por caso, coste por vaca y afo, kilos de leche no vendida e incidencia de
mamitis por zona (CRET: coste por leche no comercializada; CMED: coste por
medicamentos).

MAMITIS Gerona Pais Vasco Media
Coste por caso (€/caso) 69,75 * 26,42 59,24 * 23,55 64,58 * 25,58
CRET 47,55 + 17,40 40,17 £ 18,53 43,92 + 17,86
CMED 22,36 + 16,46 18,97 + 14,60 20,65 + 15,63
Leche no vendida (kg) 190 + 66 161+ 74 176 £ 71
N° casos/vaca 1,5+0,9 1,8+1,3 16+1,1
Coste por vaca (€/vaca) 97,85 £ 63,70 92,53 £ 76,13 95,36 * 69,80
CRET 71,96 + 42,66 68,43 + 51,40 70,33 +£ 46,91
CMED 34,45 + 28,29 33,48 £ 34,94 34,00 + 31,57
Leche no vendida (kg) 288 £ 171 274 £ 206 281 + 188
Incidencia mamitis (%) 33,81 23,66 29,91
COSTE MAMITIS/INGRESOS (%) 6,75 + 6,44 6,29 + 8,66 5,26 + 7,06

En cuanto a las cojeras, cada caso gener6 unas pérdidas medias cercanas a los 50
€, sumando un total de 58,86 € por vaca y afio. A pesar de que los costes por caso son
inferiores en el Pais Vasco, las vacas presentaron mas casos que en Gerona y, en
consecuencia, el coste por vaca y afio fue casi 3,5 € superior. Berry y Amer (2005)
contabilizaron unas pérdidas por cojeras superiores (111,11 €/caso) en Irlanda pero
teniendo en cuenta el tratamiento, el veterinario, la mano de obra extra y la retirada de
leche. El rango obtenido por Kossaibati et al. (1999) va de los 40,30 €/vaca y afio en los
mejores rebafos a los 82,09 €/vaca y afio en los peores. En concordancia con trabajos
previos, la incidencia media de mamitis en la poblacién analizada fue de 29,91% y la de las
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cojeras, 16,61% (considerando todas las vacas que presentaron alguno de los cuatro tipos
de tratamiento: arreglo, zapato, venda o medicacion) y 13,55% (para las vacas tratadas con
medicamentos).

Tabla 3. Coste por caso, coste por vaca y afio, kilos de leche no vendida e incidencia de
cojeras por zona (CRET: coste por leche no comercializada; CMED: coste por
medicamentos).

COJERAS Gerona Pais Vasco Media

Coste por caso (€/caso) 51,50 * 24,82 48,08 * 11,39 49,91 + 19,75

CRET 27,52 + 16,84 25,08 + 11,52 26,38 + 14,62

CMED 23,86 + 10,19 23,16+ 5,06 23,51+ 8,01

Leche no vendida (kg) 111 £ 67 100 + 46 106 + 58

N° casos/vaca 1,2+0,5 1,4+18 1,3+0,6
Coste por vaca (€/vaca) 57,37 £ 37,93 60,85 * 40,60 58,96 * 39,12

CRET 32,68 + 23,35 36,36 + 26,63 34,22 + 24,76

CMED 28,85 + 16,87 33,87 +17,77 31,15+ 17,43

Leche no vendida (kg) 131+ 93 145 + 107 137 £ 99
Incidencia cojeras (%)

Total 19,21 12,45 16,61

Con medicacion 15,60 10,29 13,55
COSTE COJERAS/INGRESOS (%) 6,84 + 8,63 2,81+ 1,82 6,56 + 7,40

En un rebafio medio de 100 vacas, solamente el coste anual por el tratamiento
médico de mamitis y cojeras ascenderia a 2.861 €/afo y 678 €/afo, respectivamente, a lo
que habria que afiadir los costes derivados de la disminucién de produccién y de la calidad
de la misma, los de veterinario, los de la mano de obra extra y los de desecho. Los
resultados de este trabajo reflejan la importancia econdmica de las mamitis y cojeras en las
explotaciones lecheras y la necesidad de estimar los parametros genéticos y la variabilidad
del estos caracteres para incluirlos en un programa de seleccion.
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INTRODUCCION

El tamafio de camada es un caracter econémicamente importante en especies
prolificas como el cerdo (Tess et al., 1983). Aunque es un caracter de heredabilidad baja, se
ha observado respuesta a la seleccion (Bidanel et al., 1994; Johnson et al., 1999; Noguera
et al., 2002). Sin embargo, la seleccién por tamafio de camada produce un incremento en la
mortalidad de los lechones al parto (Johnson et al., 1999). La mortalidad de los lechones al
parto ha sido estudiada como caracter continuo o umbral, siendo generalmente considerada
como un caracter propio de la cerda (Roehe and Kalm, 2000; Gradinson et al., 2002, Arango
et al., 2005). En escasas ocasiones, la mortalidad al parto ha sido modelizada como un
caracter propio del lechén, teniéndose en cuenta los efectos maternos (Mesa et al., 2006). El
objetivo principal de este trabajo es estimar los componentes de varianza para mortalidad
individual del lechén al parto (o supervivencia al parto) en una linea de la raza Large White
utilizando un modelo umbral con efectos maternos.

MATERIAL Y METODOS
Animales
Los datos de los animales provienen de un nucleo de seleccién adherido al banco de datos
de referencia del porcino espafiol (BDporc). Pertenecen a una linea de raza Large White,
seleccionada por tamafio de camada. Para el analisis estadistico se utilizaron 60.170 datos,
correspondientes a los lechones nacidos durante el periodo 1999-2006.

Caracter

El caracter analizado es la mortalidad del lechén al parto, siendo este dato tomado durante
las 12 primeras horas después del parto. La mortalidad del lechén al parto se considero
como un caracter binario del lechén, y se ha codificado como 1 si el lech6n estaba vivo y O si
el lechon estaba muerto, durante esas 12 primeras horas

Analisis estadistico
La densidad de probabilidad de los datos, dados los parametros de localizacién y dispersion
asociados a la variable subyacente y los umbrales, viene dada por la siguiente expresion

pOYIT) = [JA(T, < OBy, =0)+1(7, > O(y, =)

donde y; (i=1,2,...,n) es la i-ésima observacién fenotipica (0, 1), T;es la subyacente.
El analisis se realiz6 usando métodos bayesianos, y se asumio el siguiente modelo para la
variable subyacente T:

T=Xb+Z,a,+Z,a,+W,p, +e

donde b es el vector de efectos sistematicos, orden de parto (5 niveles) y afio-estacion (31
niveles), aq y am son los vectores de efectos genéticos aditivos directos (61.130 niveles) y
maternos (1.082 niveles), respectivamente. El vector p. es el efecto permanente camada
(4.553 niveles), y X, Z4,Zm, W¢, son las matrices de incidencias conocidas relacionadas con
los efectos sistematicos y aleatorios.

La distribucién a priori asumida para aqy an, fue:
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Donde A es la matriz de relaciones genéticas aditivas, G es la matriz de varianzas
covarianzas genéticas. La distribucion a priori asumida para p, fue: (pc\aic) ~ N(O,Icaﬁc) .

Las distribuciones a priori para b, G y o-ﬁc fueron distribuciones uniformes acotadas y la
varianza residual se fijo en 1.

Las distribuciones marginales posteriores de los parametros desconocidos se estimaron
usando Gibbs sampling con aumento de datos para la variable subyacente. Después de
varios analisis exploratorios se utilizd6 una cadena 100.000 iteraciones, con un periodo de
“‘quemado” de 3.000 iteraciones. Se tom6é una muestra cada 10 iteraciones, para evitar la
alta correlacién entre muestras consecutivas. La convergencia se comprobd para cada
cadena separadamente usando el criterio de Geweke (Geweke, 1992).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros de las distribuciones marginales posteriores estimadas de las varianzas, la
correlacion genética y las heredabilidades se presentan en las Tablas 1 y 2. Las
distribuciones marginales posteriores tuvieron un error de Monte Carlo pequefio y el test de
Geweke no detectd falta de convergencia (no mostrado en las Tablas). Como se puede
observar en las Tablas 1 y 2, las medias posteriores de la varianza genética aditiva directa,
aditiva materna y ambiental materna fueron bajas, presentando la varianza genética aditiva
directa una media posterior sensiblemente menor (0.02). El intervalo minimo de maxima
densidad posterior (HPD) al 95% para la correlacion entre directos y maternos incluy6 el
cero y su media posterior fue positiva y baja. Esta correlacion no concuerda con la obtenida
por Mesa et al. (2006) (-1.00 (0.16)), donde la base de datos analizada contenia 2.236
animales. Las heredabilidades para mortalidad fueron bajas y cercanas a cero. Estas
heredabilidades son mas bajas que las proporcionada por Mesa et al. (2006) (0.16 (0.12),
0.14 (0.08)), no obstante es dificil comparar ambos resultados dado el error de la estima
proporcionada por Mesa et al. (2006).

Los resultados de este trabajo muestran que la variacién individual para la mortalidad al
parto es muy baja, lo que dificulta la posibilidad de seleccionar este caracter para reducir la
mortalidad al parto. Sin embargo, estos resultados podrian estar sesgados debido al efecto
de la seleccién por tamafo de camada, por lo que seria conveniente incluir un modelo
recursivo con tamafio de camada (Gianola y Sorensen, 2004). Ademas, seria interesante
ampliar este estudio para el caracter mortalidad hasta el destete, teniendo en cuenta el
efecto adopcién (Arango et al, 2006). Otra posible extensién seria el anadlisis de la
mortalidad utilizando modelos de competencia (Muir, 2005).
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Tabla 1. Parametros de las distribuciones marginales posteriores de las varianzas y la
correlacion genética de la mortalidad del lechon al parto.

o'zad Gzam 0'2pm ldm
Media (dep)  0.02 (0.01) 0.06(0.01) 0.15(0.01) 0.15 (0.13)
IMD95% 0.01,0.04 0.05,0.08 0.13,0.17 -0.11,0.38
MCse 0.000099 0.000024 0.000062 0.000015

dep: desviacion estandar posterior, IMD: Intervalo de maxima densidad al 95%., MCse: error estandar de Monte
Carlo. rqm: correlacion genética entre los efectos genéticos directos y maternos.

Tabla 2. Parametros de las distribuciones marginales posteriores de las heredabilidades y la
proporcién de la varianza ambiental materna.

th I"|2m sz
Media (dep) 0.02(0.02) 0.05(0.01) 0.12(0.01)
IMD95% 0.01, 0.04 0.04, 0.08 0.11,0.13
MCse 0.000034 0.000073 0.000065

dep: desviacién estandar posterior, IMD: Intervalo de maxima densidad al 95%., MCse: error estandar de Monte

2,2, . - . . 2 . L. . -
Carlo. h™y, h°m: heredabilidad genética directa y materna, respectivamente, p“m: proporcion de la varianza fenotipica
dada por el ambiente materno.
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INTRODUCCION

La importancia de la seleccion por longevidad ha aumentado considerablemente en los
ultimos afios en la mayoria de las especies domésticas de interés ganadero [1, 3, 10]. Hasta el
momento, el analisis de supervivencia ha sido la herramienta que mayor aceptacion ha tenido a
la hora de evaluar la longevidad. Este método presenta numerosas ventajas frente a los
métodos tradicionales, ya que permite un tratamiento adecuado de datos censurados, posibilita
incluir efectos dependientes del tiempo, y no requiere que los caracteres analizados presenten
distribuciones normales.

Este creciente interés de la supervivencia en las especies domésticas ha generado la
necesidad de estimar las correlaciones genéticas con otros caracteres de interés productivo,
como la produccién en vacuno de leche. Recientemente, varios autores han propuesto
diferentes métodos para el andlisis conjunto de un caracter de supervivencia y otro gaussiano.
Tarrés et al. [11] justificaron por simulacion una aproximacién en dos pasos a través de unos
pseudo-valores de la longevidad, que son equivalentes a los datos ajustados por todos los
efectos no genéticos en los modelos lineales [5]. Un procedimiento mas exacto fue propuesto
por Nguti et al. [9] en el que se describe un analisis conjunto de un caracter de supervivencia y
otro descrito a través de un modelo lineal longitudinal. Damgaard y Korsgaard [4] propusieron
aplicar un andlisis bayesiano conjunto de la supervivencia con un caracter gaussiano utilizando
métodos MCMC (Markov chain Monte Carlo). Sin embargo, su implementacién no es sencilla 'y
el tiempo de computacién es aun prohibitivo.

Los caracteres de supervivencia pueden medirse en tiempos discretos (p.e. nimero de
lactaciones en ovino o vacuno de leche, nimero de partos en porcino o vacuno de carne, etc) y
analizarse con metodologias de analisis de supervivencia adaptadas, como el modelo umbral
secuencial [1, 6]. Este método describe los procesos fisioldgicos y de decisién que ocurren de
forma secuencial y permite incorporar efectos dependientes del tiempo y datos censurados.
Ademas se ajusta perfectamente a la mayoria de las especies domésticas donde el desecho
suele hacerse al final de cada ciclo productivo, aunque esto no es una condicién necesaria para
el modelo.

El objetivo de este trabajo fue implementar el método umbral secuencial en un analisis
bivariado de la supervivencia en tiempos discretos con un caracter gaussiano, aplicado al
namero de lactaciones y produccion lechera en la poblacion Holstein del Pais Vasco y Navarra,
sin recurrir a una segunda aproximacion.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de este estudio se utilizaron datos de supervivencia y produccion
correspondientes a 96.642 lactaciones de 41.170 vacas procedentes de las comunidades
autonomas del Pais Vasco y Navarra.

Se observo la supervivencia durante las 5 primeras lactaciones junto con sus respectivas
producciones estandarizadas a 305 dias (KGL305). El método aplicado se basa en que la
lactacion | se alcanza unicamente tras haber observado / — 1 lactaciones previas. La
supervivencia en cada lactacion (SUPV) se midié como una variable dicotémica indicando si la
vaca fue desechada (0) o sobrevivio a la siguiente lactacion (1). Dicha supervivencia se
relacion6 con sus respectivas KGL305. El conjunto de datos observados queda de_nido pory,
donde y; = (yi1, Yi2) son las observaciones para SUPV (yi1) y KGL305 (yi») correspondientes al
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animal i. Segun el modelo umbral secuencial [1], la probabilidad de sobrevivir hasta la lactacién
1, condicionada a que se haya alcanzado la /-€sima lactacién viene dada por:

Pr(ya =11y, 21-17,X0,)= cD[?’i _x;'leil]’
donde y es el vector de ‘cutpoints’ y X/,0, representa los efectos incluidos en el modelo para

SUPV. Este modelo puede formularse en términos de una variable subyacente que indica la
probabilidad de sobrevivir a la siguiente lactacion que permite una implementacion y
programaciéon sencilla [2]. De esta manera, a cada observacién para SUPV (yy = L) le

corresponden L variables subyacentes { w; }, observando:
1 if w,<y
2 if w;>y,0,<7,
Yi= if @y >y,0,>7,05<y,
4 0f @y >y,0,>7,,05 > 73,0, <7,
S5 0f @y >y,0, > 7,05 > 73,04 >V, 05 S s
Para cada observacion y; = (yi1, yi2) definimos W, siendo w, =(w,, y,,) la pareja de

datos para el animal i en su lactacién /, que indican la probabilidad de sobrevivir a la siguiente
lactacion (w;, ) y la produccion de leche estandarizada a 305 dias en la presente lactacion ( y,, ).

7:.8.p,a,R~N(y+Xp+Z,p+Z,a,R®]I), siendo B los efectos

sistematicos de niumero de lactacion (para KGL305), nivel de produccion (para SUPV), mes de
parto, afio-estacién de parto y rebafio, p el efecto permanente del animal para KGL305 con

varianza o-i y a el efecto aditivo genético con distribucion a\G ~ N(0,G®A). La matriz de

El modelo propuesto seria W

J6'12

2

covarianzas residuales viene dada por R =
O Oe

}. Para 8 = (v, B, p, 3,05, G, R) , la

distribucién posterior quedaria descrita por:
p(B,W| y,8) o p(y,s, W| 0) p(p|o?) p(a3) p(al G) p(G) p(e| R) p(R) ,

donde

P(V,S,W‘wocfl[ IRI‘%eXp{—é(W,-—E(W,-))'Rl(W,-—E(W,-))}-

Las distribuciones posteriores de los parametros de interés se estimaron usando un
algoritmo Gibbs/Metropolis. El analisis consistié en una Unica cadena de 100.000 iteraciones,
descartando las 10.000 primeras como periodo de quemado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las medias posteriores de la heredabilidad para SUPV y KGL305 fueron 0,11 y 0,27 con
una desviacion posterior estandar de 0,01 para ambas estimas (Tabla 1). La media posterior
para la correlacion genética fue de -0,53, con un intervalo de confianza al 95% entre -0,62 y -
0,46. Este valor indica que las vacas de mayor produccion tienen una vida productiva mas
corta, posiblemente porque presentan mayores problemas metabdlicos, de fertilidad y menor
resistencia a enfermedades que provocan un mayor desecho involuntario.

Es necesario recordar que se ha evaluado la longevidad funcional, eliminando el efecto
del desecho voluntario del ganadero debido a niveles bajos de produccion. Estos resultados
son acordes a los encontrados por otros autores [3, 8]. Los histogramas de las distribuciones
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posteriores para las heredabilidades y la correlacién genética presentaron un aspecto
gaussiano (Figura 1). Este método parece tener un comportamiento adecuado, sin problemas
de estimacion, a la vista de las cadenas obtenidas (resultados no mostrados), aunque podria
validarse esta hipétesis con un estudio de simulacion. La aplicacion del modelo umbral
secuencial a la supervivencia medida en tiempos discretos permite realizar un analisis conjunto
con otro caracter gaussiano, sin necesidad de segundas aproximaciones. Este método
posibilita la estimacion de componentes genéticas con otros caracteres de interés productivo,
que puedan servir como predictores tempranos de la longevidad en las especies de interés.

Tabla 1: Medias posteriores, desviacion estadndar (d.e.) y error de Monte-Carlo para las
heredabilidades de la supervivencia (SUPV), la produccién (kg) de leche estandarizada a
305-dias (KGL305), y sus correlaciones genética (pg) y residual (pe).

SUPV KGL305 Py Pe
Media 0,11 0,27 -0,53 -0,02
d.e. 0,01 0,01 0,04 0,001
Error de Monte Carlo 0,001 0,001 0,004 0,001

Figura 1: Histogramas de las distribuciones posteriores para las heredabilidades de la
supervivencia (SUPV) y la producciéon de leche a 305-dias (KGL305), y de sus
respectivas correlaciones genéticas y residuales.

(a) heredabilidad SUPV {b} heredabilidad KGL305 {c} correlacion genética (d} correlacién residual
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INTRODUCCION

La importancia de los caracteres de supervivencia, tales como la longevidad, se basa
fundamentalmente en la relacién inversa entre los costes y el tiempo de vida del animal.

Una evaluacidon genética conjunta es preferible cuando varios caracteres relacionados
genéticamente estan incluidos en los objetivos de seleccion. También es Uutil para evitar el
sesgo debido a la seleccion de los otros caracteres Damgaard y Korsgaard, (2006) y para
mejorar la precision de los valores mejorantes. Esto es especialmente relevante en
caracteres con baja heredabilidad y poco informativos como suelen ser los caracteres de
supervivencia (Tarrés et al., 2006). El analisis de supervivencia normalmente utiliza una alta
proporcién de datos censurados que proporcionan vaga informacion.

Analizar simultaneamente caracteres de supervivencia y lineales no es ftrivial dado el
problema de definir la distribuciéon conjunta. No esta muy claro como la distribucion de valor
extremo que siguen los residuos de supervivencia pueden ser covariados con los residuos
gausianos de los caracteres lineales. Por ejemplo, Tarrés et al. (2006) siguiendo el método
de los pseudoregistros, dividen la parte residual del caracter lineal en dos partes, una de
ellas correlacionada con la distribucién de valor extremo. Por otro lado, Damgaard y
Korsgaard (2006) incluyen a un residuo gausiano dentro de la distribucién de Weibull pero
obviando cualquier correlacién residual con la distribuciéon de valor extremo.

Una forma de expresar la relacién entre dos caracteres es la propuesta recientemente por
Gianola y Sorensen (2004), usando modelos recursivos donde una de las fuentes de
variacion viene dada por la inclusién del fenotipo de un caracter en la descripcion del otro.
Pero este tipo de modelos recursivos necesitan restricciones en los parametros a estimar
para asegurar la identificabilidad, tal y como describen Varona y Sorensen (en prensa).

Los modelos multivariantes que incluyen caracteres de supervivencia y producciéon no son
equivalentes cuando se asume recursividad, como en el caso bivariado con caracteres
gausianos. Considerando el caracter productivo como dependiente del fenotipo del caracter
de supervivencia, este mantendra su distribucion gausiana.

El objetivo del presente estudio es presentar un nuevo acercamiento al problema de la
evaluacion genética simultanea. Se usan modelos recursivos para analizar el caso bivariado
produccion-supervivencia. Se lleva a cabo un estudio de simulacién para comprobar la
bondad del método propuesto.

MATERIAL Y METODOS

La verosimilitud en el modelo bivariado habitual f(y,t | 0) puede ser dividida en dos parte.
w6 oo Pyt 81 F (@ o,

Con 0 el vector de las variables a estimar y t e y, son los fenotipos de supervivencia y
produccion respectivamente.

Sin perdida de generalidad se asume que t sigue una distribucion de Weibull tal que:
t|8 ~ Weibull(p, A)
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donde p y A son el parametro de forma y el parametro de escala respectivamente. El
parametro de escala es explicado por medio de efectos ambientales y genéticos.

A= Xhb: + Zugy,
El caracter productivo es descrito condicionalmente como:

¥[t.8 ~ N (6 (t) + Xb, + Zu, +e,Ia7)
donde la Unica diferencia con el modelo mixto es ¢(t), que es una funcioén recursiva tal que

¢(t)=,b’lt+ﬂ2t2, permitiendo asi una mayor flexibilidad entre el caracter productivo y de
supervivencia.

Se simuldé una poblacion de 30.000 animales con 10 generaciones no solapadas y 3.000
animales por generacion. Siete casos fueron analizados donde la Unica diferencia fue la
correlacion genética entre el caracter productivo y de supervivencia, y cuyos valores fueron,
0.9, 0.5, 0.3, 0, -0.3, -0.5 y -0.9. De acuerdo con Ducroq (2005) el parametro de forma se
tomo6 como p =2.

Los valores verdaderos de las varianzas genéticas del caracter productivo g,, y del caracter
de supervivencia gy fueron 10 y 3, respectivamente.

Se implementé un muestro de Gibbs para hacer inferencias en los parametros de interés, se
us6 también un adaptative rejection sampling y las cadenas obtenidas después del burn-in
fueron analizadas con el programa BOA (Smith, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los siete casos propuestos para mostrar la influencia de la covarianza genética en el
modelo propuesto estan recogidos en el cuadro 1. La varianza genética aditiva g,, muestra
el mismo comportamiento a lo largo de los nueve escenarios propuestos y las estimas son
muy similares, el valor estimado se encuentra dentro del intervalo de alta densidad posterior.
Las medias posteriores de gy tienden al valor verdadero dentro de los intervalos de alta
densidad posterior, pero su precision esta claramente influida por la correlacion genética.
Esta precision es mayor en los casos de mayor correlacion genética debido a la informacion
proveniente del caracter productivo

Cuadro 1 Media posterior(PM), desviacion estandar posterior(PSD) ¢ intervalo de alta densidad

posterior{ HPD), para log componentes de (co)varainza en los siete casos

Oyyl¥. G| ¥, t duely.t

CASOQC PM PsSD HPD[BG%|  FM PSD HPDS ¥ PN PSD HPD[95%|

00d07) 073 027 (0.26,1021) 258 036 (204,345) 472 026 (4.20,5.22)
05(2,73) 075 025 (0.25.1024) 255 062 (143.360) 273 034 (2.03,330)

03(1.64) 074 024 (0.25,1024) 275 061 (155,393) 1,65 037  (0,80,2.35)

0(0) 073 025 (0.21,1021) 284 061 (2,03,390) —007 031 (—0,63,062)
—03(-164) 072 025 (0.23.1022) 203 066 (162,300) —174 037 (=247, -1.00)
—05(-273) 071 025 (0.20,1019) 203 050 (107,385 278 035 (—3.47,-2.00)

—0.9(—482) 068 023 (022,1020) 276 031 (225,350 —-49¢ 027 (-555 —4.39)

* correlacion genética aditiva verdadera v su correspondiente covarianza entre paréntesis
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El cuadro 2 muestra la precision de las distribuciones marginales posteriores de 30.000
valores genéticos aditivos para el caracter de supervivencia. Esta claro que los casos donde
la correlacién genética es mayor, la precision en los criterios de seleccion para
supervivencia aumenta. El caso con covarianza genética nula es equivalente a un analisis
univariante y tomandolo como referencia se aprecia como con la inclusién del caracter
productivo mejora la precision de las estimas.

Cuadro 20 Precision en el componente genético aditivo de supervivencia: Varianga marginal{ MY
promediada sobre la poblacidn total, varianga entre estimadores{VBP) v coeficiente de coreelacion
de Pearson con los verdaderos valores aditivos
Caso MV VBP  Correlacion
0.6 1,305 1453 0.71%
0.5 1,545 0546 0438
0.3 2,349 0,286 0.323
oo 2,703 0167 0.241
—03 2,708 0336 0,329
—056 2,255 0619 0443
09 1,386 1622 0,719

* Equivalente a un andlisis unicaracter de supervivencia

El modelo recursivo presentado, lo es en una via, pero pudiera serlo en dos vias. En general
los modelos recursivos pueden ser usados para describir situaciones donde una o mas
distribuciones no gausianas estan implicadas.

Independientemente de las similitudes con otras propuestas al mismo problema, el objetivo
de este trabajo no fue mejorar la eficiencia de dichos métodos. Creemos que el presente
trabajo es una respuesta elegante y flexible al problema de la evaluacion genética
simultdnea de caracteres de supervivencia y produccion.

Los codigos escritos en Fortran, que ademas de los presentado aqui, incluyen datos
censurados de supervivencia y estimacion de \rho estan disponibles solicitandolas a los
autores
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INTRODUCCION

La composicion de los acidos grasos es un factor muy importante para la calidad de
la carne y de la grasa en porcino, ya que afecta a factores cruciales como son la terneza o el
sabor de la carne. En el 2003, Clop et al. realizaron un barrido genémico de QTL para la
composicion de los acidos grasos mediante un cruce F2 de cerdo Ibérico por Landrace
(cruce IBMAP) e identificaron QTL significativos en los cromosomas 4, 6, 8 10 y 12. EI QTL
del cromosoma 8 resultd significativo para el porcentaje de acidos palmitico (C16:0) y
palmitoleico (C16:1[n-9]) y la longitud media de la cadena (ACL) y tenia ademas un efecto
sugestivo para el porcentaje de acido oleico (C18:1[n-9]).

El gen Fatty acid binding protein 2, intestinal (FABP2) se expresa mayoritariamente
en el intestino delgado, donde participa en la absorcién y transporte de los acidos grasos de
la dieta (Haunerland y Spener, 2004). De acuerdo con Jiang et al. (2002), este gen se
localizaria dentro del intervalo de confianza del QTL del cromosoma 8 porcino, siendo por
tanto un gen posicional y funcionalmente interesante para este QTL.

Los objetivos de este trabajo son evaluar el gen FABP2 porcino como gen candidato
para el QTL de acidos grasos del cromosoma 8 y realizar un mapeo mas fino de la
localizacion del QTL mediante la inclusién de dos nuevos marcadores microsatélite en el
genotipado de este cromosoma del cruce IBMAP.

MATERIAL Y METODOS

Tanto la generacion del material IBMAP como los caracteres de composicion lipidica
analizados estan descritos en Pérez-Enciso et al. (2000) y Clop et al. (2003). En resumen, la
poblacion se formé a partir de tres machos Ibérico (linea Guadyerbas) y 31 hembras
Landrace que generaron 79 individuos F1 y 369 animales F2. La composicién de los acidos
grasos se midié en muestras de grasa dorsal mediante cromatografia de gases. Ademas, se
calculé la longitud media de la cadena (ACL; descrito en Pamplona et al., 1998).

Partiendo de la secuencia de un EST porcino (GenBank AJ241149) de secuencia
homoénima al gen FABP2 humano, se disefiaron oligonucleétidos en los exones del gen
FABP2 para amplificar y secuenciar el gen en DNA gendémico. Se fueron realizando disefios
de oligonucleétidos y secuenciaciéon de los amplicones obtenidos hasta conseguir la
secuencia completa del gen FABP2 (Tabla 1). Para la identificacion de polimorfismos, se re-
secuencié el gen FABP2 porcino en los tres machos Ibérico y ocho de las hembras
Landrace parentales del cruce IBMAP.

El genotipado de Ila mutacion FABP2:g.197T>C se realizO mediante
pyrosecuenciacion en un equipo PSQ HS 96 (Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia).
Ademas, se afiadieron los genotipos para los microsatélites S0069 y S0144 al trabajo de
Clop et al. (2003) para estimar mejor la posicion de los QTL descritos anteriormente en este
cromosoma. Los andlisis de QTL y de asociaciéon se realizaron mediante los siguientes
modelos:

Y = sexo; + lote; + BCi + Pa; AqrL t Ut €, [1]
yi = sexo; + lote; + Bc;+ Ag + u; + €, [2]
yi = sexo; + lote; + BCi + Pa; Aqgr. t )\lg +ut+ e, [3]

donde y; representa la medida fenotipica del individuo iésimo, [ el coeficiente de covariacion
de c; (peso vivo), Pa; es la probabilidad de ser homocigoto para alelos de origen Ibérico
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menos la probabilidad de ser homocigoto para alelos de origen Landrace, aqr. es el efecto
aditivo del QTL, u; el efecto genético infinitesimal y e; el residuo. En los modelos [2] y [3] A es
una variable indicadora con valores 1 o -1 en funcién del alelo del polimorfismo
FABP2:9.197T>C recibido y g es el efecto de cada alelo. No se incluyeron efectos de
dominancia en el modelo porque no resultaron significativos. Los analisis de QTL se
realizaron en cada cM y los P-valores nominales se calcularon mediante la aproximacién de
la 2 para el cociente de verosimilitudes. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el
programa QxPAK (Pérez-Enciso y Misztal, 2004).

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo para la
secuenciacion y el genotipado del gen FABP2 porcino.

Nombre Secuencia Uso®
FABP2F1 5'-CTGAATCAGCTGGAGACTATGGC-3' 1,2
OLIGO-dT-V®  5T) V-3 2
FABP2INSE 5-TTCCTCATGTATGGTTCTTTTC-3' 2
FABPOR1 __ 5-TTCAGTTCCGTCTGCGAGGZ. 12,
FABP2F2 5-AGAGGAAACTTGCAGCTCAATGAC-3' 1,2
FABP2IN2R 5'-CATGGAAAAGCTAAAAGAGC-3' 2
FABP2IN2F 5-GCATGATGGTTACCAGCAC-3' 2
FABPPR?  5-CCCCGATAATTTCTCGGACAG 12,
FABP2F3 5-TGTTGGAAAATTTCAACGAGTG-3' 1,2
FABP2R3 5-TTCCATCTAATTTGTGTTCTGGG-3' 1,2

FABP2PROF3 5-TGCTTCTCATGTTTTAATTCAGTTGAAT-3' 1,2
FABP2INTR1 5-TTAGAAGGTGTTAGAGAGAGAAATGTCTG-3'1,2

FABP2-PFW 5-GTGGCGGTAAGGATCAAGAAT-3' 3
FABP2-PRV-B  5%-biotin-TTCAGAGAACAGCATGCAAGAGT-3' 3
FABP2-Pyro 5'-ATGGGGGACAGTTCA-3' 4

@1: Reaccién de PCR; 2: reaccion de secuenciacién; 3: PCR para genotipar
el polimorfismo FABP2:9.197T>C; 4: Reaccion de pyrosecuenciacion del
polimorfismo FABP2:9.197T>C; ® No se uso para re-secuenciar los
individuos IBMAP en la busqueda de polimorfismos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuencia del gen FABP2 obtenida, de 3,7 Kb de longitud, concuerda con la
secuencia depositada anteriormente en GenBank (DQ126268) pero existen numerosas
diferencias nucleotidicas (ninguna se encuentra en los exones; resultados no mostrados).
En contraste, s6lo se encontraron tres polimorfismos en el intrén 1 al re-secuenciar los tres
machos Ibéricos y ocho hembras Landrace de la poblacion IBMAP: FABP2:9.197T>C,
FABP2:9.1283A>T y FABP2:9.1419G>A. Se escogié el polimorfismo FABP2:9.197T>C,
localizado en el extremo 5’ del intron 1, para genotiparlo en la poblacion IBMAP vy realizar el
estudio de asociacion con los caracteres de composicion de acidos grasos.

El mapa de ligamiento obtenido para el cromosoma 8 mediante el programa CRIMAP
2.4 fue (en cM): SW2410 (0.0) — SW905 (21.6) — SWR1101 (42.9) — S0017 (67.1) — S0069
(79.8) — S0225 (86.7) — FABP2:9.197T>C (90.7) — S0144 (95.2) — SW61 (111.5). La posicion
del gen FABP2 se sitla dentro del intervalo de confianza del QTL descrito por Clop et al.
(2003). Los resultados de ajustar el modelo (1) al SSC8 se muestran en la Figura 1. La
posicién mas verosimil para el QTL es 96 cM, que afecta principalmente al porcentaje de
acido palmitoleico (C16:1[n-9]). Se detectaron también QTL significativos afectando al acido
palmitico (C16:0) y ACL (Tabla 2). Ademés, se observaron QTL menos significativos para el
porcentaje de los acidos oleico (C18:1[n-9]), vaccenico (C18:1[n-7]) y eicosadienoico
(C20:2[n-6]). Al afiadir nuevos marcadores (FABP2:9.197T>C, S0069 y S0144), se refin6 la
posicion del QTL para C16:1 al intervalo S0144 — SW61; segun estos resultados, el gen
FABP2 quedaria de este intervalo. Se observé un perfil bimodal de los valores de
significacion de los QTL (Figura 1) que podria indicar la presencia de dos QTL; sin embargo,
al testar un segundo QTL para C16:1 éste no resulto significativo (resultados no mostrados).
La asociacion del polimorfismo FABP2:9.197T>C con los caracteres estudiados se testé con
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el modelo [2]. Tal y como se muestra en la Tabla 2, los P-valores fueron mas altos que el
efecto de los QTL (Modelo [1]), aunque en algunos casos se acercan a la significacion (p.e.
ACL). En los cruces de tipo F2 se crea un gran desequilibrio de ligamiento que puede sesgar
las estimaciones del efecto de un gen candidato, ya que se puede confundir el efecto de un
QTL cercano con el del gen candidato. Se usé un test de asociacion asistido por marcadores
(Zhao et al., 2003), en el que se incluye el efecto de un QTL en el modelo al testar el efecto
del gen candidato, para analizar el gen FABP2 (Modelo [3]). Los resultados obtenidos
mostraron que el efecto del QTL seguia siendo significativo al corregirlo por el polimorfismo
del FABP2, mientras que el polimorfismo no lo era al incluir el QTL en el modelo (Tabla 2).

6
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Si bien no se puede descartar que una mutacién en regiones reguladoras de la

expresion del gen FABP2 pueda estar involucrada en el QTL, el estudio de asociacion indica
que el polimorfismo analizado no parece ser el causal. No obstante, el refinamiento de la
posicion del QTL debera facilitar la identificacion de nuevos genes candidatos, interesantes
desde el punto de vista posicional y funcional, y avanzar en la identificacion del factor causal
de este importante QTL.

Tabla 2. Resultados obtenidos al testar los efectos del QTL y la mutacion FABP2:9.197T>C
con los modelos [1], [2] y [3] de este trabajo.

Caracter QTL [1] Asociacion FABP2 [2] QTL + Asociacion [3]d
Pos.? P-valor Efecto (SE)° P-valor  Efecto (SE)° Pos.® QTL+FABP2 QTL FABP2
C16:0 88 9x10* 0.311(0.092) 0.02  0.199 (0.084) 87 3x10° 0.01 0.02
C16:1(n-9) 96 2x10° 0.125 (0.026) 0.08  0.044 (0.025) 96 2x10® 2x10°  0.08
C18:1(n-9) 86 4x10° -0.335(0.114) 0.27 -0.115(0.105) 96 0.01 8x10°  0.29
C18:1(n-7) 95 4x10° 0.064 (0.022) 0.14  0.031 (0.021) 95 0.01 8x10°  0.12
C20:2 (n-6) 81 5x10° -0.038 (0.013) 0.04 -0.027 (0.012) 96 6x10° 0.02  0.03
ACL 95  4x10° -1.133(0.271) 0.01  -0.640 (0.247) 96 8x107° 4x10* 0.0

2 Posiciones de los QTL (en cM); ® Efecto Ibérico — Landrace; © Efecto T — C del polimorfismo FABP2:9.197T>C;
4 El modelo incluyo6 el QTL y el efecto FABP2-g.412T>C (cada uno de los efectos se testé omitiéndolo del modelo
nulo); ® Posiciones del QTL estimadas al testar el efecto del QTL corregido por el efecto del polimorfismo
FABP2:9.197T>C. )
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INTRODUCCION

La cantidad de colesterol de un organismo se regula por el equilibrio entre el
colesterol absorbido a través de la dieta y la excrecién del colesterol sobrante en forma de
sales biliares (Kruit et al., 2006). Desde el intestino, el colesterol absorbido en la dieta se
transporta al resto de los tejidos en quilomicrones. En el higado, los quilomicrones sobrantes
son combinados con la apolipoproteina Apo-B100, dando lugar a lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Estas particulas LDL son particularmente ricas en ésteres de colesterol y
son las principales responsables del transporte de este lipido a los érganos diana. Los
receptores de las particulas LDL (LDLR) reconocen y unen las apolipoproteinas Apo-B100.
La unién del ligando con su receptor desencadena la entrada del complejo, que es
estabilizado mediante la fusion con vesiculas ricas en clatrina. Una vez liberados el
colesterol y otros lipidos trasportados por las particulas LDL, los receptores son reciclados y
reconducidos a la membrana citoplasmatica.

El gen del LDLR ha estado previamente secuenciado y caracterizado en porcino.
Una variante recesiva ha sido asociada a hipercolesterolemia espontanea (Grunwald et al.,
1999). Con el objetivo de caracterizar genes relacionados con el transporte del colesterol en
porcino hemos identificado nuevas variantes alélicas para este gen y estudiado el efecto de
los genotipos de este gen sobre los niveles plasmaticos de colesterol, lipoproteinas y
triglicéridos.

MATERIAL Y METODOS
Material animal

Los animales utilizados en este estudio provienen del cruce de cinco machos Duroc (Batallé
Seleccion) con 400 hembras de la misma raza, seleccionando un hijo de cada cerda. Asi se
obtuvo una poblacion de 385 cerdos castrados distribuidos en cinco familias de medios
hermanos. Estos animales fueron controlados en el Centro de Control Porcino (CCP) de
IRTA-Monells desde la fase de transicion hasta el final del engorde.

Datos fenotipicos

Se extrajeron dos muestras de sangre de cada animal: una en los dias posteriores a su
entrada en el CCP (45 dias) y otra el dia antes del sacrificio (190 dias, aproximadamente).
Para ambas muestras se midieron las concentraciones plasmaticas de colesterol total (CT),
colesterol-LDL (LDL), colesterol-HDL (HDL) y triglicéridos (TG).

Amplificacién de las regiones codificantes

Se disefaron juegos de primers para amplificar la region codificante del gen LDLR a partir
de muestras de ARN de higado porcino. Se llevé a cabo una reaccion de retrotranscripcion a
partir de 0.5-1ug de ARN total, con 1mM de dNTP, 1xTampon de reaccion, 1uM de primer
Oligo(dT) y 50U de enzima MuMLV (NEB) durante 1h a 37°C. Las reacciones de
amplificacién se realizaron en un termociclador PTC100 (MJ Research) en un volumen de 25
pl con tampén x1, 200mM dNTP, 2.0mM MgCl,, 400nM de cada primer, 1U de Taq
polimerasa (ECOGEN SL) y 0.5ul de cDNA. EIl perfil de temperaturas utilizado incluia un
primer paso de desnaturalizacion a 95°Cx5’, seguido de 35 ciclos de 95x20”, 58°Cx20” y
72°Cx30”, terminando con una extension final de 72°Cx5’.

Identificacion de polimorfismos y genotipado
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La secuenciacién se llevé cabo directamente sobre el producto amplificado mediante el
BigDye Sequencing Kit v3.1 (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas fueron
alineadas mediante el programa ClustalW para facilitar la identificacion de polimorfismos.

LDLR_C1653T: para su genotipado se disefid un protocolo de PCR-RFLP utilizando el
enzima Hin1l que permitia diferenciar los alelos T de los C.

LDLR C1661T: este polimorfismo fue genotipado mediante un protocolo de discriminacién
alélica por PCR cuantitativa a tiempo real. Se disefiaron primers y sondas TagMan
especificas para cada alelo, permitiendo la identificacion de los animales TT, CC y CT.

Analisis estadistico

Con el fin de asegurar la normalidad de los datos en todos los casos, se trabaj6é sobre la
transformacién logaritmica de las concentraciones plasmaticas de lipidos. Estos datos se
modelizaron considerando los efectos de sustitucion de los polimorfismos analizados tanto
via macho (en cada familia de hermanos paternos) y via hembra (a nivel poblacional). Asi el
modelo de analisis, que se analizd mediante inferencia bayesiana, fue el siguiente:

y=Xb+Tshg + Tphp +e

donde y es el vector de observaciones fenotipicas; b es el vector de efectos sistematicos,
incluyendo el efecto familia, la granja de origen, el lote de engorde y la covariable edad (para
HDL1, LDL1 y TG) o peso vivo (para TC2, HDL2, LDL2); X es la matriz de incidencia de los
efectos sistematicos; As es el vector de efectos de sustitucion via macho; Ap es el efecto de
sustitucion via hembra; Ts y Tp son las matrices de incidencia aleatorias que relacionan los
efectos de sustitucion con los fenotipos, y e es el vector de efectos residuales.

Se asumid la normalidad de los datos, y distribuciones a priori uniformes y acotadas para b,
As, Ap y O . La distribucién a priori de Ts y T4 fueron densidades discretas definidas a partir
de la informacién de los SNPs, de la frecuencia génica poblacional (p), f(Ts ,TD\G,p),
donde G es la matriz de genotipos para el SNP. La distribucion a priori de la p se asumié
uniforme entre O y 1.

A partir de la verosimilitud y las distribuciones a priori se desarroll6 la distribucion posterior
conjunta de los parametros desconocidos del modelo, y posteriormente se desarrollaron las
distribuciones condicionales posteriores para la implementacion del muestreo de Gibbs

(Gelfand y Smith, 1990). Las distribuciones posteriores marginales se obtuvieron a partir de
20000 iteraciones Gibbs, después de descartar las 1.000 primeras.

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificaciéon de polimorfismos

El alineamiento de las secuencias obtenidas permitid la identificacion de tres nuevos
polimorfismos tipo SNP situados en los exones 10 (LDLR_C1086T) y 13 (LDLR_C1653T y
LDLR_C1661T). Los dos primeros polimorfismos son silenciosos, mientras que el tercero
implica un cambio de residuo de serina a leucina que afecta el dominio extracelular del
receptor LDL. En cambio el polimorfismo identificado previamente por Grunwald et al. (1999)
no fue detectado en ninguna de las muestras secuenciadas.

FRECUENCIAS GENICAS EN RAZAS PORCINAS

11 [0 Landrace
Figura 1. Distribucion de 0.8 [l Pietrain
las frecuencias génicas [] Duroc-1
para los nuevos alelos del 06 1 @ Duroc-2
gen LDLR porcino. Duroc- 04 W 'beric
1: poblacion duroc utilizada .
en el estudio de asociacion; 021 = Lar.gewmte
Duroc-2: poblacion duroc 0 Meishan
no relacionada con la p(T) q(C) p(T) q(C)
anterior. C1653T C1661T
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Se analizo el efecto de substitucion de los alelos (A) para los dos polimorfismos genotipados
mediante el modelo expuesto en Material y Métodos. Los estadisticos relativos a las
distribuciones posteriores obtenidas para los efectos de sustitucion de los SNPs C1653T y
C1661T se muestran en la Tablal. En general, las asociaciones encontradas fueron
bastante consistentes entre edades pero no se mantuvieron en todas las familias.

Asi, el alelo C del polimorfismo sinénimo C1653T afecté negativamente los niveles de CT y
HDL en ambas edades de la familia del macho 90 y a nivel poblacional. Ademas, en las
muestras tomadas a 45d, se observé un efecto sobre las concentraciones plasmaticas de
LDL y TG. En cuanto a la mutacion no sinénima C1661T, el efecto mas claro para el alelo C
se mantuvo sobre la ratio HDL/LDL vy los niveles de colesterol total en la familia del macho
35y via hembras.

Queda pendiente estudiar el efecto conjunto de estos polimorfismos mediante un analisis
por haplotipos.

Tabla 1. Efecto de substitucion del alelo C (A) para los nuevos polimorfismos del gen LDLR porcino en
machos (S) y via hembras (D). Mean, Media del efecto de substitucién; HDI_95%, intervalo de
densidad maxima al 95%; Dyax # 0, probabilidad que la media sea distinta de 0; 11,2x95% Y 11in95%
valor maximo y minimo de distribucion del 95% de las probabilidades.

caracter A Mean HDI_95% Dpax#0  11ax95%  11in95%
CT1 S90 -0.0742 -0.17,0.02 0.94 -0.15 0.01
CT1 D -0.0553 -0.14, 0.02 0.92 -0.12 0.01
HDL1 S90 -0.0786 -0.17,0.02 0.95 -0.06 0.00
HDL1 D -0.0608 -0.14, 0.02 0.94 -0.13 0.01
LDL1 S90 -0.1272 -0.24,-0.01 0.98 -0.23 -0.03
LDL1 D -0.0922 -0.19, 0.00 0.97 -0.17 -0.03
TG1 S90 0.1306 -0.01,0.28 0.96 0.01 0.25
C1653T TG1 D 0.1133 0.00, 0.22 0.97 0.02 0.21
CT2 S90 -0.0784 -0.16, 0.01 0.97 -0.15 -0.01
CT2 D -0.0498 -0.12,0.02 0.93 -0.10 0.01
HDL2 S90 -0.0733 -0.17,0.02 0.94 -0.15 0.01
LDL2 S90 -0.1239 -0.25,0.00 0.97 -0.23 0.02
LDL2 D -0.0996 -0.20, 0.00 0.98 -0.18 -0.02
HDL2/LDL2 D 0.0903 -0.03,0.19 0.95 0.00 0.18
CT1 S35 0.0685 -0.03,0.17 0.90 -0.02 0.16
CT1 D 0.0735 -0.02,0.17 0.94 -0.01 0.15
HDL1 S35 -0.1148 -0.22, 0.00 0.98 -0.21 -0.02
LDL1 D 0.0892 -0.03,0.20 0.93 -0.01 0.19
HDL1/LDL1 S41 -0.1360 -0.35, 0.06 0.91 -0.31 0.03
C1661T HDL1/LDL1 S35 -0.0842 -0.20, 0.03 0.92 -0.18 0.01
CT2 D 0.0487 -0.03,0.13 0.90 -0.01 0.11
LDL2 S35 0.1147 -0.02,0.25 0.95 0.00 0.23
LDL2 D 0.0961 -0.03,0.21 0.95 0.00 0.20
HDL2/LDL2 S35 -0.1144 -0.25, 0.04 0.94 -0.24 0.01
HDL2/LDL2 D -0.1003 -0.22,0.03 0.94 -0.21 0.01
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INTRODUCCION

La industria porcina esta adoptando nuevas estrategias para la seleccion de los animales
con objeto de obtener productos de mayor calidad que satisfagan la demanda de los
consumidores. Una de las aproximaciones para determinar las bases genéticas de los
caracteres de produccién y calidad es la deteccién de mutaciones en genes candidatos y su
asociacion con caracteres economicos. La identificacion de los animales portadores de los
mejores genotipos puede incrementar la precision de la seleccion y, por tanto, la respuesta
obtenida en los Programas de Mejora.

Se han identificado varios genes candidatos relacionados con la cantidad y calidad
de carne de porcino. El gen H-FABP codifica una proteina relacionada con el transporte
intracelular de acidos grasos en el musculo esquelético y en la regulacion del metabolismo
lipidico. Gerbens et al. (1999) en Duroc, encontraron una asociacion significativa entre tres
loci polimérficos A, D y H y el contenido en grasa intramuscular, grasa dorsal y peso
corporal. Las sustituciones nucleotidicas C1489T y C1811G de la secuencia del gen H-
FABP (intrén 2) (Genbank Y16180) permiten diferenciar entre los alelos A/a y D/d,
respectivamente. La sustitucion T1324C de la region 5UTR del gen H-FABP (Genbank
X98558), permite diferenciar los alelos H/h.

El receptor 4 de la melanocortina (MC4R) es una de las moléculas relacionadas con
la regulacion del comportamiento alimentario y el peso corporal. El gen que codifica esta
proteina se considera, por tanto, candidato para caracteres de engrasamiento y crecimiento.
En este gen, Kim et al. (2000) detectaron una sustitucion nucleotidica G/A no sinénima
(Asp298Asn) (GAU — AAU) localizada en la posicién 1426 de la secuencia génica
(Genbank AB021664), que ha mostrado una asociacién significativa con el espesor del
tocino dorsal, el crecimiento y el consumo de alimentos.

Los genes de la leptina (LEP) y su receptor (LEPR) influyen en la regulacion del peso
corporal regulando el control de la ingesta y la actividad metabdlica celular. Se han
identificado dos lugares polimérficos en la secuencia del exén 4 del gen LEPR (Genbank
AF092422): T221C y una sustitucién dinucleotidica T232A y C233T. La sustitucion T221C
causa un cambio ATG — ACG, de Met —»Thr en la secuencia del polipéptido codificado. La
sustitucion dinucleotidica: T232A y C233T puede crear cuatro codones: TCA (serina); ATA
(isoleucina); TTA (leucina); ACA (Threonina). La sustitucion T221C no es reconocible por
ninguna de las enzimas de restriccion disponibles. En la sustitucion TC — AT solamente el
primer nucleétido (T232A) es reconocible por restriccion con Tsp5091 (AATT). Esta mutacion
parece estar asociada con la topografia de la grasa (Mackowski et al., 2005).

En este trabajo describimos un método fiable, basado en la técnica de
minisecuenciacion o “Primer Extension”, para el genotipado simultaneo de los 7 SNPs,
anteriormente indicados, que permite diferenciar los polimorfismos T221C y C233T del gen
LEPR no reconocibles por restriccion y evita los errores de genotipado debidos a digestion
parcial de los productos de PCR o a la presencia de heteroduplex en los productos de PCR
que les hacen refractarios a la restricciéon (Suda et al., 2003).

MATERIAL Y METODOS

Para la verificacién del método de identificacion de los genotipos se han analizado un total
de 295 animales de diversas razas porcinas y de su pariente silvestre el jabali (Tabla 3). El
ADN gendmico de cada animal fue extraido utilizando el kit Perfect gDNA Blood Mini
(Eppendorf AG) a partir de sangre completa en el caso de las razas porcinas y de un lisado
hepatico en el caso de los jabalies.
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El andlisis de los polimorfismos de una sola base (SNP) se ha realizado con la
técnica de minisecuenciacion o 'primer extension' (Syvanen, 1999; Sauer et al., 2000). A
partir de las secuencias de los genes FABP3 (Genbank Y16180 y X98558), MC4R (Genbank
AB021664) y LEPR (Genbank AF092422) se han disefiado 4 parejas de cebadores (Tabla
1), para obtener los amplicones que contienen los SNPs. Las amplificaciones se realizaron
en volumenes de 25 ul, conteniendo 100 ng de ADN genomico, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, 0,4 uM de cada cebador, 1 x Buffer de la Taq y 0,5 U de Taq polimerasa (Biotools).
Los amplicones se han purificado por incubacion con fosfatasa alcalina y exonucleasa |, con
el fin de eliminar el exceso de cebadores y dNTPs de la reaccion.

La reaccion de “primer extension” se realizé con primers disefiados en las regiones
inmediatamente adyacentes a cada uno de los SNP de interés (Tabla 2). Las reacciones de
extensién se llevaron a cabo utilizando el kit ABI PRISM® SNaPshot Multiplex™ (Applied
Biosystems). Los productos resultantes se purificaron con fosfatasa alcalina y se separaron
electroforeticamente con un secuenciador automatico ABIPrism 3130. La identificacion de
los genotipos se realizé mediante el software GeneMapper ver. 3.7.

Locus Secuencia 5—3 N°de | Tm | Tamaino Referencia
ciclos | °C en pb
F: ATTGCCTTCGGTGTGTTTGAG 5 63 Gerbens et
FABP3AD e 4 CAGGAATGGGAGTTATTGG 25 |60 | 81 |al 1907

F: CAGCCCAAGAGTGAGTTTCC

FABP3H R AGGACCAGTCCCCTTTCCT 30 63 185 Este trabajo
F: TTGATTGGGGTCTTTGTGGT )

MCAR R TTGAAGGTTTTCCTCAGTTCTTG | °° |60 | 194 | Estetrabajo

epr | F:CTCTTGCCTGCTGGA ATCTC 20 |60 | 183 | Esto wabai

R: CCTTCCCTGCAATGTTGTCT

Tabla 1. Cebadores de PCR utilizados para la obtencién de los amplicones.

Todos los cebadores (de PCR y de Extensién) se han disefiado mediante el programa
Primer3 v0.3.0 (http://frodo.wi.mit.edu) de Rozen y Skaletsky (2000).

Cebador |Secuencia 5—3’ Nepb | SNP
FABP3A | GGGACATCTACCCTCTCTCAGGA 3’ 23 |C1489T
FABP3D |(dAT)s-CGCCAACAGTTCTATGGGATG 31 |C1811G
FABP3H | (dAT)s-CCAGCGGCTTCCTTCTCAGAT 37 |T1324C
MC4R * | (dAT)11A-CGGAGTGCATAAATCAGGGGAT 45 | G1426A
LEPRH1 | (dAT)14,A-GACATGATGAGGCAGTTGTTGAAA 53 |T221C
LEPRH2 | (dAT)1s-GGCAGTTGTTGAAACGGAACTTAAT 61 |T232A
LEPRH3* | (dTA)+T-TTTTAGAAGATAAGTTTGATAAGTAGGTACCACTT 69 |C233T:

Tabla 2. Secuencias de cebadores para los 7 SNPs, con diferentes colas dAT para la
separacion de fragmentos. * Cebadores disefiados complementarios a la cadena directa.

Las interacciones entre cebadores (formacion de horquillas, homodimeros o heterodimeros)
fueron analizadas mediante el programa OligoAnalizer 3.0 de Integrated DNA Technologies
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer).

RESULTADOS Y DISCUSION

El método de “primer extension” ha resultado ser rapido y fiable en la determinacion del
genotipo de los animales analizados. En una sola reaccion se discriminan 7 SNPs
relacionados con la cantidad y calidad de la carne en porcino y puede servir para identificar
y seleccionar los animales portadores de los genotipos mas deseables, sin necesidad de ver
su fenotipo. En la figura 1 podemos observar un electroferograma con todas las posiciones
variables posibles, obtenido a partir de varios individuos heterocigotos para alguno de los
SNPs analizados. Podemos ver que existen 7 regiones perfectamente diferenciadas en
cuanto al tamano de los productos de electroforesis.
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Figura 1. Electroferograma que muestra un genotipo sintético heptaheterocigoto

La tabla 3 muestra las frecuencias alélicas encontradas en las diferentes razas analizadas

Locus Alelos | sNp | [oerico | Duroe || LWLD | Jaball
HFABP A |5 %0255 | 0,069 | 0-f04 | 078
HFABPD | — G012 | 061 | 0470 | 0966
HFABP H | ¢ 0011 | 0098 | 0125 | 0000
MCIR 0052 | 0800 | 0’562 | 0000
LEPRH1 | —h7——c 01000 | 0:000 | 0625 | 0707
LEPRH2 |~ —51000 | 0:000 | 0031 | 0000
LEPRH3 | — 15— %5000 | 0.000 | 0.027 | 0000
Tabla 3. Frecuencias alélicas encontradas en las razas analizadas.
LWLD: Large White x Landrace.
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INTRODUCCION

La duracion de la gestacion (DG), medida como el intervalo temporal entre la inseminacion
fecundante y el posterior parto de la cerda, influye significativamente sobre la vitalidad de los
lechones al parto y la incidencia de nacidos muertos (Zaleski y Hacker, 1993; Leenhouwers
et al., 1999), ademas de estar genéticamente correlacionada con la supervivencia pre-
destete de los lechones (Knol et al., 2002). Estos resultados, unidos a las heredabilidades
obtenidas en estudios recientes (h2 =0,3-0,5; Hanenberg et al., 2001; Cassady et al., 2002),
sugieren que la seleccion genética sobre la DG puede representar una opcién viable para
incrementar la eficiencia de las cerdas en los sistemas productivos actuales. No obstante,
desconocemos en gran medida la arquitectura genética de este caracter reproductivo
porcino asi como las regiones del genoma que regulan su expresion fenotipica. El objetivo
de este trabajo fue realizar un analisis del genoma porcino con el objetivo de detectar
Quantitative Trait Loci (QTL) relacionados con la DG.

MATERIAL Y METODOS

Origen de los datos

Se analizaron un total de 855 datos de DG procedentes de 249 cerdas F; Ibérico x Meishan
registrados en la granja Nova Genética (Solsona, Lleida) entre octubre de 2002 y enero de
2005. Esas cerdas se obtuvieron a partir de 8 verracos y 97 cerdas F4 que, a su vez,
descendian de 3 verracos Ibéricos de la variedad Guadyerbas (SIA El Dehesén del Encinar,
Toledo) y 18 cerdas Meishan (Domaine du Magneraud, INRA, Francia). Las cerdas siguieron
un manejo reproductivo estandar y se trasladaron a la sala de maternidad (24 °C) 10 dias
antes de la fecha prevista de parto.

Se tomaron muestras de tejidos (sangre o cola) de todos los individuos de las generaciones
Fo, F1y F2, y se genotiparon para 109 /oci microsatélites y 6 SNP distribuidos a lo largo de
los 18 cromosomas autosémicos. Esto proporciond un intervalo medio entre marcadores de
17,4 cM.

Modelo de analisis
Para el analisis de QTL, se tom6 como punto de partida el factor de Bayes descrito por
Varona et al. (2001), comparandose los modelos:

Modelo 1 y=Xb+X,q+Zp+Z,a+e

Modelo 2 y=Xb+Zp+Z,a+e
donde y es el vector de registros fenotiticos, X,, X,, Z, y Z, son las matrices de
incidencias de los efectos sistematicos (b), del QTL (q'=[a &]; a, aditivo; 5, dominante),

ambientales permanentes (p) y genéticos aditivos (a), respectivamente, y e es el vector de
residuos. Las distribuciones a priori para la verosimilitud bayesiana, p y a se asumen
normales multivariantes:

Modelo 1 p(y
Modelo 2 p(y

b,ap.a,02 )~ N(Xb+X,q+2Zp+2Z,alc?)

b,p.a,c2)~N(Xb+Zp+2Z,alc?)

! Estudio financiado por el proyecto AGL2004-08368-C03/GAN.
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plblo?)~ No1o?)
plala,o? )~ N(o,Ac?)

siendo aez la varianza residual, 1 una matriz identidad, o"f la varianza de ambiente

permanente, aaz la varianza genética y A la matriz de parentescos. Para los efectos del QTL
se asumen distribuciones a priori planas entre dos limites definidos:

pla)=12k,  siacl-k.k,]  k,=07/J05

p(8) =12k, siae[-k; k] k; =20,
y para los restantes parametros del modelo se asignan a priori uniformes. Se testd la
presencia de QTL sobre cada cM de los cromosomas autosémicos mediante el factor de
Bayes del Modelo 1 respecto el Modelo 2 (FB,,) segun la formula:

FB _ p1 (q = O)
12—
p,(a=0ly)
donde un FB,,>1 favoreceria al modelo con QTL y un FB,,<1 favoreceria al modelo sin

QTL. Para cada posicién del genoma se lanzé una uUnica cadena de 25.000 iteraciones,
descartandose las primeras 5.000 (Raftery y Lewis, 1992).

RESULTADOS Y DISCUSION

El valor promedio para la DG en nuestro cruce experimental fue de 112,16 (+ 0,08) dias, un
valor claramente inferior a los 114 dias tipicamente observados en las poblaciones
comerciales (Cassady et al., 2002), y quiza relacionado con el efecto de heterosis inherente
en una poblacion F,. Las estimaciones modales para los componentes de varianza fueron
0,67 (varianza genética), 1,16 (varianza ambiental permanente) y 3,45 (varianza residual).
Estos resultados sugieren un background genético moderado (h? =0,13), comparable al
descrito por Nguyen et al. (2006) y claramente inferior a los valores obtenidos por
Hanenberg et al. (2001) y Cassady et al. (2002).

Se detectaron QTL para DG en los cromosomas 6, 8 y 11 (Tabla 1), aunque Unicamente el
QTL correspondiente al cromosoma 8 alcanzé un factor de Bayes superior a 30.
Paralelamente, la inclusién del efecto de dominancia en el analisis no mejor6 los factores de
Bayes obtenidos (Tabla 2), incluyendo el cero en el intervalo de maxima probabilidad
posterior al 95 % en todos los casos (Tabla 1). En el caso del cromosoma 6, el QTL se
localizd en el cM 0, justamente en la posicion del gen del receptor 1 de la melanocortina
(MC1R). Este locus esta estrechamente relacionado con el color de la capa en cerdos y
nunca se ha relacionado con caracteres reproductivos en porcino. En este sentido, resulta
imposible determinar si el MC1R es el gen causal de la variabilidad observada en la DG o
esta se debe a desequilibrio de ligamiento con otro locus localizado fuera de la region
analizada.

En el caso del cromosoma 8, el QTL se localizé en el ctM 111, cerca del marcador SW61,
aunque el factor de Bayes fue mayor que 1 entre los cM 98 y 118. Cabe destacar que el gen
BMPR1B, el homologo porcino del gen Booroola ovino, se localiza en el limite del intervalo
descrito (cM 118). Se han detectado QTL sugestivos para tamafio de camada y
supervivencia prenatal cercanos al marcador SW61 (King et al., 2003), ambos caracteres
estrechamente relacionados con la duracion de la gestacién. Finalmente, se detectdé un QTL
en el cM 73 del cromosoma 11, localizado entre los marcadores S0071 y SW703. Esta
localizacion coincide con la del QTL putativo descrito por Cassady et al. (2001) para el
numero de lechones nacidos vivos.
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Tabla 1. Quantitative trait loci para duracion de la gestacion.
Efectos del QTL

Posicion  Factor Aditivo (@) Dominante (9)
Cromosoma (cM) Bayes = Moda HPD95 Moda HPD95
Modelo ¢
6 0 1,87 0,503 0,212a0,827
8 111 31,03 -0,596 -0,899 a-0,294
11 74 1,65 -0,638 -1,036 a-0,264
Modelo a+&
6 0 0,02 0,451 0,153 a 0,922 -0,002 -0,542 a 0,551
8 108 0,17 -0,623 -0,946 a-0,289 -0,022 -0,502 a 0,435
11 74 0,06 -0,669 -1,082a-0,285 0,414 -0,375a 1,148

"Modelo con el efecto aditivo del QTL (sin efecto de dominancia).
2Modelo con el efecto aditivo y de dominancia del QTL.

Tabla 2. Factores de Bayes entre QTL aditivos y QTL aditivos y dominantes.

Cromosoma FB (aditivo vs. aditivo+dominante) FB (aditivo+dominante vs. aditivo)
6 93,50 0,01
8 182,53 0,01
11 27,50 0,04

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

e Cassady, J. P., Jonson, R. K., Pomp, D., Rohrer, G. A., Van Vleck, L. D., Spiegel, E. K.,
Gilson, K. M. 2001. J. Anim. Sci., 79, 623-633. e Cassady, J. P., Young, L. D., Leymaster, K.
A. 2002. J. Anim. Sci., 80, 2303-2315. e Hanenberg, E. H. A. T, Knol, E. F., Merks, J. W. M.
2001. Livest. Prod. Sci., 69, 179-186. e King, A. H., Jiang, Z., Gibson, J. P., Haley, C. S.,
Archibald, A. L. 2003. Reprod., 68, 2172-2179. e Knol, E. F., Leenhouwers, J. l., van der
Lende T. 2002. Livest. Prod. Sci., 78, 47-55. e Leenhouwers, J. |., van der Lende, T., Knol,
E. F. 1999. Livest. Prod. Sci., 57, 243-253. e Nguyen, N. H., McPhee, C. P., Wade, C. M.
2006. Anim. Sci., 82, 7-12. e Raftery, A. E., Lewis, S. M. 1992. Paginas 763-774 en Bayesian
Statistics IV (Bernardo, J. M., Berger, J. O., Dawid, A. P., Smith, A. F. M.), Oxford University
Press, NY. e Varona, L., Garcia-Cortés, L. A., Pérez-Enciso, M. 2001. Genet. Sel. Evol., 33,
133-152. e Zaleski, H. M., Hacker, R. R. 1993. J. Anim. Sci., 71, 298-305

—419 -



ITEA (2007), Vol. Extra N.° 28. Tomo II, 420-422

RESULTADOS PRELIMINARES SOBRE LA VARIABILIDAD DE LAS RESERVAS
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INTRODUCCION

Las reservas corporales, y su movilizacion durante el ciclo reproductivo, estan
relevantemente relacionadas con la eficiencia de las cerdas reproductoras, tanto en términos
relativos a la propia cerda (fertilidad, prolificidad y longevidad productiva), como a sus
camadas (supervivencia y ganancia de peso de los lechones). Por ello es habitual trabajar
con valores de referencia, empiricamente establecidos, sobre la condicion corporal 6ptima
de las cerdas segun su estado fisiolégico, edad y tipo genético, modificando el manejo
alimentario (cantidad, frecuencia, presentacioén, composicion,...) y la relacién edad-desarrollo
corporal a la primera cubricion (p.ej. Dourmad et al., 2001). Los programas de mejora no han
venido considerando la condicion corporal de las cerdas de forma directa pero se ha
empezado a discutir el interés de tenerla en cuenta (p.ej. Grandinson et al., 2005). A partir
de los datos de un proyecto sobre manejo alimentario en cerdas hiperprolificas chino-
europeas, en este trabajo se analiza la variabilidad de distintas medidas de las reservas
corporales, considerando su evolucion a lo largo de todo el ciclo reproductivo, y estudiando
la importancia de su determinismo genético.

MATERIAL Y METODOS

Se analizan datos de peso y estado de engrasamiento, obtenidos mediante ecografia,
procedentes de un proyecto aun no finalizado orientado a la mejora de la productividad de
cerdas de una linea hiperprolifica chino-europea (Taizumu y Youli) mediante distintas
estrategias de manejo alimentario. El tipo genético Taizumu se cre6 hace mas de diez afios
mediante seleccion de los descendientes del cruce de cerdas Meishan y Jiaxing con
verracos de una linea de Large White hiperprolifico. Las cerdas Youli se obtienen mediante
cruce de cerdas Taizumu con machos de una linea Landrace hiperprolifico, para producir
cerdas hibridas para granjas de produccion por cruzamiento con machos Large White
hiperprolificos.

En el momento de realizar este trabajo se disponia de los datos de 1783 controles de
engrasamiento y peso realizados en una explotacion ubicada en Navarra, en seis estados
fisiologicos (cubricion, 1/4, 1/2 y 3/4 de gestacion, parto y destete) de 402 ciclos
reproductivos (no siempre finalizados) de 221 cerdas de tipo genético Taizumu (n=86) y
Youli (n=135). El control de engrasamiento se realizé capturando dos ecografias en el punto
P2 (a derecha e izquierda de la linea media, a la altura de la ultima costilla mediante
ecografo Medison Sonovet 2000 con sonda lineal de 2.5-5.0MHz y 17cm) y obteniendo
posteriormente por analisis de imagen (software Imaged, http://rsb.info.nih.gov/ij/) el espesor
de grasa dorsal total y de cada una de las tres capas distinguibles en esos tipos genéticos
(media de ambas ecografias). Se consideran por tanto los siguientes caracteres
relacionados con las reservas corporales: peso vivo, espesores de grasa total, capa externa,
media e interna. Todas las cerdas controladas disponian de genealogia conocida
procediendo de un total de 38 padres y 133 madres.

Tras un primer andlisis realizado para establecer qué factores fijos tener en cuenta para
cada caracter, se estimd la varianza asociada a los padres de las cerdas controladas
mediante un modelo que incluia como factores fijos el tipo genético (2 clases), la banda de
manejo (7 clases; no significativo para peso vivo), el ordinal de parto (4 clases: 1°, 2°, 3°,
24°) y la edad (covariable jerarquizada al ordinal de parto) (estos dos Uultimos no
significativos para engrasamiento), y como aleatorios la cerda y su padre. El andlisis se
realizé independientemente para cada caracter y estado fisiol6gico (procedimiento Varcomp,
SPSS Inc.)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran la existencia de una importante variabilidad fenotipica, tanto en
peso vivo como en espesor de grasa, a lo largo de todo el ciclo reproductivo (Figura 1). Una
parte relevante de esa variabilidad parece ser de tipo genético dada la variabilidad
observada entre padres. Se observa que la variabilidad es mayor para el estado de
engrasamiento que para el peso vivo, lo que coincidiria con lo indicado por los escasos
valores de heredabilidad conocidos, 0.5 para grasa y 0.2 para peso en el momento del parto
(Grandison et al., 2005). En la interpretacion de estos resultados hay que tener en cuenta
que corresponden a las cerdas chino-europeas analizadas bajo las condiciones de manejo y
alimentacion de la Unica explotacion considerada, habiéndose observado pesos y
engrasamientos relevantemente menores en otras explotaciones (Sourdioux, com. pers.).

Al analizar por separado las distintas capas que forman el tejido adiposo subcutaneo se
observan importantes diferencias entre ellas. Se observa que la capa externa presenta una
variabilidad muy baja, tanto fenotipica como entre padres, pese a que su valor medio
supone una proporcion importante de todo el espesor graso. Los valores medios de las
capas medias e interna son superiores y semejantes entre si. Trabajando con cerdas
nuliparas de la misma linea, ya se ha observado con anterioridad que la movilizacion de
reservas se produce basicamente en las capas media e interna, explicando cada una de
ellas, por ejemplo entre el parto y el destete, aproximadamente un 40% de la movilizacién.
No obstante, la variabilidad de ambas capas difiere, siendo claramente superior la de la
capa media. Es posible que la capa media juege un papel mas importante en la movilizacién
de reservas, dado que su variabilidad se relaciona claramente con la variacién del tamafio
de sus adipocitos, a diferencia de lo que sucede en las otras capas, especialmente en la
externa (Mendizabal et al., 2007). Por otra parte, en cerdos en crecimiento de otros tipos
genéticos también se ha visto que la capa media es la que presenta mayor variabilidad
(Alfonso et al., 2005), pese a que no parecen existir importantes diferencias en los valores
de heredabilidad (Newcom et al., 2005).

A modo de resumen, en primer lugar se puede decir que existe un margen probable de
actuacion genética sobre las reservas corporales de las cerdas reproductoras de la linea
chino-europea analizada, y en segundo lugar que en esas cerdas se puede tener una mejor
descripcion del balance energético del ciclo reproductivo, si se considera cada capa por
separado; las posibilidades de actuacion genética parecen ser escasas, sobre la capa
externa pero importantes sobre las capas media e interna, especialmente sobre la media.
Estos resultados se deberan confirmar no obstante mediante una completa estimacion de
parametros genéticos si se dispone de suficiente informacién al finalizar el proyecto.
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INTRODUCCION

Es bien conocida la existencia de importantes diferencias entre especies en cuanto al
desarrollo y metabolismo del tejido adiposo. Por ello, a pesar de que la adipogénesis y su
regulacion se han estudiado de forma extensiva en humanos y en algunos animales de
granja como en la especie porcina, es de interés investigar las caracteristicas y factores que
influyen en el desarrollo de este tejido en otras especies como los animales rumiantes. Asi,
en este trabajo utilizamos el ovino como modelo para estudiar a nivel molecular el efecto de
acido retinoico (RA) sobre la diferenciacion de preadipocitos. El RA se ha descrito como
inhibidor de este proceso en otros modelos experimentales (Xue et al., 1996; Kawada et al.,
2000, Brandebourg, 2005) aunque su efecto en el tejido adiposo de rumiantes no esta bien
descrito. La aproximacion experimental que utilizamos para poder llevar a cabo ese estudio
es el cultivo primario de adipocitos y el analisis de la expresién génica mediante la técnica
que combina la retrotranscripcion a partir de RNA y la reaccién en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) a tiempo real, método que esta confirmado como muy sensible, eficiente, rapido y
reproducible.

Sin embargo, los trabajos de expresion de RT-PCR en tiempo real muestran una
importante variabilidad asociada al muestreo de las células utilizadas. Esa variabilidad,
unida a la dificultad de trabajar con experimentos de gran tamafio, dificulta contrastar
hipétesis experimentales sobre factores que diferencialmente afecten a la expresion génica.
Un ejemplo es el estudio del efecto del acido retinoico sobre la inhibicion de la expresion de
los genes implicados en la diferenciacion de los preadipocitos en ovino (Martinez et al.,
2006). Al igual que se ha trabajado haciendo mezclas de muestras obtenidas en distintas
zonas de un mismo tumor para diferenciar tipos de cancer superando la heterogeneidad
existente entre muestras (Blackhall et al., 2004), partimos de la hipétesis de que la
heterogeneidad existente entre animales puede superarse trabajando con una mezcla de
células precursoras procedentes de diferentes animales. Por ello, se plantea como objetivo
de este trabajo comparar los resultados obtenidos al cultivar células de distintos corderos
por separado versus cultivos de células mezcladas de distintos corderos, considerando un
mismo tamafio experimental.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado células procedentes del deposito omental de tres corderos. Una vez
tomadas las muestras tras el sacrificio de los animales, se procedié a la digestion del tejido
adiposo con colagenasa para obtener las células de la fraccion estromovascular. Dichas
células se mantuvieron en una estufa de cultivo (5% CO, en aire, 37°C) con medio de cultivo
que permite su proliferacion (M199 con 20% New born calf serum) y tras alcanzar la fase de
confluencia se indujo su diferenciacién en preacipocitos cambiando el medio de cultivo por
DMEN-F12 con insulina1.6 ug/ml, triiodotironina 2nM, dexametasona 10nM, rosiglitazona
107M y all trans retinoic acid 10°M. Se tomaron extractos para analisis de expresién génica
el dia que se inicia la diferenciacién y los dias 2, 5y 7. Se cultivaron de forma simultanea las
células procedentes de cada uno de los tres animales asi como tres réplicas de una mezcla
de células de los tres corderos (pooles), de forma que de cada experimento se dispuso de
48 datos de expresion: 3 unidades experimentales, 4 dias, 2 tratamientos y 2 repeticiones.
Los genes de eleccion para estudiar el efecto del RA sobre la diferenciacion de los
preadipocitos fueron: CCAA Enhancer Binding Protein « (C/EBPa, factor de transcripcion
clave para el inicio de la adipogénesis), Lipoprotein lipasa (LPL) y Acetyl CoA carboxylasa
(ACACA), enzimas clave del metabolismo lipidico. El gen utilizado como control endégeno
fue la ciclofilina. Los valores de expresién de cada gen se obtuvieron promediando los
valores de las dos muestras repetidas 1para cada unidad experimental. Posteriormente se
normalizaron, siguiendo el método 22T (Livak y Schmittgen, 2001), respecto a los valores
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de ciclofilina y relativos al dia 0 de cultivo. El modelo utilizado para analizar por separado los
datos de los dos ensayos (datos individuales y datos mezclados) fue el siguiente:
Vi = 4 +trat; + dia; + ani — pool, +e; siendo Yy el valor 2**“* del animal o pool k
(k=1,2,3; considerado aleatorio), sometido al tratamiento i (i=1,2, para los tratamientos
control y retinol; considerado fijo) y analizado el dia j (j=1,2,3, para los dias 2, 5y 7 de
cultivo; considerado fijo). Con ese modelo, se obtuvo la significacién del factor frat, asi como
la diferencia entre sus dos niveles (Retinol menos Control). Dado que en trabajos previos
con mas cantidad de datos se ha observado cierta falta de normalidad, basicamente
asociada a la falta de asimetria, también se analizaron los datos (i) transformados a la
escala logaritmica (log) utilizando el mismo modelo, y (ii) en la escala original pero
mediante pruebas no paramétricas (prueba Wilcoxon-Mann-Whitney).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados recogidos en la Figura 1 muestran la elevada variabilidad que existe en la
expresion medida en distintos animales para los tres genes. También se observa que la
variabilidad es menor cuando se usan mezclas y que la heterogeneidad en el perfil de la
expresion es menor, luego parece que se cumple la hipétesis de partida. La comparacion de
la evolucion del nivel de expresién génica de los marcadores estudiados en el curso de la
diferenciacion entre tratamientos (Retinol vs Control) indica, tanto para los resultados
obtenidos con los corderos individuales como para la mezcla, que el retinol tiene un papel
inhibidor de la expresion de los tres genes, de la misma forma que se ha observado en otras
especies (Brandebourg y Hu, 2005). No obstante, la heterogeneidad de los resultados entre
animales (que no entre pooles) dificulta llegar a esta conclusion.

Si nos atenemos a los resultados del andlisis estadistico de los datos (Tabla 1),
podemos ver como la elevada variabilidad existente entre la expresion en distintos animales
impide obtener estimaciones significativas del efecto del retinol en el experimento que trata
individualmente a los animales. Sin embargo, ese efecto si se puede considerar
estadisticamente significativo trabajando con mezcla de animales. Las estimaciones del
efecto son semejantes pero el error estandar es relevantemente inferior en el experimento
pool. Estos resultados se confirman al trabajar con datos transformados y pruebas no
parameétricas, como puede observarse en la Tabla 2.

En definitiva, trabajar con mezcla de animales puede ser una alternativa para aumentar
la potencia estadistica de un experimento de tamafio establecido. En este trabajo, con tal
solo un pequefio experimento, se ve como es posible revelar el papel inhibidor del RA sobre
el factor de transcripcion C/EBPa y los genes de las enzimas ACC, LPL. Pese a todo, hay
que tener en cuenta que la unidad de inferencia cambia y cuando se trabaja con mezclas se
pierde la informacién referente a las peculiaridades de cada animal que en determinados
estudios puede ser de interés, como podria ser el caso en el que se considere informaciéon
fenotipica y/o familiar.
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Tabla 1. Resultado del analisis de los datos 2*°" en escala original para los genes Acetil
ColA carboxilasa (ACACA), lipoprotein lipasa (LPL) y CCAA enhancer binding protein o
(C/EBP).
Efecto del retinol (+ s.e.)’ Significacion
Gen Animal Pool Animal | Pool
ACACA | -0.64 (+0.59) | -0.88 (x0.11) | 0.298 [ 0.000
LPL -4.56 (+2.46) | -2.35(+0.60) | 0.089 | 0.002
CIEBPa | -5.59(+3.99) | -2.78 (+0.90) | 0.186 | 0.009
(") Valor del tratamiento con retinol menos el tratamiento control
Tabla 2. Significacion del efecto del retinol analizando datos transformados [logo( 272°°T)] y

pruebas no paramétricas (Wilcoxon-Mann-Whitney) para los genes Acetil ColA carboxilasa
(ACACA), lipoprotein lipasa (LPL) y CCAA enhancer binding protein o (C/EBP.).

Datos transformados Prueba no paramétrica
Gen Animal Pool Animal Pool
ACACA 0.376 0.004 0.508 0.012
LPL 0.109 0.001 0.200 0.003
CIEBP« 0.053 0.004 0.171 0.003

— 425



ITEA (2007), Vol. Extra N.° 28. Tomo II, 426-428
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INTRODUCCION

La mayor parte de los costes de produccién porcina proceden de la alimentacion, por lo que
la optimizacién de la eficiencia en la utilizaciéon de los recursos alimentarios se dibuja como
uno de los objetivos principales en la produccion porcina. La eficiencia biolégica en el
aprovechamiento del alimento consumido por un animal respecto a su crecimiento se ha
venido estimando habitualmente mediante el indice de conversion, siendo éste el cociente
entre el alimento consumido y la ganancia de peso.

Rauw et al. (2000, 2002) han descrito un procedimiento que permite comparar lineas
genéticas en términos de la eficiencia para destinar la energia y los nutrientes ingeridos a
mantenimiento corporal, crecimiento y reservas para hacer frente a las situaciones de
enfermedad o estrés. Recientemente, Piles y Varona (2006) han implementado en datos de
conejo un método bayesiano basado en esta estrategia. El objetivo del presente trabajo
consiste en estudiar la variabilidad y el determinismo genético de la utilizacion individual de
los recursos alimentarios para mantenimiento y crecimiento en porcino, utilizando el
procedimiento descrito por Piles y Varona (2006).

MATERIAL Y METODOS

Material animal

El material animal consisti6 en 370 machos castrados de una linea comercial Duroc,
pertenecientes a 5 familias de medio-hermanos paternos y procedentes de 3 granjas
distintas. Distribuidos en 4 lotes, los 370 lechones se enviaron al Centre de Control Porci
(CCP-IRTA) a una edad de 22 dias de vida, y entraron en la fase de cebo sobre los 63 dias
de vida, distribuidos en 10 boxes por lote. Durante el periodo de engorde los animales
fueron alimentados ad libitum con pienso comercial. Durante todo el periodo de cebo se
control6 periédicamente el peso y espesor de grasa de los animales (aproximadamente a
80, 100, 120, 140, 160, 180 dias de edad y el dia anterior al sacrificio) y se registré la
ingesta diaria de pienso mediante el sistema de alimentacion automatico con control
individualizado de la ingesta disponible en CCP.

A partir de los registros de ingesta diaria y los pesos individuales, se calculd la ingesta de
cada animal en periodos de 15 dias, asi como el peso medio del animal en cada uno de
estos periodos.

Analisis estadistico

El analisis se basd en el esquema jerarquico de Wakefield et al. (1994), y su extensién a
modelos con componentes genéticos aditivos (Varona et al., 1997). El modelo del “primer
plano” de este analisis fue el siguiente:

y; =a, + b xP)"®

i +d, ><Gij +e

donde:
yj es la ingesta individual del animal i en el periodo j;
a; es el término independiente para el animal i;
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P;°"® son el peso metabdlico medio del individuo i en el periodo j, estimado a partir del peso
Vivo;

G;j es la ganancia de peso del individuo i en el periodo j;

bi y d; son los coeficientes individuales de regresién parcial de la ingesta sobre el peso
metabdlico y sobre la ganancia de peso respectivamente;

e; es el efecto residual (ingesta residual).

El modelo asume normalidad de los datos, independencia de los residuos y homogenenidad
de varianzas residuales a lo largo de todos los periodos.

En el “segundo plano” del analisis, los coeficientes individuales de regresién (b y d) se
asumen distribuidos segun una normal bivariante, considerando para cada uno de los
coeficientes de regresion: efectos sistematicos (By ¥ Bq; granja de origen y lote de engorde),
efectos genéticos aditivos (u, y ug) con matriz de (co)varianzas G, efecto aleatorio del box
(Po Y Pa) con matriz de (co)varianzas P, y efectos residuales con matriz de (co)varianzas R
dentro de individuo. De este modo:

XB, +Zu, + Wp
(b,d|Bb,Bd,Ub,ud,pb,pd,G,R,P)~N[ b b b ®IJ

XBy +Zuy + Wp,’

[”" |GJ~N(0,G®A); [z: |PJ~N(0,P®I)

Uy

Asimismo, los residuos del “primer plano” del modelo se asumen independientes de los
residuos del “segundo plano” del modelo. Los efectos sistematicos, y los componentes de
(co)varianza del modelo se asumieron a priori uniformes y acotados (Press,1989). Las
distribuciones marginales posteriores cada uno de los parametros se estimaron mediante
muestreo de Gibbs (Casella y George, 1992).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo, se han considerado los coeficientes de regresion parcial de la ingesta
sobre el peso metabdlico y sobre el crecimiento como parametros indicadores de la
eficiencia individual de los animales en la utilizacién de los recursos alimentarios. La Tabla 1
muestra los estadisticos resumen de las distribuciones posteriores de las varianzas y los
parametros genéticos aditivos de ambos coeficientes de regresion.

Segln los estimadores posteriores obtenidos para las h? (proporcion de la variancia
fenotipica del regresor explicada por los valores genéticos) mostrados en la Tabla 1, ambos
coeficientes de regresion tomarian valores medios-elevados (0.43 y 0.37). Si bien las
distribuciones posteriores de estos parametros mostraron desviaciones estandar posteriores
elevadas (0.18 y 0.16 respectivamente) debido al limitado nimero de datos, el intervalo
minimo de maxima densidad posterior (HPD) al 95% para ambos ratios (h?%, y h%) no incluye
el cero. Estos resultados indicarian que la eficiencia individual en el uso de los recursos
alimentarios para el mantenimiento del peso corporal y para el crecimiento son caracteres
con un importante determinismo genético, y susceptibles por tanto de ser seleccionados
para la obtencién de animales mas eficientes en términos de mantenimiento y crecimiento.

Por otro lado, la Tabla 1 también muestra una media posterior de 0.811 para la correlaciéon
genética entre ambos coeficientes (ranq), con un intervalo posterior minimo de maxima
densidad entre 0.25 y 1.0. Esto indicaria que los animales genéticamente mas eficientes en
la utilizacién del alimento para el mantenimiento lo son también para el crecimiento, y
constituiria un elemento favorable a la hora de aplicar un esquema de selecciéon para
eficiencia alimentaria.

De este modo, el modelo descrito permitiria evaluar genéticamente a los animales por su

eficiencia biolégica en el aprovechamiento del alimento consumido por un animal respecto a
su peso metabdlico y a su crecimiento. Una posible extension del modelo seria la
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introduccion de regresores relacionados con otros aspectos metabdlicos como el
engrasamiento y la deposicion de proteina. Por otro lado la ingesta residual también se
perfila como un caracter de elevado interés por su papel como predictor de la capacidad de
respuesta individual ante situaciones de enfermedad o estrés. En este sentido, también la
inclusién de valores genéticos para la ingesta residual, tal y como describen Rauw et al.
(2000, 2002), se plantea como una interesante extension de este modelo.

Tabla 1. Estadisticos de las distribuciones marginales posteriores de los componentes de
varianza genéticos aditivos (OZA(b), OA(bd)s O‘ZA(d)), las proporciones de la varianza aditiva (h2b y
h%) y la correlacion genética para los coeficientes de regresion parcial de la ingesta sobre
peso metabdlico y crecimiento (b y d).

Media Desviacion Intervalo minimo de Error de
Tipica maxima densidad -95% Monte Carlo
czA(b) 0.016 0.009 0.000, 0.035 0.000048
OA(bd) 0.015 0.007 0.001, 0.030 0.000091
OZA(d) 0.024 0.014 0.000, 0.061 0.000011
h%, 0.431 0.180 0.073, 0.794 0.000421
h% 0.370 0.156 0.068, 0.694 0.000122
I'Abd 0.811 0.266 0.250, 1.000 0.000665
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INTRODUCCION

La perdiz roja (Alectoris rufa) es una especie muy apreciada por los cazadores y
forma parte de numerosos ecosistemas naturales en nuestro pais, auque se distribuye
también por Portugal y algunos puntos del Sur de Francia e Inglaterra y el Norte de Italia. El
deterioro progresivo de su habitat asi como la presion ejercida por sus predadores naturales
y por el hombre, entre otros factores, han sido los responsables de que, desde hace ya
varios afios, la perdiz roja se encuentre en una situacién de descenso de sus poblaciones
silvestres. Para solucionar este problema se comenzaron a criar perdices en cautividad, lo
que ocasiond un grave problema para esta especie cuando algunos criadores decidieron
cruzar los ejemplares de perdiz roja de sus granjas con los de otra especie, perdiz chukar
(A. chukar) principalmente, que tienen unos mayores indices productivos y se adaptan
mejor a este sistema de crianza. Los hibridos resultantes, tras varias generaciones de
retrocruzamientos con perdiz roja, poseen un aspecto externo indiferenciable del de una
perdiz roja pura, aunque una vez soltado en el campo puede contaminar las poblaciones
naturales con genes no propios de la especie en pureza y al cazador no le resulta tan
desafiante su caza.

Para la deteccion del estado de hibridacion de perdices aparentemente rojas se ha
hecho necesario el desarrollo de pruebas genéticas, mediante el analisis directo del DNA
de cada ejemplar. Dada la escasa informacion genética de la especie de que se disponia
(Randi, 1996, Randi y Lucchini, 1998) se han realizado diferentes estudios con diversas
metodologias (Arruga et al. 1996, 1998, Garcia y Arruga 2003, 2005a, Saz et al. 1998)
hasta desarrollar un método eficaz y fiable para la identificacion de individuos hibridos de
perdiz roja con perdiz chukar. Este método patentado incluye distintas metodologias
genéticas de analisis como RAPD (Williams et al. 1990) y la caracterizacion de SNPs, como
se ha realizado en otras especies aviares (Primmer et al. 2002. Shi et al. 2001, Smith et al.
2000). Dada la alta similitud de los genomas del pollo y la perdiz (Garcia y Arruga 2002,
Kasai et al. 2003), algunos marcadores son derivados de la informacién de partida de
genes de pollo.

La Comunidad Auténoma de Aragoén, desde el Gobierno de Aragén, es la pionera en
la realizacion de un estudio del estado de hibridacion de las granjas de perdiz roja
aragonesas, asi como en perdices cazadas en el territorio de su competencia. Esta
Comunidad Auténoma es una gran productora de perdices, que se venden para cotos y
repoblaciones en todo el territorio nacional. Aunque la legislacion (Ley 4/89, de 27 de
Marzo, de Conservacién de los espacios naturales y de la flora y fauna silvestre) obliga a
realizar las sueltas o repoblaciones con ejemplares puros de las especies, hasta que no se
iniciaron los estudios en este Laboratorio no se disponia de una metodologia capaz de
detectar la hibridacion, en este caso de perdiz roja con perdiz chukar. Con el método
desarrollado, al analizar los ejemplares reproductores de las granjas se pueden eliminar de
la produccién los que resulten hibridos, asegurando que sus descendientes no lo sean. Del
mismo modo el analisis de ejemplares silvestres nos da una idea del estado en el que se
encuentra la especie en su medio natural, alertando de su deterioro si se detecta
hibridacion.

MATERIAL Y METODOS
En este trabajo se han analizado 1698 perdices procedentes de 5 granjas y 30
perdices del medio natural. En los casos de las perdices criadas en cautividad se han
tomado muestras de sangre en tarjetas FTA® (Gutierrez-Corchero, 2002) y en el caso de las
perdices silvestres se han tomado plumas. A partir de las tarjetas y plumas se ha extraido el
DNA usando procedimientos estandar.
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Para el estudio de todas ellas se han empleado diferentes metodologias genéticas
siendo la base la técnica de PCR. En cada caso se han empleado diferentes condiciones
de PCR, para los marcadores RAPDs la temperatura de hibridacion es baja (Garcia y
Arruga 2005b, 2006a) y para la caracterizacion de SNPs la temperatura es diferente para
cada gen en cuestion (Garcia y Arruga 2006b).

Los productos de PCR de RAPD se visualizan en geles de agarosa al 1% de
concentracion y tefiidos con bromuro de etidio, detectando las bandas diagnésticas que nos
indican la hibridacion.

Para la caracterizacion de SNPs se emplea la digestion con enzimas de restriccion
especificas para cada gen (RFLP) (Kiko et al. 1979, Reilly y Thomas 1980) y en caso de no
haber enzimas de restriccién que sean capaces de diferenciar perdiz roja de perdiz chukar o
hibridos de ambas especies, se emplea la metodologia RT-PCR o PCR a tiempo real
mediante un termociclador a tiempo real usando sondas Tagman® marcadas con
fluorocromos diferentes para los alelos de las distintas especies (Johnson et al. 2004, Llambi
et al. 2006).

Igualmente y en una de las granjas analizadas, 45 individuos, tomados al azar, se
han analizado para 7 marcadores microsatélites, todos ellos de localizacion autosémica y
de herencia codominante (MCW135, MCW295, MCW225, MCW276, MCW280, LEI31,
ADL0142).

El programa GENETIX se ha utilizado para la estimacion de diversos parametros de
genética de poblaciones: heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (Hg) y
Fis con su intervalo de confianza al 95% de seguridad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de hibridacion obtenidos se indican en la tabla 1.

Procedencia Porcentaje de hibridacion
Granja 1 45,99 %
Granja 2 65,67 %
Granja 3 43,62 %
Granja 4 2212 %
Granja 5 32,71 %*
Coto 1 23,33 %

Tabla 1. Porcentajes de hibridacion resultantes de los analisis de deteccion de hibridos de
perdiz roja con perdiz chukar.

Como se observa en la Tabla 1, se ha detectado hibridacion en las cinco granjas de
perdices analizadas. En cada una se ha obtenido un porcentaje diferente que oscila entre
22,12% y 65,67%, siendo éste un rango muy amplio. Por lo tanto no se puede extrapolar la
informacion encontrada en una granja al resto. Para conseguir obtener las granjas libres de
hibridacién es necesario analizar todos los animales reproductores de la granja y eliminar
los individuos hibridos para obtener todos los descendientes libres de hibridacion. También
es necesario analizar la reposicion en los siguientes afos para evitar la introduccion de
ejemplares hibridos de nuevo en los ciclos productivos.

En cuanto a las perdices silvestres analizadas igualmente se ha encontrado
hibridacién. Este resultado obtenido recalca la importancia que tienen los estudios en esta
especie para evitar la contaminacion del patrimonio genético de la perdiz roja pura.
Controlando la ausencia de hibridacion en las granjas cinegéticas y realizando chequeos en
los lotes de sueltas y repoblaciones se puede contribuir a disminuir el impacto de la
hibridacién en los espacios naturales, ademas de cumplir la legislacién vigente.

La tabla 2 muestra la variabilidad genética de la explotacion analizada para cada
marcador y globalmente, considerando todos los marcadores conjuntamente. La poblacion
muestra una buena variabilidad genética, con un valor de H cercano al 50%. No se detecta
la existencia de consanguinidad significativa en la poblacion, dado que el valor de Fis
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estimado conjuntamente a partir de todos los marcadores analizados no es
significativamente distinto de 0.

Locus k N Ho He Fis (95%IC) PIC
MCW135 4 36 0,722 0,676 -0,070 ™ (-0,300 - 0,130) 0,602
MCW295 6 45 0,511 0,494 - 0,034 M (-0,162 - 0,082) 0,468
MCW225 4 44 0,182 0,172 - 0,055 " (-0,112 - -0,015) 0,165
MCWwW276 3 45 0,311 0,278 -0,121 ™ (-0,196 - 0,062) 0,257
MCW280 5 39 0,590 0,539 - 0,096 ™ (-0,281 - 0,083) 0,484

LEI31 3 45 0,489 0,514 0,049 ™ (-0,252 - 0,331) 0,390
ADL0142 6 44 0,705 0,697 -0,011 ¥ (-0,184 - 0,139) 0,641
GLOBAL - 45 0,501 0,481 - 0,042 ™ (-0,125 - 0,017) -

Tabla 2. Variabilidad genética de la explotacién analizada. k: nimero de alelos detectados;
N: efectivo analizado; H): frecuencia observada de heterocigotos; Hg: frecuencia
esperada de heterocigotos; Fis (95% IC): estimacion de la consanguinidad, con su intervalo
de confianza al 95% de seguridad; NS: no significativo (p>0,05); PIC: contenido informativo
del polimorfismo.

La Comunidad Auténoma de Aragoén ha sido la primera en realizar este tipo de
estudios, analizando tanto las granjas que crian en cautividad perdiz roja como ejemplares
cazados en el campo, convirtiéndose de esta manera en modelo a seguir por el resto de
Comunidades Auténomas dada la importancia de la especie.
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INTRODUCCION

En la Comunidad Valenciana se esta llevando a cabo un programa de caracterizacion y
conservaciéon de una poblacion de gallinas originaria de la localidad valenciana de Chulilla
en la comarca de Los Serranos, encontrandose parte de la poblaciéon en las instalaciones
del CITA-IVIA en Segorbe (Grimal y Gémez, 2006). Una de las tareas planteadas fue su
caracterizacion genética mediante marcadores microsatélites con el fin de poder comparar la
poblacion con otras poblaciones europeas estudiadas en el proyecto AVIANDIV (Hillel et al.,
2003) estableciendo las distancias genéticas, asi como servir de base para poder realizar
pruebas de paternidad. En este trabajo se presentan los resultados preliminares del
genotipado para la caracterizacién genética de la poblacion partiendo de los 30
microsatélites recomendados por la FAO (2004), calculando algunos parametros de
variabilidad y posibilidad de realizacion de filiaciones, Esta tarea se llevd a cabo en
colaboracioén con el Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal de la Universidad Politécnica
de Valencia.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizd el grupo de animales existente en las instalaciones del Centro de Tecnologia
Animal de Segorbe, que constituye el 75% de la poblacion real existente. Se tomaron
muestras de sangre mediante puncién en la vena ulnar con tubos Vacutainer™ estériles con
EDTAK3; como anticoagulante. Para la extraccién de ADN, se sigui6é un protocolo clasico a
partir de 40 ul de sangre entera, brevemente: dos pasos de hemdlisis, incubacion toda la
noche con proteinasa K y NaCl, precipitacion con Isopropanol, resuspensiéon en Propanol,
eliminacién del Propanol y resuspension en TE, obteniéndose 500 pl de disolucién con una
concentracion media de 199,1 upg/ml. Se disponia de la bateria de 30 microsatélites
recomendados por la FAO (2004) y se estructuraron en 7 multiplex [Multiplex 1 (ADL0268,
ADL0278, MCWO0216, MCWO0248 y LEIO094), Multiplex 2 (MCWO0295, MCWO0081,
MCWO0069, MCWO0034 y MCWO0222), Multiplex 3 (MCWO0111, MCWO0037, MCWO0016,
MCWO0234 y LEIO166), Multiplex 4 (ADL0112, MCWO0014 y MCWO0183), Multiplex 5
(MCWO0123, MCW0165, MCW0020 y MCWO0104), Multiplex 6 (MCWO0078, MCWO0067,
MCWO0330 y MCWO0098), Multiplex 7 (MCW0206 y MCWO0103)], ademas de dos
microsatélites sin informacion (MCW0284 y LEI0192).

La amplificacion de los marcadores se realizé mediante PCR, utilizando 50 ng de ADN
gendmico en la mezcla de reaccién. Siguiendo las recomendaciones de la FAO (2004), se
emplearon dos productos comerciales de Quiagen® que contenian tanto la Taq polimerasa
como los dNTPs y el MgCl,, (la Master Mix para todas las multiplex, excepto la 7, en la que
se empled la Hot Star Master Mix). Las condiciones de la amplificacién fueron las siguientes:
un primer paso de 2 minutos a 94°C seguido de 35 ciclos de amplificacion (1 minuto a 94°C,
1 minuto a 60°C, a excepcion de la multiplex 4 donde se realizaba a 58°C, y 1 minuto a
72°C) seguido de un unico ciclo de 10 minutos a 72°C. La secuenciacion de los productos de
PCR se realizo con un secuenciador CEQ™ 8000 Beckman Coluter por electroforesis capilar
con marcaje fluorescente. Se utilizé el programa CERVUS 3.0 para el analisis de los
resultados (Kalinowski et al, 2006).

Para poder comparar resultados de secuenciacion, disponemos de muestras de ADN de
individuos usados como testigos en el proyecto AVIANDIV (cedidas por M. Tixier-Boichard),
asi como muestras de ADN de Castellana Negras (donadas por el INIA).
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El objetivo principal del presente estudio es la caracterizacion genética preliminar para poder
realizar comparaciones en un analisis filogenético entre nuestra poblacion y las poblaciones
estudiadas en el proyecto AVIANDIV.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 30 microsatélites propuestos, se presentan los resultados de 17 (13 de los cuales
aparecen incluidos en el proyecto AVIANDIV (Hillel et al., 2003)). En la Tabla 1 se resumen
los resultados obtenidos con el programa CERVUS 3.0, ordenando los microsatélites segun
su contenido informativo (PIC). El numero medio de alelos por locus fue 2,94, lo que la
situaria por debajo de la media (3,52) de las 52 poblaciones estudiadas en el proyecto
AVIANDIV, en el que dicha cantidad oscilaba entre 1,3 para la linea consanguinea-C y 5,2
para el Gallus gallus spadiceus, habiendo obtenido las dos poblaciones espafnolas
estudiadas valores de 3,9 alelos por locus en la Villafranquina Roja y 3,3 en la Castellana
Negra.

La heterocigosidad esperada (He) dio un valor medio de 0,43, ligeramente inferior a la media
obtenida en el proyecto AVIANDIV (0,47), asi como al de la Villafranquina Roja (0,48) o la
Castellana Negra (0,44); si bien, un 25% de las poblaciones estudiadas dieron valores
inferiores. El valor de He se mostré muy variable entre loci abarcando desde 0,74 hasta 0
para un microsatélite con solo 1 alelo (MCWO0014). Un hecho semejante ocurre en las dos
poblaciones espafiolas con los microsatélites MCW0248 y MCWO0098, siendo este ultimo el
microsatélite menos polimorfico en el proyecto AVIANDIV, aunque presentaba polimorfismos
en el 69% de las poblaciones. En este andlisis, el marcador mas informativo fue el
MCWO0034, al igual que en el citado proyecto en que presentd polimorfismos en el 98% de
las poblaciones incluidas. El contenido informativo del polimorfismo (PIC), una medida de la
informacion que proporciona un locus relacionada con He, dio un valor medio de 0,38,
variando desde 0,69 a 0, valores ligeramente inferiores a los obtenidos por Wimmers et al.
(2000) con poblaciones asiaticas, africanas y sudamericanas.

La probabilidad de exclusién PE, o probabilidad de excluir de la paternidad a un individuo
no emparentado, dio un valor conjunto de 0,903 para todo el panel de microsatélites
estudiado. La probabilidad de excluir a los dos parentales no emparentados PE,, dio un
valor mucho mas excluyente (0,9997). Valores de heterocigosidad esperada menores de 0,5
no son, en general, muy utiles en analisis de paternidad a gran escala, por lo que, si bien
toda informacion disponible puede ser util, sélo 7 de los 17 microsatélites mostraron un valor
mayor. Por ello, el panel microsatélites estudiado se muestra eficaz para el estudio de
parentesco en esta poblacion, ya que en la actualidad disponemos de polladas de medios
hermanos, con dos grupos de madres con un macho cada uno, por lo que se trataria de
testar 2 machos y dos grupos de madres.

Es necesario continuar analizando la informacion del resto de microsatélites para establecer
un panel de microsatélites mas preciso. Por ello, se continua trabajando con microsatélites
que no han amplificado correctamente, modificando las condiciones de la PCR, para poder
obtener la mayor cantidad de informacién posible. Todo ello nos permitira que, a la hora de
introducir como reproductores a individuos nacidos en nuestro centro, podamos asegurar su
filiaciéon, calcular el coeficiente de parentesco molecular entre individuos, asi como
establecer relaciones filogenéticas con otras poblaciones como las estudiadas en el
proyecto AVIANDIV.
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Tabla 1. Numero de alelos (k), numero de individuos muestreados (N), heterocigosidad
observada (Ho) y esperada (He), contenido informativo de polimorfismo (PIC), probabilidad
de exclusion de la paternidad de un individuo no emparentado cuando se desconoce el otro
parental (PE+) o de un par de padres no emparentados (PE,p)

Locus k N Ho He PIC PE, PE, Alelos
MCwW0034 4 64 0,797 0,742 0,687 0,313 0,661 222,226, 233,235
LEI0094 4 68 0,838 0,729 0,673 0,299 0,644 261, 263, 265, 279
MCwWo0016 4 65 0,554 0,690 0,620 0,249 0,569 140, 142, 146, 148
MCwW0037 4 65 0,646 0,656 0,583 0,224 0,536 153, 155, 156, 157
MCwo0111 3 65 0,738 0,660 0,580 0,214 0,509 98, 100, 102
MCWO0067 3 67 0,731 0,599 0,528 0,177 0,474 171,173,177
MCW0330 4 67 0,672 0,561 0,509 0,165 0,493 257,269, 276, 288
MCW0098 2 67 0,642 0,467 0,356 0,108 0,270 255, 257
MCWO0165 3 67 0,388 0,366 0,322 0,066 0,290 112,114, 116
MCWO0078 3 67 0,403 0,344 0,300 0,058 0,265 135, 139, 143
MCwWo0216 2 66 0,121 0,354 0,290 0,062 0,230 143, 145
MCwW0123 3 67 0,313 0,319 0,287 0,050 0,265 88, 90, 92
MCW0183 2 70 0,257 0,035 0,257 0,046 0,209 294, 296
MCW0295 4 65 0,215 0,249 0,231 0,031 0,221 87,90, 95, 99
MCW0069 2 66 0,106 0,128 0,119 0,008 0,108 156, 162
MCW0248 2 67 0,015 0,072 0,069 0,003 0,066 216, 218
MCwW0014 1 70 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 180
Resumen 2,94 86,55% 0,426 0,377  0,9029 0,9997
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ANALISIS ESTADISTICO DE LA ASIMETRIA FLUCTUANTE. UN EJEMPLO EN AVES DE
PUESTA
Prieto, M.T., Campo, J.L., Davila, S.G., Gil, M.G.
Departamento de Mejora Genética Animal, Instituto Nacional de Investigacion Agraria y
Alimentaria, Apartado 8111, 28080 Madrid

INTRODUCCION

La asimetria fluctuante es mas utilizada cada dia como indicador del estrés,
especialmente cuando el analisis se basa en el valor combinado de varios caracteres bilaterales
(Leung et al., 2000). Se caracteriza por una distribucion normal (o leptocurtica) de las
diferencias entre el lado derecho e izquierdo con un valor medio de cero (Swaddle et al., 1994),
y puede ser dificil de detectar porque estas diferencias son casi siempre pequefas (entre 1% y
5% del valor del caracter; Gangestad y Thornhill, 1999). Adicionalmente, hay varios factores que
complican el analisis: diferentes tipos de asimetria bilateral, error de medida, dependencia del
valor del caracter, y predisposicion genética a la asimetria. En contraste con la asimetria
fluctuante, la asimetria direccional y la antisimetria no han sido asociadas generalmente con el
estrés y se caracterizan por una distribucidon normal con un valor medio distinto a cero, y por
una distribucion no normal con un valor medio igual a cero, respectivamente. Igual que la
asimetria fluctuante, los errores de medida se distribuyen normalmente con un valor medio de
cero, y hay que obtener estimas de asimetria insesgadas con respecto a dichos errores. La
dependencia con el valor del caracter se elimina dividiendo la asimetria por el valor medio del
caracter cuando la dependencia es lineal (isometria), aunque puede ser inadecuado cuando
hay anisometria (Leung, 1998). Aunque la asimetria fluctuante suele tener un bajo componente
heredable, los otros dos tipos de asimetria pueden tener un componente genético importante. El
objetivo de este estudio fue presentar el estado actual del conocimiento sobre el analisis
estadistico de la asimetria fluctuante, e ilustrarlo con un ejemplo en gallinas de puesta.

MATERIAL Y METODOS

La asimetria relativa de un caracter se define por el valor absoluto de la diferencia entre
el lado derecho e izquierdo de un caracter bilateral [|D-1|]. Este valor suele ser mas apropiado
que la varianza de la diferencia entre el lado derecho e izquierdo [var(D-l)] y otros indices
alternativos (Palmer, 1994): |D-1//®5, log|D-l|, (D*+?)-0,5(D+1)%, log(D/l), |In(D/)], var(D/I)1-
r2D,|Aunque ID-l| tiene una distribucién medio-normal, |D-I/*° y log|D-I| producen una
distribuciéon normal. Cuando hay leptocurtosis, el indice alternativo log(D/I) es mas apropiado
(Graham et al., 2003). Los dos indicadores mas usados de asimetria estan relacionados entre si
(Windig y Nylin, 2000), ya que el valor medio de |D-I| es 0,8 [var(D-1)]**.

El analisis estadistico de la asimetria fluctuante consta de tres pasos (Palmer, 1994): 1)
presencia de asimetria direccional o antisimetria, 2) separacién del error de medida, y 3)
independencia del valor del caracter. Primeramente, la presencia de los otros dos tipos de
asimetria se analiza por medio de la distribucion de los valores (D-1): Shapiro-Wilk con menos
de 60 datos o Kolmogorov-Smirnov para mas de 60 datos; la asimetria direccional es normal
con media cero (prueba {) y la antisimetria suele ser bimodal con tendencia a ser platicurtica. En
segundo lugar, el error de medida se valora por medio de medidas repetidas del lado derecho e
izquierdo. El analisis mas frecuente es un ANOVA factorial con el lado (fijo) y el animal
(aleatorio) como efectos principales (Leamy, 1984); una variacion significativa entre lados indica
asimetria direccional, mientras que una interaccién significativa indica asimetria fluctuante (en
ausencia de antisimetria). Alternativamente, puede usarse estimacion REML de un modelo
mixto (van Dongen et al., 1999): Y = Xb+Zu+e. En el modelo se asigna un valor de 1 al lado
derecho y un valor de -1 al lado izquierdo; la parte fija del modelo esta formada por la ordenada
en el origen (estima del valor medio del caracter) y el lado (estima de la asimetria direccional);
la parte aleatoria del modelo esta formada por la ordenada en el origen (estima de la variacién
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en el valor del caracter) y el lado (estima de la asimetria fluctuante); el error es el error de
medida. Para analizar la significacion de la asimetria fluctuante y la asimetria direccional se
utiliza la prueba de maxima verosimilitud restringida: -2 In(REMLmodelo reducido/REML modelo
completo), que tiene una distribucion x? con q:-q2 grados de libertad (siendo q y g2 el nimero
de parametros en cada modelo); el efecto aleatorio del lado (asimetria fluctuante) no se incluye
en el modelo reducido. Finalmente, la correlacion entre la asimetria fluctuante y el valor del
caracter sirve para determinar si son independientes; si la relacion es positiva, la asimetria
absoluta se divide por la media del caracter, definiendo la asimetria relativa como [2|D-1|/(D+1)].
Dado que la asimetria relativa no suele tener distribucién normal se usa arc-sen raiz cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se resumen los valores de las diferencias entre lados para cinco
caracteres bilaterales en una muestra de 715 gallinas de puesta. La longitud de pata y el area
de orejilla presentaban asimetria direccional significativa, siendo el lado derecho
consistentemente mas grande que el izquierdo. La longitud de pluma y el area de barbilla tenian
asimetria positiva significativa, mientras que la longitud de ala, la longitud de plumay el area de
barbilla eran leptocurticas. Una indicacion adicional de leptocurtosis es el valor alto del
coeficiente de variacion de |D-l| (van Dongen, 1998), mayor que 0,93 en el ejemplo. Por tanto,
no habia evidencia de antisimetria (ausencia de platicurtosis) para ningun caracter. La ausencia
de una correlacién genética negativa entre lados (en el ejemplo variaba entre 0,97 y 1,00), es
también una indicacion de ausencia de antisimetria, ya que una correlacién genética negativa
es causa necesaria y casi suficiente de antisimetria (van Valen, 1962).

Tabla 1. Diferencias (D-l) entre el lado derecho (D) y el izquierdo (l) para cinco caracteres en
gallinas, valores significativos de t, asimetria (g4) y curtosis (g.), y valor medio del caracter
(D+1)/2

Caracter D-I t 91 o) (D+1)/2

Longitud pata (mm) 0,75+0,06 11,73 103,76 + 0,09
Longitud ala (mm) -0,09 £ 0,09 63,08*** 91,85+ 0,08
Longitud pluma (mm) -0,41+ 0,27 4,10%** 3,47+ 163,37 + 0,12
Area orejilla (cm?) 0,11+ 0,02 5,39% 4,28+ 0,04
Area barbilla (cm?) 0,02 + 0,09 1,09%** 19,84*** 17,57 £ 0,10

En la Tabla 2 se indican los cuadrados medios del ANOVA factorial correspondiente a
una muestra de 20 aves medidos tres veces en tres diferentes sesiones. Las estimas de los
cuadrados medios son respectivamente:

s2m + 3s2noDA * 60s2DA

s2m + 352noDA + 352n

2m + 3s2noDA

82m
La estima de la asimetria no direccional, incluye la antisimetria y la mitad de la asimetria
fluctuante. Multiplicando por dos la SZnoDA (restando el cuadrado medio del error del cuadrado

medio de la interaccion y dividiendo por tres) produce una estima de var(D-l), que seria 0,57;
0,31; 10,24; 1,1 y 8,8 para longitud de pata, longitud de ala, longitud de pluma, area de orejilla 'y
area de barbilla, respectivamente; la estima de |D-l| (multiplicando la raiz cuadrada de la
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anterior por 0,8) seria 0,60; 0,44; 2,56; 0,83 y 2,37. El cuadrado medio de longitud de pata,
longitud de ala, longitud de pluma, area de orejilla y area de barbilla representaba el 84,75;
86,69; 38,07; 8,6 y 26,6% del cuadrado medio de la interaccion. Adicionalmente, la interacciéon
era altamente significativa para longitud de pluma, area de barbilla y area de orejilla. Por lo
tanto, la asimetria fluctuante no se confundia con el error de medida, y la asimetria no
direccional identificada en el analisis era fluctuante. El error de medida representaba 1,47; 1,72;
3,83; 3,79 4,56% de la variacion total, respectivamente. El cuadrado medio entre lados no era
significativo para longitud de pata, longitud de ala, longitud de pluma y area de orejilla,
indicando ausencia de asimetria direccional; el area de barbilla presentaba asimetria
direccional.

Tabla 2. Cuadrados medios del ANOVA factorial indicando el efecto de la asimetria y el error de
medida

Fuentes Longitud Longitud Longitud Area Area
variacion pata ala pluma orejilla barbilla
Lados (1) 0,48 7,52 69,17 0,36 119,33
Aves (19) 955,84*** 526,30*** 717,43 11,98*** 300,28***
Interaccion (19) 5,63 3,52 24,82* 1,80%** 17,98***
Error (80) 4,77 3,05 9,45 0,15 4,78

El coeficiente de correlacion entre el valor de la asimetria absoluta y el valor del caracter
era positivo y significativo para el area de orejilla (0,32***) y el area de barbilla (0,17***), por lo
que se deberia usar la asimetria relativa en ambos caracteres. Los coeficientes de variacion de
cada caracter fueron 4, 4, 6, 27 y 32%, respectivamente, y el uso de la asimetria relativa para el
area de orejilla y el area de barbilla es innecesario, al ser el coeficiente de variacién elevado
para ambos caracteres (Leung, 1998). La transformacion de la asimetria relativa para conseguir
una distribucién normal puede obviarse al ser el tamafio de muestra alto (Gangestad y Thornhill,
1998).
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INTRODUCCION

Una de las principales fuentes de informacion funcional para la valoracion genética
precoz de los animales para las distintas disciplinas ecuestres son las Pruebas de Seleccion
de Caballos Jovenes (PSCJ), reguladas por el MAPYA, que se estan celebrando en nuestro
pais desde el afo 2004.

Las PSCJ son muy importantes en la seleccion de los équidos debido a las altas
correlaciones genéticas que se han encontrado entre las variables analizadas en animales
jovenes y los resultados obtenidos posteriormente en las competiciones, lo cual implica una
buena prediccion del rendimiento en el animal adulto (Wallin et al., 2003).

El concurso completo de equitacion (CCE), conocido internacionalmente como
“Eventing”, es una disciplina ecuestre que combina distintas pruebas (doma, salto y cross),
exigiendo al animal un elevado grado de diversas aptitudes. Las principales razas de
caballos participantes en Espafia en CCE son, el Caballo de Deporte Espafiol (CDE), el
caballo de raza Anglo-arabe (A-a) y el Pura Raza arabe (PRa)

El objetivo de este estudio ha sido establecer los modelos genéticos idoneos para
la estimacion de los valores de mejora y obtener estimas de heredabilidad de los caracteres
de la disciplina de CCE.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién de este estudio, se ha contado con un total de 633 registros de
participacién, pertenecientes a los 156 animales (96 CDE-61,53%, 27 A-a-17,3%, 18 PRa-
11,53% y 15 animales pertenecientes a otras razas-9,61%) que han participado en las 22
PSCJ de CCE celebradas durante 2004 y 2005.

Cada PSCJ de CCE consta de 4 ejercicios siendo precisa la valoracion genética
parcial y global de la prueba:

- Ejercicio complementario (E.C): Se juzgan las cualidades del movimiento durante el
recorrido de cross y la adecuacion de la morfologia del animal a las pruebas de CCE.
El caracter evaluado genéticamente ha sido la puntuacioén por juez.

- Ejercicio de Salto: Se realiza un recorrido de salto de obstaculos en pista, donde se
penalizan los derribos y el excederse del tiempo permitido. El caracter utilizado ha
sido la penalizacion ponderada.

- Ejercicio _de Cross: Se realiza un recorrido de fondo con 10 obstaculos,
penalizandose el exceso de tiempo. El caracter evaluado ha sido la penalizacion
ponderada.

- Ejercicio de Doma: Se realiza un reprise de doma donde se evalla la correcta
ejecucién de los movimientos del individuo. Se utilizd la puntuacién por juez para la
valoracion genética.

El nivel de dificultad de las pruebas depende de la edad del animal (4, 5y 6 afios).

Se ha realizado un analisis de la varianza (ANOVA) de aquellos factores que se
recogen durante la celebracion de las pruebas y que podrian influir en el rendimiento de los
animales con el objetivo de identificar cuales de ellos resultan significativos e incluirlos en el
modelo de valoracion como factores de correccion. (Tabla 1). A partir de los resultados de
este analisis se procedio a ejecutar distintos modelos de valoracién genética en los que se
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combinaban como factores fijos y aleatorios los que previamente habian resultado
significativos para cada una de las 4 pruebas de que consta el CCE.

La estimacién de los parametros genéticos ha sido realizada mediante metodologia
REML (con un modelo animal), usando el software VCE v.5.0. Los valores genéticos se
calcularon usando el paquete informatico PEST. Para lo cual se ha reconstruido el pedigri
de los animales participantes hasta la 42 generacion obteniendo una matriz de parentesco
con un total 1307 animales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Practicamente todos los factores (Tabla 1) relacionados con las condiciones
climatoldgicas, estado de la pista, entrenamiento y estrés afectan significativamente a los
caballos participante en este tipo de pruebas, que se caracterizan por ser caballos jovenes
(Ott, 2005). También ha resultado significativo el factor juez en las pruebas de ejercicio
complementario y doma, lo que pone de manifiesto la subjetividad que conllevan este tipo de
pruebas (Gomez et al., 2006a ).

La heredabilidad obtenida para cada una de las pruebas que integran la disciplina de
CCE se muestran en la Tabla 2. Se ha obtenido una heredabilidad mas alta en ejercicio
complementario debido a que los caracteres de morfologia se transmiten mejor a la
descendencia al estar menos influida por los factores ambientales. El valor obtenido (0,21) esta
dentro del rango de heredabilidades obtenidos por otros autores en puntuaciones de
morfologia (Molina et al., 1999, Valera et al., 2006).

Las pruebas de salto y cross han presentado un valor de heredabilidad muy similar,
siendo ligeramente inferior para el cross debido, probablemente, a que estas pruebas se
realizan en “campo abierto” y consecuentemente son mas susceptibles a los cambios
atmosféricos. También las heredabilidades de salto (0,12) y cross (0,10) son similares a las
obtenidas por otros autores para esta disciplinas (Langlois, 1980, Aldridge, 2000, Ricard,
2001 y Gémez et al., 2006b)

En la prueba de doma la heredabilidad obtenida ha sido similar a la de Ricard et al.,
2000 (0,19) realizada en pruebas de "eventing". Sin embargo la heredabilidad es menor
comparandola con resultados para la disciplina ecuestre de doma (Ricard, 2000, Valera et
al., 2006). Esto puede ser debido a la complejidad de la disciplina de CCE, ya que al
combinar diferentes pruebas los animales estdn sometidos a un mayor componente
ambiental y de estrés por el hecho de realizar diferentes tipos de pruebas en un periodo
corto de tiempo.
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Tabla 1. Analisis de la Varianza para los factores analizados en la disciplina de CCE.

E.C. | SALTO | CROSS | DOMA

Raza n.s. n.s. n.s. n.s.
Edad * * * *
Sexo * n.s. n.s. n.s.
Centro Hipico * > ** n.s.
Area Geogréfica n.s. n.s. n.s. n.s.
Tipo Pista n.s n.s. n.s **
Estacion n.s. n.s. n.s. n.s.
Ambiente n.s * * n.s.
Temperatura * ** ** n.s
Condicion Pista * ** ** n.s.
Duracién del ns . . ns
entrenamiento ’ T
Intensidad del - " o ns
entrenamiento )
N° de competiciones . e x ns
anteriores )
Transporte n.s * * *
Duracién del viaje * ** e bl
Descanso antes de la . ns " o
prueba )

Jinete * * * *
Juez * - - *
Jinete-Animal * * * **
Juez-Animal e - - n.s.
Orden de salida n.s. * n.s. n.s.

n.s.: no significativo

Tabla 2. Heredabilidad para cada uno de los caracteres evaluados en las pruebas del CCE.

h? S.E
Puntuacion por juez en el E.C. 0,21 0,08
Penalizacién ponderada en Salto 0,12 0,04
Penalizacion ponderada en Cross 0,70 0,03
Puntuacion por juez en Doma 0,13 0,05
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INTRODUCCION

A pesar del amplio conocimiento existente sobre la accion de las quinolonas de
uso antibiotico (Sierra et al., 2005), se sabe muy poco de la forma de actuacion de las
empleadas como coccidiostaticos. Su efecto como inhibidores del transporte de
electrones en las mitocondrias de los coccidios, asi como la inhibicion de la
esporulacion se han postulado como los posibles mecanismos de su efecto
coccidiostatico (Arakawa 1991, Fry y Williams, 1984, Wiliams 2005). Uno de los
procesos que ocurren durante la esporulacién es la meiosis (Canning y Anward, 1968).

En la actualidad, el uso del aditivo Deccox®, perteneciente al grupo de los
coccidostaticos y otras sustancias medicamentosas en la alimentacién animal, esta
autorizado en la Unién Europea por el reglamento N° 1289/2004 de la Comision de 14
de Julio de 2004 (DOCE del 15 de Julio de 2004). Su principio activo es el
decoquinato, de la familia de las quinolonas.

En el presente trabajo se estudié el efecto del decoquinato sobre los
cromosomas meiéticos de Eimeria tenella. La dotacién cromosomica de esta especie y
sus cromosomas meioéticos han sido previamente estudiados (Del Cacho et al., 2001 y
2005).

MATERIAL Y METODOS
Material Animal: Un total de 160 pollitos de un dia, mas otros 60 pollos de tres
semanas de edad fueron mantenidos en condiciones laboratoriales estandar libres de
parasitos con comida y bebida ad libitum. Todos los procedimientos experimentales
fueron revisados y aprobados por la Comisién Etica Asesora de Experimentacién
Animal de la Universidad de Zaragoza.
Parasito: se utilizé una cepa de E. tenella procedente de la empresa Merck, Sharp
and Dohme. Los ooquistes se propagaron, aislaron y esporularon utilizando
procedimientos estandarizados (Raether et al., 1995).
Disefio experimental: Los pollitos de un dia se dividieron aleatoriamente en 4 lotes de
40 ejemplares. El primer lote recibié alimentacién sin decoquinato, mientras que los
lotes numero 2, 3 y 4 recibieron, respectivamente, alimentacion conteniendo
concentraciones (p/p) de decoquinato 0,001%, 0,003% y 0,009%. Los pollos fueron
infectados mediante la inoculacion por via oral oral al buche de 15.000 ooquistes
esporulados a las 3 semanas de edad. Siete dias después, se aislaron ooquistes del
ciego de los animales y se permitié su esporulacion segun las condiciones propuestas
por Raether et al. (1995).
Estudio de los complejos sinaptonémicos. Los complejos sinaptonémicos se
visualizaron mediante microscopia electronica de transmisién en muestras de 10*
ooquistes obtenidos de las aves de cada grupo segun lo descrito por Del Cacho et al.
(2001 y 2005).
Tasas de esporulacion. Las tasas de esporulacién se determinaron por recuento de
400 ooquistes a 400 aumentos a las 96 horas de comienzo del protocolo de
esporulacion.
Infectividad de los ooquistes: Se utilizaron tres lotes de 20 pollos de tres semanas de
edad. El primero recibié 10.000 ooquistes esporulados procedentes de los pollos no
medicados. El mismo numero recibieron los lotes segundo y tercero, pero procedentes
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de los ejemplares tratados con decoquinato a concentraciones 0,001% y 0,003%. Del
lote tratado con decoquinato a concentracion 0,009% no se pudieron obtener
suficientes ooquistes para abordar un protocolo de infeccion.
Analisis estadistico. Se aplico el Test de Duncan de rangos multiples, con nivel de
significacion p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se apreciaron diferencias significativas en el niumero de ooquistes recogidos
por individuo, en funcién de la concentraciéon de decoquinato con la que fue tratado
cada lote, siendo mayor en los ejemplares no medicados y reduciéndose al
incrementarse la dosis del coccidiostatico, como era de esperar.

La observacion de los cromosomas meio6ticos en los ooquistes recogidos del
lote no medicado no ofrecié ninguna reorganizacion cromosomica (fig 1.). Por el
contrario, aparecieron figuras de trivalentes (fig.2) y cuadrivalentes (fig 3), propias de
fendmenos de translocacion cromosémica, en los ooquistes recogidos en los lotes
tratados con decoquinato. Pese a las dificultades propias de la identificacion de
cromosomas mediante microscopia electrénica, la morfologia y tamafio de los
observados en estas figuras apunta a los cromosomas 5y 12 como los implicados en
las reorganizaciones. La tabla | recoge el nimero de observaciones de trivalentes y
tetravalentes efectuadas en cada uno de los lotes. Es de destacar que la proporcion de
figuras de reorganizacion cromosomica se incrementa al aumentar el porcentaje de
decoquinato en el alimento.

Los efectos mutagénicos que las quinolonas de uso antibiético producen en
bacterias han sido estudiados en profundidad mediante la aplicacion de tests basados
en diferentes cepas bacterianas (Sierra et al., 2005). Sin embargo, se desconocen los
posibles efectos mutagénicos del grupo de quinolonas de uso coccidiostatico. El
presente trabajo aporta pruebas de la posible aparicién en Eimeria de gametos de
dotacion genética desequilibrada como consecuencia de translocaciones
cromosOmicas asociadas a la utilizacion de decoquinato en las dosis habitualmente
empleadas en la profilaxis coccidiostatica. Las translocaciones pueden dar lugar a la
larga a gametos estériles, lo que podria explicar, al menos en parte, el efecto de estos
medicamentos alterando el proceso de esporulacion (Arakawa et al., 1991). Debe
tenerse en cuenta que la proporcion de ftrivalentes y tetravalentes observados
probablemente subestime la proporcidon real de reorganizaciones cromosémicas
existentes en las células. No obstante, las otras teorias acerca del modo de accion de
las quinolonas sobre el parasito no pueden descartarse.

Hasta la fecha, uno de los mecanismos mas conocidos de la acciéon de las
quinolonas de uso antibidtico es la inhibicion de las topoisomerasas |l bacterianas,
responsables de la reparacién de las roturas del DNA acaecidas durante su
replicacion. Recientemente se ha descrito el papel de las topoisomerasas Il en el
emparejamiento meioético de las cromatidas (lwabata et al., 2005). La presencia de
alteraciones cromosémicas en las meiosis de Eimeria asociada a la administracion de
una quinolona, aun diferente de las de uso antibiético, podria deberse a alteraciones
hasta ahora desconocidas de las funciones de las topoisomerasas eucarioticas, que
seria necesario estudiar en profundidad.
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Tabla I: trivalentes y tetravalentes observados en ejemplares alimentados con pienso
conteniendo diferentes proporciones (p/p) de decoquinato.

Origen de los ooquistes meiosis trivalentes tetravalentes
lote no medicado 200 0 0 (0%)
lote 0,001% decoquinato 200 7 (3.5%) 1(0,5%)
lote 0,003% decoquinato 200 24 (12%) 3 (1.5%)
lote 0,009% decoquinato 200 37 (18,5%) 5(2,5%)
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INTRODUCCION

En los ultimos afos, se han detectado multiples QTL para caracteres de calidad de
carne en porcino (Ovilo et al., 2000; Perez-Enciso et al., 2000). No obstante, la identificacion
de la mutacion causal de los QTL detectados es complicada debido al gran ndmero de
genes presentes en cada region cromosomica y al desequilibrio de ligamiento generado en
las poblaciones experimentales (Varona et al., 2005).

El objetivo del presente trabajo es detectar e identificar genes involucrados en el
metabolismo de los lipidos en porcino, mediante el analisis de expresion génica por
microarrays de oligébmeros porcinos en muestras de musculo procedente de animales con
niveles extremos para una combinacion lineal de parametros de colesterol y engrasamiento.
Esta aproximacion nos permitira definir un mapa de genes para niveles de colesterol y
engrasamiento en porcino, incrementando asi el conocimiento de la base genética de los
caracteres relacionados con la calidad de carne y la composicion de lipidos.

MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental

El material animal utilizado en el presente estudio procede de una linea comercial
Duroc con alto contenido de grasa intramuscular, utilizada en la produccion de jamén curado
de calidad. Con animales de esta linea se generd una poblacién experimental de 370
machos distribuidos en cinco familias de medios hermanos paternos. Estos animales fueron
castrados y controlados durante el periodo de cebo en el Centro de Control Porcino del
IRTA. Para los 370 individuos se midieron los niveles de lipidos plasmaticos a dos edades,
se registraron diversos caracteres relacionados con el grado de engrasamiento y la calidad
de la carne al sacrificio (sobre los 120 kg de peso vivo y 190 dias de edad), y posteriormente
se analizé el contenido y composicion de grasa intramuscular de los musculos Gluteus
medius 'y Longissimus dorsi en el Centro de Tecnologia de la Carne (IRTA-Monells).

En funcion de diversos analisis de componentes principales, se selecciond un indice
para clasificar a los animales en grupos extremos, tomando como criterio la maximizacion de
las diferencias entre grupos para una serie de caracteres relacionados con el metabolismo
lipidico, tales como la concentracion plasmatica de colesterol, lipoproteinas y triglicéridos, el
porcentaje de grasa intramuscular, y su composicion en acidos grasos. Finalmente, se
procesaron un total de 70 muestras de Gluteus medius correspondientes a los animales mas
extremos para parametros de colesterol y engrasamiento, tal y como se muestra en la Tabla
1.

Tabla1. Animales analizados en el experimento de hibridacion en microarrays

Linea N° animales
ALTA 35
BAJA 35

70

Extraccion de ARN y control de calidad

La extraccion, aislamiento y purificacion del ARN total de los animales seleccionados
se realizé con el kit RiboPure™ (Ambion). Debido al bajo rendimiento de extraccién de este
tipo de tejido fue necesario realizar dos extracciones para cada muestra para asi alcanzar
las concentraciones requeridas en el protocolo de marcaje e hibridacion.

— 444 -



La integridad y pureza del ARN extraido fue v
analizada mediante electroforesis en un equipo Bioanalyzer * |
(Agilent; Figura 1). Los valores RIN (RNA Integrity Number) »
obtenidos estaban comprendidos entre 6,7 y 8,9, indicando
la buena calidad de las muestras (Schroeder et al., 2006). N il
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Figura 1. Electroferograma calidad
ARN

Microarrays y control de calidad

Para el analisis en microarrays se utilizd el GeneChip Porcine Genome Arrays®
(Affymetrix) que contiene 21.105 sondas de 25 bases disefiadas a partir de secuencias
porcinas. Se realizé una hibridacion individual (no competitiva) para cada muestra. Una vez
escaneados los arrays, se obtuvieron las intensidades para cada una de las sondas.

Antes de procesar los datos, se realizd un control de calidad de los arrays con la
funcién “qc” del paquete Simpleaffy de Bioconductor (R). Esta funcién obtiene el factor de
escalado, los ratios de sondas 3’ y 5, el porcentaje de genes detectados, la estimacion de la
integridad del ADNc y la intensidad del background para cada array. De los 70 arrays
procesados, sélo dos de ellos fueron eliminados por no haber alcanzado el valor 6ptimo en
alguno de los parametros controlados (Wilson y Miller, 2005).

Analisis estadistico

Previamente al analisis estadistico se procedio a la correcciéon del background y la
normalizacién de los datos. Con este fin se testaron dos algoritmos de preprocesado,
MASS5.0 y RMA, dando mejor resultado el ultimo de ellos en cuanto a normalizacion global
de los datos

Una vez normalizados los datos mediante RMA, abordamos el estudio de la expresion
diferencial entre las lineas de ALTO y BAJO nivel de engrasamiento mediante dos métodos
distintos;

METODO- 1) Un test de t entre los niveles de expresion en las lineas de ALTO y BAJO nivel
de engrasamiento, realizado mediante el paquete RMA_Express y Analysis Array Tools
(http://stat-www.berkeley.edu/users/bolstad/RMAExpress/RMAExpress.html).

METODO- 2) Un andlisis bayesiano mediante un modelo mixto de varianza residual
heterogénea:

Yiu= A + G + T(G) + eju

En este modelo se establecié como efecto fijo el array (A) y como efectos aleatorios el gen
(G) y el tratamiento (T: linea ALTA o BAJA), jerarquizado a gen, siendo e el vector de
residuos. El analisis bayesiano del modelo se realizé6 mediante muestreo de Gibbs (Gelfand
y Smith, 1990). Asumiendo a prioris normales para la verosimilitud, G y T (efectos
aleatorios), y a prioris planas para A y los componentes de varianza. Se realizaron un total
de 100.000 iteraciones, descartando las 10.000 primeras iteraciones (burn-in).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos comparando los niveles de expresién en
Gluteus medius entre animales con niveles ALTOS vs niveles BAJOS de colesterol y
engrasamiento.
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Tabla 2. Genes cuyo nivel de expresion difirié significativamente entre los animales de la
linea ALTA y la linea BAJA, segun los dos analisis realizados.

Analisis N° genes con p-value < 107/10° N° genes con ratio >1,5
Testde t 1007 (p-value < 107) 140
Modelo mixto de varianza 500 (p-value < 107) 158

residual heterogénea

El test de t realizado utilizando el RMA_Express/Array Tools detectdé mas de 1000
genes cuya expresién diferencial tenia una significacion inferior a 10”7. De estos genes, 140
mostraban una expresion relativa 1,5 veces superior en la linea ALTA vs la linea BAJA.

En cuanto al analisis bayesiano considerando un modelo mixto, se obtuvieron 500
genes con un nivel de significacion inferior a 10°. De estos, 158 mostraban una ratio entre
clases mayor a 1,5 (Tabla 2).

Como se puede observar en la Tabla 2, los resultados obtenidos con los dos
métodos fueron consistentes. Es mas, comparando la lista de genes obtenidos, 152 de los
158 genes detectados con ratios superiores a 1,5 en el analisis 2 estan presentes entre los
genes con un nivel de significacion inferior a 107 obtenidos en el analisis 1, difiriendo
Unicamente en 6 genes.

De la gran mayoria de estos 152 genes se conoce su homénimo humano, lo que
hace posible predecir su funcién bioldgica. Asi, los genes altamente significativos y con
diferencias de expresion mayores a 1,5 estan relacionados con una variedad de funciones
tales como: el metabolismo de los lipidos, factores de transcripciéon y el procesamiento de
ARNmMm, Actualmente desconocemos la funcion en soélo 7 de estos 152 genes (4.5%).

El numero tan elevado de genes expresados diferencialmente en nuestro
experimento podria ser debido a la gran potencia estadistica alcanzada al trabajar con un
numero elevado de réplicas biologicas, que pueden ser interpretadas como medidas
independientes del mismo registro (Hwa Yard y Speed, 2002) (en este caso expresion
génica en musculo). Wolfinger y colaboradores (2001) atribuyen la obtenciéon de un numero
mas elevado de genes expresados diferencialmente al modelo mixto de varianza residual
heterogénea. Asimismo, el tipo de caracteres analizados, susceptibles de ser afectados por
numerosas vias metabolicas, también podria contribuir a la obtencién de un elevado numero
de genes diferencialmente expresados.

Por Ultimo mencionar que, a la luz de estos resultados y teniendo en cuenta la
funcién que pueda potencialmente afectar al engrasamiento muscular, se ha realizado una
seleccion de posibles genes para validar los resultados del experimento de microarrays
mediante PCR cuantitativa.
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INTRODUCCION

Los recientes avances tecnoldgicos en el campo de la expresion génica proporcionan un
marco de trabajo idoneo para determinar la base genética de los caracteres fenotipicos. No
obstante, técnicas como los microarrays de cDNA, generan bases de datos enormes con un
nivel de replicacion minima, lo cual requiere del desarrollo de métodos estadisticos
apropiados para abordarlas. Los modelos mixtos han sido recientemente adaptados al
analisis de microarrays (Wolfinger et al., 2001), y con ellos la asuncion de una distribucion
Gaussiana (simétrica) para los distintos efectos aleatorios del modelo se aplica
sistematicamente, sin cuestionarse su idoneidad en cada caso. Resulta dificil aceptar que
los niveles de expresion génica de los diferentes transcritos de un tejido determinado
puedan representar una distribucion simétrica. En el mismo sentido, la simetria en la
expresion diferencial de dos tejidos o estados metabdlicos distintos no es mas que una
asuncion simplista dentro de un amplio rango de de posibilidades. En este sentido, el
objetivo de este trabajo es el de modelar diferentes fuentes de asimetria en los modelos
mixtos para analisis de microarrays.

MATERIAL Y METODOS

Modelo de analisis

Tomando como punto de partida los datos generados a partir de microarrays de hibridacion

no competitiva, podemos asumir que un modelo basico de analisis seria:
y=Xa+Z,g+Z,d+e

donde y es el vector de registros de expresion génica, X es la matriz de incidencias para el

efecto de cada array (a), Z, es la matriz de incidencias para el efecto de los distintos genes

(9), Z, es la matriz de incidencias para los efectos de expresion diferencial jerarquizados a

gen (d), y e es el vector de residuos. Siendo p el numero de arrays, q el numero de
transcritos analizados, y asumiendo que los datos en y estan ordenados por gen dentro de
array, podemos definir la verosimilitud Bayesiana como:

plyja,g.d.R)~ N(Xa +Z,g+Z,dI®R)

siendo | una matriz identidad de dimensiones p x p, y R una matriz ¢ x q con ceros fuera de
la diagonal y las varianzas residuales para cada gen en los elementos diagonales (modelo
de varianzas residuales heterogéneas). Podemos asumir distribuciones a priori uniformes
para ay R, mientras que g y d representan dos fuentes potenciales de asimetria distribuidas

segun:
T (51 _laxo'i)z 1 Xfi
exps— . expy — — rax 6 =19d
6'. 27r0§ p{ 2U§ N2m P 2 {9 }

donde A; es el parametro de asimetria con distribucion a priori plana, y X;; es un

p(ﬁ‘o‘ﬁ,ﬂ(s)oc |

q
i=1
parametro auxiliar procedente de una distribucion normal estandar truncada en 0
(0<x5; <o0; Sahu et al., 2003). La inferencia sobre los distintos parametros del modelo se
efectuara a partir de muestreos iterativos de Gibbs estandares (Wang et al., 1994), con la
salvedad de X;; que sera un valor positivo procedente de una distribucion normal truncada

en 0.

! Trabajo realizado en el marco del programa “Juan de la Cierva” del Ministerio de Educacién y Ciencia.
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Ejemplo

El modelo descrito anteriormente se ha aplicado sobre datos de expresion génica en
fibroblastos de Homo sapiens (Hombre, n = 18), Gorilla gorilla (Gorila, n = 11) y Pan
paniscus (Chimpancé, n = 10), obtenidos mediante microarrays no competitivos (Human
Genome U95 Set, Affymetrix). La obtencion de este material experimental, procesado, y
resultados del analisis mediante metodologia estadistica estandar pueden consultarse en
Karaman et al. (2003). Los datos completos de expresion génica para cada array son de
dominio publico y pueden obtenerse en Gene Expres:on Omnibus® (referencia GDS340).
Después de descartar los loci con nivel nulo de expresion, el analisis se efectud sobre el
logaritmo neperiano de la expresion de 3.700 transcritos. Se realizaron tres analisis
paralelos para determinar la expresion diferencial entre Homo sapiens y Gorilla gorilla,
Homo sapiens y Pan paniscus, y Gorilla gorilla y Pan paniscus asi como el grado de
asimetria en la distribucién de efectos aleatorios del modelo. Para cada andlisis se lanzé
una unica cadena de 500.000 elementos, descartando los primeros 50.000 como burn-in
(Raftery y Lewis, 1992).

RESULTADOS Y DISCUSION

La implementacién de efectos aleatorios con distribuciones asimétricas en el analisis de
microarrays implica un avance metodoldgico substancial a la hora de modelar los registros
de expresion génica. Aunque la asuncion tipica de distribuciones normales simétricas para
ese tipo de efectos se fundamenta en el compromiso entre plausibilidad bioldgica y
simplicidad computacional, la inclusién de asimetria y el posterior analisis de los parametros
adicionales, resulta trivial, tal como se describe en el apartado de Material y Métodos.

El pardmetro 1 caracteriza el grado de asimetria de la distribucién, convergiendo a una
distribucion normal de media cero cuando A =0. Aunque la asimetria caracterizada por A
depende también de la varianza del efecto (Sahu et al., 2003), un valor de A positivo
incrementa la probabilidad a la derecha del valor modal, mientras que una A negativa tiene
el efecto inverso. Los analisis efectuados revelaron un grado substancial de asimetria
positiva en la expresion génica global (Tabla 1, Figura 1a), muy semejante en los tres
analisis, resultado que confirma nuestra hipdtesis de partida en cuanto a la asimetria de la
expresion del transcriptoma.

Tabla 1. Estimacion del parametro de asimetria para la expresion génica basal (4,) y la
expresioén diferencial ( 4,) en los distintos analisis.

ﬂ’g ﬂ“t
Moda HPD95 Moda HPD95
Homo sapiens vs. Gorilla gorilla 1,65 1,61a1,70 0,47 0,44 a 0,50
Homo sapiens vs. Pan paniscus 1,65 1,60a 1,70 0,44 0,42 a 0,47
Goirilla gorilla vs. Pan paniscus 1,64 1,58 a 1,68 -0,33  -0,37a-0,28

HPD95: Regién de maxima probabilidad posterior al 95 %.

La distribucion de la expresion diferencial en los distintos tejidos también fue asimétrica,
aunque de manera mucho mas moderada (Figura 1b). No obstante, resulta importante
destacar que este ejemplo se centrd en el mismo tejido aunque de especies distintas, lo cual
origina una variabilidad moderada de la expresion génica diferencial (Figura 1b). En este
sentido seria esperable obtener desviaciones mas importantes de la simetria en
comparaciones entre tejidos mas diferenciados, como seria el ejemplo clasico del analisis
entre células sanas y células cancerigenas. Aunque el analisis conjunto de miles de genes
aumenta la probabilidad de obtener una expresion diferencial equilibrada entre las dos

2 http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/
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especies analizadas, las desviaciones observadas sugieren que la sobre-expresion de
algunos genes en una especie no se ve nhecesariamente compensada por la sobre-
expresiéon del mismo numero de genes en la otra, al menos no con las mismas magnitudes
de expresion génica. Resulta curioso destacar que dada la asimetria de la distribucién,
existe mas expresion génica diferencial a nivel de fibroblastos en Gorilla gorilla o Pan
paniscus que en Homo sapiens, y en caso de comparar ambas especies de primates
africanos, la distribucion se desvia a favor del gorila.

Figura 1. Distribucién de las estimas obtenidas (media posterior) para los efectos aleatorios
de gen (a) y tratamiento dentro de gen (b) en el analisis Gorilla gorilla vs. Pan paniscus.

(@) (b)
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INTRODUCCION

El contenido y la composicion de la grasa intramuscular (GIM) en porcino son el resultado de
procesos biolégicos complejos, por lo que es dificil determinar qué genes y proteinas son los
responsables de su variaciéon. La identificacion de genes en animales se ha basado en
ensayar genes candidato por su funcion fisiolégica o en hacer un barrido de todo el genoma
mediante marcadores moleculares. Usando ambos procedimientos se han localizado
algunos QTLs asociados a la composicion corporal y en particular a las caracteristicas de la
GIM (Ovilo et al. 2002; Clop et al., 2003; Sato et al., 2006). Recientemente, con la aparicion
de microarrays especificos, se estan desarrollando nuevos experimentos basados en el
andlisis de expresion génica (Mullen et al, 2006). Otra linea de investigacion ha procurado
encontrar directamente indicadores fisioldgicos relacionados con la GIM, siendo quizas el
IGF-I (Suzuki et al., 2004) y las FABP (Damon et al., 2006) dos de los mas prometedores.
Este planteamiento, al igual que en el caso de los genes, no tiene porqué limitarse a un
indicador candidato, ya que existe la posibilidad de realizar barridos masivos de la proteinas
de un tejido mediante técnicas de protedmica. En este trabajo se presenta un experimento
disefiado para disponer de individuos divergentes para el contenido de GIM dentro de una
misma camada, con el fin de generar un material animal susceptible de ser utilizado en
estudios de expresion génica y protedmica. En particular, se discuten las diferencias
encontradas en el perfil fisiolégico del plasma sanguineo y en las caracteristicas de la carne
y del tejido adiposo entre medios hermanos maternos Du y DUxPi.

MATERIAL Y METODOS

Diseio del experimento

Se eligieron 11 99 al azar de un lote compuesto de unas 200 reproductoras Duroc para ser
inseminadas con mezcla de semen de un & Duroc y un & Pietrain. Se obtuvieron 7 camadas
con lechones de los dos tipos genéticos. A los 7 dias de edad los machos fueron castrados
(3Q) y durante el periodo de engorde se alimentaron ad libitum con un pienso comercial. Se
sacrificaron a los 187 dias de vida realizandose, a lo largo de todo el periodo de crecimiento,
10 controles de peso, 10 medidas de espesor de tocino dorsal y de la profundidad del m.
longissimus dorsi mediante PigLog®, 1 ecografia del m. longissimus dorsi, 7 extracciones de
sangre, 2 biopsias del m. longissimus dorsi y dos perfiles bioquimicos en sangre en dos
momentos simétricos (+ 10 dias) con respecto al destete. Sobre la canal se determiné el
contenido y composicion de la grasa intramuscular de los m. longissimus dorsi y m.
glutaeous medius. Se obtuvieron registros completos de 10 39 Du; 7 &9 DuxPi; 5 99 Du; 6
Q% DuxPi, que constituyen la base del presente trabajo.

Técnicas de analisis

El hemograma y la formula leucocitaria se realizd por contaje electrénico mediante el
sistema SYSMEX HST-430. La valoracion de los lipidos totales por el método de Zollner y
Kirsch. La dosificacion de lipoproteinas en sangre por Electroforesis sobre Gel de Agarosa.

“ Trabajo financiado por la CICYT (ref. proyecto: AGL2003-05361)

—450 -



El colesterol total se determin6é por el método Roeschlau & Allain (ref:. CHOLESTEROL
OSR6116, Olympus Diagnostica, Lismeehan, Ireland). Los triglicéridos por GPO-PAP
Trinder (TRIGLYCERIDE OSR6133, Olympus Diagnostica, Lismeehan, Ireland). La
sideremia por método tripiridiltriazina (IRON OSR6186, Olympus Diagnostica, Lismeehan,
Ireland). EI HDL-colesterol y LDL-colesterol por colorimetria enzimatica (HDL-
CHOLESTROL OSR6187, Olympus Diagnostica, Lismeehan, Ireland y LDL-CHOLESTROL
OSR6183, Olympus Diagnostica, Lismeehan, Ireland). Las proteinas totales por el método
de Biuret (TOTAL PROTEIN OSR6132, Olympus Diagnostica, Lismeehan, Ireland). EI
contenido y la composicidon de la grasa intramuscular se determiné por cromatografia
gaseosa (CG) en columna capilar, previa esterificacion metilica directa sobre el tejido (Rule,
1997).

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados por un analisis de varianza mediante el PROC GLM del
paquete estadistico SAS (S.A.S. Inst. Inc., Cary, North Carolina, USA) con un modelo que
incluyé el tipo genético, el sexo y su interaccion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para las caracteristicas de canal y grasa estudiadas (Tabla 1), el efecto del tipo genético ha
predominado claramente sobre él del sexo, no habiéndose detectado ninguna interaccion
significativa entre ambos (p<0.05). Durante todo el periodo de crecimiento el peso de los
animales cruzados fue superior al de los Duroc, llegandose a diferencias de casi 20 kg en el
momento del sacrificio. En cuanto a la composicion tisular, el cruce DuxPi presenté un 5,2%
mas de magro que los animales Duroc puros, mientras que en el contenido de GIM las
diferencias fueron en sentido contrario, presentando los animales Duroc un 3.7% mas de
GIM. En el musculo glutaesus medius las diferencias en GIM van en el mismo sentido pero
no fueron significativas (p<0.05). Las diferencias entre tipos genéticos en cuanto a
composicion de la grasa, se explican por el mayor grado de engrasamiento general de los
animales Duroc. No hay diferencias en el contenido de acidos grasos saturados (SFA) y
monoinsaturados (MUFA) pero si en los polinsaturados (PUFA), cuyo contenido es menor en
el tipo Duroc, debido probablemente a una mayor tasa de sintesis endégena de grasa.

Tabla 1. Caracteristicas de la canal y de la grasa intramuscular por tipo genético y sexo.

Du DuxPi QQ 32
Peso vivo 180 dias (kg) 101.22 120.62  *** 107.68 11417 ns
Peso canal (kg) 75.80 93.67  *** 82.32 87.15 ns
% magro 47.54 52.76  *** 51.54 48.76 ns
% GIM m. glutaeus medius’ 12.31 1015 ns 10.33 1213 ns
% GIM m. longissimus® 11.06 7.33 8.57 982 ns
% SFA m. longissimus 43.47 42.09 ns 4117 44 .40 *
% MUFA m. longissimus 40.44 38.22 ns 39.28 39.37 ns
% PUFA m. longissimus 16.07 19.68 ** 19.54 16.21 *

! Expresado sobre materia seca. *** p<.0001; ** p<0.01; *p<0.05

No se han encontrado diferencias entre genotipos ni en el hemograma ni en la formula
leucocitaria a los 28 dias, lo que refleja un grado alto de uniformidad en el estado sanitario
general de los animales. En la Tabla 2 se detalla el perfil bioquimico en sangre a los 28 dias
en ambos tipos genéticos. La concentracion plasmatica de proteinas totales fue superior en
los cerdos DuxPi en relaciéon con los Du. Respecto a las variables mas directamente
relacionadas con el metabolismo de las grasas, se han registrado valores ligeramente
superiores a los de otros experimentos sobre la misma poblacién (Pena et al., 2006). Cabe
destacar niveles superiores de triglicéridos y quilomicrones en los animales Du y valores
superiores de LDL-colesterol en los animales DuxPi. Por el contrario, no se han hallado
diferencias significativas entre tipos genéticos en HDL-colesterol, colesterol, lipidos totales,
alfa-lipoproteinas, beta-lipoproteinas y prebeta-lipoproteinas. Ello anima a lanzar la hipotesis
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de que las diferencias entre estos dos genotipos respecto al metabolismo lipidico, podrian
estar mas relacionadas con los mecanismos que regulan la absorcion de los lipidos que con
las fases posteriores del mismo.

El experimento ha permitido obtener animales genéticamente divergentes para la
composicion corporal con un minimo de variacion genética y ambiental. La diferencia entre
tipos genéticos del experimento para el porcentaje de magro y GIM ha sido de al menos una
desviacion tipica genética de la observada para estos caracteres en la poblacién Du de
referencia y aproximadamente el doble del rango esperable dentro de camada. Con el banco
de datos biologico obtenido, en este momento se estan desarrollando estudios de
comparacion de perfiles protedmicos (Tor et al, 2007) y de expresiéon génica, con los que
identificar biomarcadores expresados diferencialmente en ambos tipos.

Tabla 2. Perfiles bioquimicos del plasma sanguineo por tipo genético a los 28 dias de vida.

Du Du x Pi
CONCENTRACIONES EN SANGRE
Glucosa g/l 0.86 0.81 ns
Colesterol g/l 1.2 1.42 ns
Triglicéridos (g/l) 1.15 0.90 *
Hierro (mcg/dl) 144 124 ns
Lipidos totales (g/l) 4.31 4.33 ns
HDL-colesterol (g/l) 0.44 0.40 ns
LDL-colesterol (g/l) 0.53 0.78 *
Proteinas totales (g/l) 51.55 55.83 o
DOSIFICACION LIPOPROTEINAS
Quilomicrones (%) 493 3.42 >
Beta-Lipoproteina (%) 44.89 45.54 ns
Prebeta-Lipoproteina (%) 16.31 16.84 ns
Alfa-Lipoproteina (%) 33.84 34.18 ns

% < 0001; ** p<0.05; *p<0.1
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INTRODUCCION

La proteémica, entendida como el analisis sistematico y a amplia escala de las proteinas
expresadas por un genoma, puede ayudar a profundizar en las bases de la fisiologia y en la
localizacion de marcadores utiles en mejora genética animal. Seguramente el enfoque
protedmico mas frecuente consiste en la digestién previa de la mezcla proteica compleja,
seguida de separacion cromatografica y de la secuenciacion de los péptidos diferenciadores
mediante espectrometria de masas en tandem. Cuando las diferencias entre muestras son
claras, a nivel de presencia/ausencia de un péptido, la eleccion de los peptidos a secuenciar
sencilla, puesto que el interés se centra en aquellos que se expresan Unicamente en uno de
los tratamientos. Cuando las diferencias son de nivel de expresion, es necesaria la
cuantificacion previa de los perfiles, para detectar cuales son las sefales proteicas de
interés (Listgarten et al, 2007). En la actualidad existen diversas estrategias en ese sentido
(Wiener et al. 2004) y en los dos ultimos afios han surgido diversas aplicaciones
informaticas para el tratamiento tridimensional de este tipo de perfiles. En este trabajo se
presentan resultados preliminares de un estudio de perfiles proteémicos de plasma
sanguineo, realizados en dos tipos genéticos porcinos divergentes para el contenido de
grasa intramuscular (GIM). El objetivo es optimizar los parametros de trabajo para la
realizacion, cuantificacion y alineamiento de los perfiles protedmicos y evaluar su
repetibilidad.

MATERIAL Y METODOS

Perfiles proteémicos

Se ha obtenido plasma sanguineo de cerdos de dos tipos genéticos (Du y DuxPi) obtenidos
segun el protocolo descrito en Tor et al. (2007). El primer pool se constituyé con muestras
equirepresentadas de plasma de 6 cerdos Du y el segundo pool con 6 muestras de cerdos
DuxPi, cada uno de ellos medio hermano de uno del primer pool. De cada pool se realizaron
dos digestiones distintas (E y B pool Du; H y | pool DuxPi). La deplecién previa de la
albumina e inmunoglobulinas de la muestra se realizé mediante el sistema ProteoPrep®
(ref.. PROTBA, Sigma, St. Louis, MO, USA). La cuantificacién del contenido proteico del
suero depletado se realizd mediante un método basado en sal de tretrazolio (ref.: 77371,
Fluka, Buchs, Switzerland). La digestion de las muestras se realiz6 mediante una solucién
acida de tripsina (Trypsin proteomics grade, product code T6567, Sigma, St. Louis, MO,
USA), a una relacion enzima sustrato de 1:50. La mezcla de pépticos resultante se liofilizd y
guardo congelada a -80°C hasta el momento de su analisis. Previamente a la inyeccién de la
muestra en el sistema HPLC/MS se reconstituyé la muestra y se filir6 mediante filtro
Vivaspin 500 (50 kDa) a 12.000 x g durante 30 minutos a 20 °C. La separacion
cromatografica se realizd mediante un sistema 2D-HPLC. Para ello se utilizaron dos
columnas conectadas en serie. La primera de intercambio i6nico fuerte (SCX;
PolySULFOETHYL A, 200x2.1mm; 5um; 300A;Columbia, USA) y la segunda de fase inversa
(RP; Symmetry300 C4; 2,1x150mm; 5um; 300A; Milford, USA). La elucién de la columna

* Trabajo financiado por la CICYT (ref. proyecto: AGL2003-05361)
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SCX se realiz6é en 10 etapas de 30 minutos de duracién (de 0 a 500 mM CH3COONH4). A
cada etapa de la primera columna le corresponde un ciclo de elucion de la columna RP
mediante un gradiente agua-ACN (95/5 a 0/100 %) durante 30 minutos.

Herramientas bioinformaticas

La comparacion cualitativa bidimensional de los perfiles se ha realizado mediante el
programa Msight 1.0 (Swiss |Institute of Bioinformatics, Geneva, Suiza.
http://expasy.org/Msight/ ). Para el alineamiento y cuantificacién de los perfiles se han
utilizado los paquetes MZMine 0.60. (VTT Technical Research Centre of Finland y
Computational Systems Biology Research, Turku. http://mzmine.sourceforge.net/ ) y
msinspect 1.0.1 (Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, USA.
http://proteomics.fhcrc.org/ ).

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Figura 1 se presenta un perfil protedbmico de plasma sanguineo segun la metodologia
descrita anteriormente. Se obtienen 10 secciones distintas correspondientes a cada una de
las fases del sistema 2D-HPLC. En el eje de abscisas se presenta la relaciéon m/z y en el de
ordenadas el tiempo de retencion en la columna RP. Se observa cierta heterogeneidad entre
secciones, tanto en la distribucion de los péptidos como en el ruido de fondo, lo cual dificulta
el procesado de los mismos.
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Figura 1. Estructura bidimensional de un perfil proted6mico y detalle tridimensional. Cada una
de las 10 secciones del perfil corresponde a una fraccién de la columna SCX eluida en la
columna RP.

En la Figura 2 se presenta la distribucion de los perfiles correspondientes a las digestiones E
(DU) y H(DuxPi), alineados y cuantificados con aplicaciones bioinformaticas distintas:
MzMine y mslinspect. Se esperaria a priori que las dos aplicaciones llegaran al mismo
resultado, pero tal como se observa en la figura aparecen diferencias notables, tanto en la
distribucion de los picos como en sus intensidades. Ambos programas utilizan algoritmos
distintos para la cuantificacion y alineamiento. Estos requieren de una optimizacién empirica
de diversos parametros, que puede condicionar los resultados finales. En la Figura 3,
utilizando ya Unicamente la aplicacion MzMine, se presenta la distribucion de las cuatro
digestiones agrupadas dos a dos. Cabe destacar que, cuando se comparan perfiles dentro
de pool (casos EB y HI), el numero de pares alineados (620 y 318 respectivamente) es muy
superior a cuando se alinean perfiles de pools distintos (53 pares aproximadamente).
Ademas la correlacion entre las abundancias de los picos alineados es también superior, del
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orden de 0,7 vs. 0,4. La variabilidad observada dentro de pool es debida al método analitico
y atribuible en gran parte al proceso de digestion enzimatica de la muestra.
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Figura 2. Scatterplots de una digestion del pool DU(E) y una digestion del pool DuxPi (H).
Datos de la seccion 3 cuantificados y alineados mediante MZmine y msinspect.
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Figura 3. Scatterplots de 2 digestiones del pool DU (E, B) y dos digestiones del pool DuxPi
(H, 1). Datos de la seccion 3 y cuantificados y alineados por MZmine.

Tanto la metodologia de preparacién de la muestra como el método de cuantificacion y
alineamiento afectan a la repetibilidad de los perfiles obtenidos. La gran complejidad del
proteoma hace muy dificil que los perfiles proteémicos obtenidos sean completos y estos
dependen, en gran medida, de la metodologia empleada en su realizacion, alineamiento y
cuantificaciéon. Es por tanto fundamental tenerla en cuenta en la interpretacion de resultados.
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INTRODUCCION

El enzima acetil-CoA carboxilasa o (ACC-a) desempefa un papel fundamental en el
metabolismo de los acidos grasos, catalizando la formacién de malonil-CoA a partir de
acetil-CoA que, a su vez, actua bien como intermediario en la sintesis de novo de los acidos
grasos de cadena larga, bien como sustrato de los enzimas de elongacion acil-CoA. El gen
ACACA, responsable de la sintesis de este enzima, se localiza en el cromosoma 12 porcino
(Calvo et al., 2000), en una regién en la que se ha detectado un QTL significativo para la
composicién en acidos grasos (Mufoz, 2005). El objetivo de este trabajo ha sido la
identificacion de polimorfismos presentes en dicho gen y el estudio de su asociacion con
caracteres de composicion de acidos grasos en los animales F2 del cruce Ibérico x
Landrace.

MATERIAL Y METODOS

Secuenciacion del gen ACACA: La extraccion del RNA total se hizo a partir de muestras
de higado de dos cerdos Ibéricos (linea Guadyerbas) y ocho Landrace, utilizando Tri
Reagent (Sigma Aldrich Chemie, Germany), y posteriormente se llevé a cabo Ila
retrotranscripcion con hexameros aleatorios y Superscript™ || Reverse Transcriptase
(Invitogen Life Technologies). A partir del alineamiento de las secuencias del gen ACACA
disponibles para humano, ratén y bovino, se disefiaron 16 parejas de cebadores (Tabla 1)
para amplificar fragmentos solapados que abarcan la region codificante del gen en su casi
totalidad (6945 pb). Las reacciones se realizaron en volumenes de 25 pl, con tampén de
PCR 1X, concentracién de MgCl, especifica de cada pareja de oligonucledtidos (Tabla 1),
200pM de dNTPs, 0,5um de cada cebador, 0,5 U de Tth (Biotools) y 2 ul de cDNA. El perfil
térmico utilizado fue 94° - 5 min, seguido de 40 ciclos de 94° - 30 seg, temperatura de
hibridacién, especifica de cada pareja de cebadores (Tabla 1) — 30 seg, 72° - 45 seg y una
extension final a 72° - 10 min. Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados en
un secuenciador automatico (ABI 3730) empleando el kit Big Dye Terminador v3.1 (Applied
Biosystems).

Genotipado de SNPs: El polimorfismo C/T detectado en la posicion 5634 (codén 1878) del
exon 46 de este gen (referido a la secuencia humana ENSG00000132142) se genotipo
mediante un protocolo PCR-RFLP Ms/ I. Para ello se disefid una pareja de cebadores
ACAex46F 5-GTGTACACCTCCAATAACCAG-3’ y ACAex46R 5'-
GTAAGACAGCCAGTGCAGGACAGT-3' que permite la amplificacion de un fragmento de
120 pb. El patron de restriccion del alelo C corresponde a una sola banda de 120 bases
mientras el del alelo T presenta dos bandas de 73 y 47 bases, respectivamente. Se
genotiparon 33 animales FO, 70 F1 y 418 F2 del cruce experimental Ibérico X Landrace
(Clop et al., 2003) con registros para la composicion en acidos grasos.

Analisis estadistico: Para la construccién del mapa de ligamiento se ha incorporado el
genotipo del SNP ¢.5634C>T como marcador a la informacion previa (Fernandez et al.,
2006) y se ha utilizado la opcién “build” del programa informatico CRI-MAP version 2.4
(Lander y Green, 1987).

Para los analisis de deteccion de QTLs y de asociacion asistida por marcadores se utilizaron
respectivamente los siguientes modelos estadisticos:
yi=sexo;+lote;+Bcovitac,+tdcyitu;+e; (1)
yi=sexo;+lote;+Bcovitac,+tdci+tghitu;+e; (2)
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donde y; es el porcentaje de un acido graso en la grasa dorsal del animal i, cov; es la medida
de profundidad de grasa dorsal entre la 32 y 42 costillas utilizada como covariable y B el
coeficiente de regresion correspondiente, a y d son los efectos aditivo y dominante del QTL
mientras que ¢, = Pr(QQ) - Pr(qq) vy cs = Pr(Qg), siendo Pr(QQ), Pr(Qq) y Pr(qq) las
probabilidades de ser homozigoto para el alelo de origen Ibérico, heterozigoto o homozigoto
para el alelo Landrace, respectivamente. En el modelo 2, g es el efecto de sustitucion del
polimorfismo analizado del gen ACACA, siendo A; el niumero de copias del alelo C. La
significacion estadistica nominal de los efectos se calcul6 comparando los correspondientes
modelos completo y reducido mediante la aproximacion y? al cociente de verosimilitudes
(LRT). Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa QxPak (Pérez Enciso y
Misztal, 2004). Para los resultados de deteccién de QTL se calcularon los umbrales de
significacion cromosomicos al 0.1, 1y 5% (Nezer et al., 2002).

Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacion del cDNA y secuenciacion.

Cebadores  Secuencia (5 »3?) T2 Hibridacién  MgCl,(mM)  Tamaiio
ACA1F TTCATAATAGGTTCTGTGTCT 51 1,5 514
ACA1R CATTTGCATAGTTGTTGTTGTTT

ACA2F CAGTGAAATGCATGCGGTCTATCC 56 1,5 505
ACA2R AGCCCATCATCCACATCTTTCACA

ACA3F CCCAGGAGCTATATGAAAAAGGTT 55 2,0 539
ACA3R CTGTGCTGCGGGGAGATTGAC

ACA4F2 CAGGATGGCAGCTTCTACTTTC 53 1,5 584
ACA4R2 GCCCGTACTTTTTCTGCTAT

ACAS5F GTTTGGTCACTGCTTTTCTTG 52 2,0 472
ACA5R TCCACCGTCACTCAGCCGATGTA

ACAGF GTCCCCGAACTCCTACG 50 2,5 572
ACAG6R TCACCCTGCTGCTAAAGAA

ACATF GCCACGGATCCAGAGCACA 56 2,5 470
ACA7R GCCGCAGCAGGTCCATCA

ACAS8F TGTCAGTTTCCCAGCCAGCAGATT 55 1,5 622
ACA8R TGTGATAGAAGAAGTTTGGTAGGA

ACA9F TTCGCCATAACCAAGTAGAGT 53 2,0 543
ACA9R CATAAAGAGACGTGTGACCT

AC10BF GGATGGGCGGAATGGTCTCTT 59 2,0 652
AC10BR AGCCGTTCCCCTTCATTCTGTAG

ACA11F TGTTCGTGCAATCATCAGAC 55 2,0 743
ACA11R CCGGACTTTTAAGGGACATTTT

ACA21F GGAGACAAACAGGGACCATTACAT 56 2,0 536
ACA21R TCTACCCAGGCCACGTGAAACATA

ACA22F ACCCCAGGAGGATGTGCTATTTCT 58 2,5 568
ACA22R GGTGACCCCGTTGTTGTGC

ACA23F CATTGGGATTGGGGCTTACCT 60 2,5 569
ACA23R CCTGCTGGATTATCTTGGCTTCA

ACA24F CCCGTGGGAGTAGTTGCCGTAA 62 2,0 721
ACA24R GCCGCCTCAGCCGCCAGTA

ACA25F AGTTCCTCCTCCCCATCTACCAT 57 2,5 524
ACA25R CTACGTTGAGGGCGAGTCCAT

RESULTADOS Y DISCUSION

El alineamiento de las secuencias de la region codificante permitio la deteccion de 15 SNPs
en los exones 42, 45, 46, 47, 48, 50, 51, 52, 54 y 55, todos ellos sinénimos. En el SNP
genotipado (c.5634C>T), el alelo c.5634C esta fijado en los parentales Ibéricos, mientras
que su frecuencia en la linea Landrace es 0.43 y 0.69 en los animales F2. El mapa de
ligamiento del cromosoma 12 mostré un tamafio de 111,7 cM y el gen ACACA se localizé en
la posicion 75.6 cM (FASN-2.1-S0143-29.5-GH-2.7-SW1307-16.3-SW874-7.7-GIP-10.8-
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SWR1802-ACACA-20.0-S0106-16.2-SWR1021). Los analisis de deteccion de QTLs
confirmaron la presencia en este cromosoma de tres QTLs: QTL1) alrededor de la posicién
10 cM afectando al porcentaje de acido miristico (C14:0), QTL2) entre 20 y 30 cM afectando
al porcentaje de los acidos palmitico (C16:0), linolénico (C18:3 n-3) y gadoleico (C20:1 n-9)
y QTL3) en la posicién 76 cM, entre los marcadores SW874 y SWR1802, altamente
significativo para el acido palmitoleico (C16:1 n-9) y muy significativo para los acidos
estearico (C18:0) y vaccénico (C18:1 n-7). En este caso el alelo Ibérico incrementaria el
contenido de los dos acidos grasos monoinsaturados, reduciendo el porcentaje de estearico.
La localizacién del pico maximo del QTL3 coincide con la posicién establecida para el gen
ACACA (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis de los efectos del QTL3 y del polimorfismo ACACA:c.5634C>T sobre
diversos acidos grasos, utilizando los modelos 1y 2.

QTL SNP
Caracter  Mod. cM__LRT' ___ a(SE) d (SE) LRT P 9aca (SE)
cle1(n-9) 1 73 1982 0.10(0.03) -0.13(0.04)

2 71 1040 0.06(0.04) -0.12(0.04) 1326 0.27x10° 0.12(0.03)
C18:0 1 76 1189 -0.35(0.10) .

2 75 291 -0.25(0.15) - 8.88  0.29x10% -0.31(0.10)
C18:1(n-7) 1 76  12.81 0.09(0.03) -
2 0 437  0.05(0.02) - 11.60  0.66x10°  0.09 (0.03)

T Umbrales de significacion cromosémicos al 0.1, 1y 5%: 18.95, 14.33 y 11.07 (2 g.l) y 15.63, 11.30 y
8.31(1g.l)

El empleo del test de asociacién asistido por marcadores (modelo 2), que incluye los efectos
del QTL y del gen candidato, con el objetivo de reducir la proporcién de falsos positivos
debidos al posible desequilibrio de ligamiento entre ambos (Zhao et al., 2003). Los
resultados se muestran en la tabla 2. Se observan efectos significativos del polimorfismo
sobre los acidos palmitoleico, estearico y vaccénico, mientras que no se detectan los efectos
significativos del QTL3 que previamente habian sido localizados con el modelo 1. Estos
resultados apoyan la implicacién del gen ACACA en la variabilidad de caracteres de
composicidon en acidos grasos: el alelo ¢.5634C aumenta el porcentaje de los acidos
palmitoleico y vaccénico, disminuyendo el del acido estearico. Sin embargo tanto la
sustitucion analizada como las restantes mutaciones detectadas resultaron sinénimas, por lo
que no podemos proponer ningin QTN. Como tareas inmediatas, se ha iniciado la busqueda
de polimorfismos en las regiones 5UTR, 3'UTR y promotoras. Por otro lado no puede
descartarse la posibilidad de que la mutacién causal se localice en una regién intrénica o en
algun otro gen en desequilibrio de ligamiento.
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INTRODUCCION

La acetil-CoA carboxilasa a (ACACA) es un enzima que cataliza el primer paso de la
biosintesis de acidos grasos de cadena larga, constituyéndose en uno de los principales
enzimas reguladores del proceso de formaciéon de malonil-CoA. El malonil-CoA es utilizado
como sustrato de la sintasa de acidos grasos, enzima que cataliza la formaciéon de los
acidos grasos de cadena larga (Mao et al., 2003). El enzima ACACA se expresa de forma
ubicua, observandose elevados niveles en tejidos lipogénicos como por ejemplo el higado,
el tejido adiposo y la glandula mamaria en lactacién. La expresion de la ACACA esta
regulada por factores relacionados con la edad (Scott et al., 1981), la dieta (Gerfault et al.,
2000, Kouba et al., 1998) y los niveles hormonales (Liu et al., 1994), entre otros.

El gen ACACA porcino fue localizado en el cromosoma 12 por Calvo et al. (2000),
aunque todavia no se ha publicado su secuencia ni se ha descrito la existencia de
polimorfismos. La caracterizaciéon estructural del gen ACACA porcino constituira un primer
paso para comprender mejor la base molecular de los distintos factores que regulan su
expresion, asi como para determinar si existen mutaciones que afecten a la variabilidad de
algun caracter de importancia econémica en esta especie doméstica.

MATERIAL Y METODOS

Material animal y datos fenotipicos. El material animal utilizado pertenece a una linea
comercial Duroc, a partir de la cual se generd una poblacién experimental de 368 machos
castrados, distribuidos en 5 familias de medio hermanos paternos. Para todos los individuos
se midieron los niveles de lipidos plasmaticos a dos edades, 45 dias y el dia anterior al
sacrificio (en torno a 190 dias). Se analizaron de forma simultanea las concentraciones
plasmaticas de colesterol total (CT) y de triglicéridos (TG) con un autoanalizador Technicon
(Technicon Instruments, Tarrytown, NY). La concentracion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) se determiné mediante la precipitacion selectiva de lipoproteinas que
contienen apo B. Los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL) se calcularon de
acuerdo con la ecuacion de Friedwald et al. (1972).

Extraccion de DNA y secuenciacion del gen ACACA. Se ha realizado la extraccién de
DNA de los 368 individuos G, y los 5 machos parentales de una poblacién comercial Duroc
mediante el protocolo descrito por Ramirez et al. (2003). Con la finalidad de secuenciar la
region codificante del gen ACACA se amplificaron y secuenciaron 8 fragmentos solapados
que abarcan aproximadamente 7,4 kb de la misma. Concretamente, se secuencié la regién
codificante del gen ACACA en 10 cerdos Duroc con niveles de colesterol altos (98-105
mg/dL, N = 5) y bajos (60-66 mg/dL). Ademas, también se analiz6 un individuo de cada una
de las siguientes razas: Large White, Landrace, Meishan x Ibérico, Piétrain e Ibérico. Los
oligonucleétidos se disefiaron empleando como molde el alineamiento de las secuencias
ortélogas del gen ACACA en humano y ratén (ver Tabla 1). Se ha utilizado el programa
Multalin para ensamblar las secuencias de los distintos fragmentos amplificados y construir
una secuencia consenso.

Genotipaje de polimorfismos en las generaciones parental y G,;. La informacién
generada a partir del anadlisis de las secuencias ACACA porcinas se ha utilizado para
detectar SNP que estuviesen segregando en la poblacién Duroc objeto de estudio. Se han
puesto a punto distintas técnicas para genotipar los 368 individuos mas los 5 machos
parentales para un total de 13 SNP. Se ha utilizado la técnica de Primer Extension Analysis
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para genotipar los SNP T542C, G1633A, C1878T, C1915T, G2023A, A2075G, C2213A,
G2227T, G7060A y A7140T, mientras que para genotipar los SNP G1702T, T1703G y
T1732C se ha utilizado la técnica de pirosecuenciacion que posibilita el genotipado
simultaneo de varios SNP localizados en un mismo exén y a corta distancia el uno del otro.
Los protocolos de genotipaje se hallan descritos en Gallardo (2005).

Analisis de asociacion con los niveles de lipidos plasmaticos. A partir de los
genotipados disponibles para los animales de la poblacion LIPGEN, se realizé un primer
andlisis de asociacién de los polimorfismos del gen ACACA con las concentraciones de
lipidos plasmaticos. Los modelos utilizados para el analisis fueron los siguientes:
i = M + familia; + granja; + lote, + B covi + g + €j (1)
yi = W + familia; + granja; + lote, + B covy + gi(familia;) + ejq (2)
donde:
yik es el fenotipo analizado, en nuestro caso las concentraciones plasmaticas de CT, HDL,
LDLy TG, a 45y a 190 dias de edad;
familia; es la familia de medio hermanos paternos a la que pertenece el individuo;
granja; y lotex son los efectos fijos granja de origen y lote de engorde. La granja de origen
sblo se considero para las medidas plasmaticas a 45 d de edad;
covji es una covariable (edad para las medidas de HDL y LDL a 45 dias y TG, y peso al
sacrificio para las medidas CT, HDL y LDL a 190 d).
g1 es el efecto del genotipo para el polimorfismo analizado del gen ACACA.

Estos andlisis se realizaron a dos niveles: (1) en el conjunto de la poblacion y (2)
dentro de familias de medio hermanos paternos para evaluar el posible desequilibrio de
ligamiento dentro de familia. En todos los casos se estimaron y analizaron las diferencias
entre las LSmeans de los distintos genotipos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Secuenciacion de la regién codificante del gen ACACA. Se ha obtenido una secuencia
de aproximadamente 7,4 kb del cDNA ACACA, de los cuales 7.041 pb corresponden a la
region codificante. La comparacion de la secuencia del cDNA ACACA en los 15 individuos
secuenciados ha permitido identificar 23 SNP sin6nimos, de los cuales 13 estan segregando
en nuestra poblaciéon Duroc. Veinte de los SNP son exdnicos mientras que los tres restantes
se hallan localizados en la regién 3'UTR. Actualmente, se ha finalizado el genotipaje de los
polimorfismos T542C, G1633A y T1732C en la poblacion Duroc, mientras que el de los SNP
C1878T, C1915T, G2023A, A2075G, C2213A, G2227T, G7060A y A7140T aun esta en
curso. Los SNP G1702T y T1703G no se han genotipado por no ser informativos en la
generacion parental.

Estudio de asociacion entre los polimorfismos del gen ACACA y caracteres
relacionados con el metabolismo lipidico. El andlisis de asociacion de los SNP 542, 1633
y 1732 ha demostrado la existencia de 3 haplotipos mayoritarios segregando en nuestra
poblacic’)n: T542-G1533-T1732, T542-A1633-C1732 y 0542-G1533-T1732. El analisis realizado para
estimar el efecto de los genotipos de los SNP 542, 1633 y 1732 sobre los caracteres CT,
HDL, LDL y TG ha evidenciado la ausencia de efectos significativos a los 45 dias de edad,
en que los factores de origen ambiental tienen un efecto mucho mas relevante sobre la
variacion de estos caracteres. En cambio, a los 190 dias se obtuvieron diferencias
significativas para CT y HDL asociadas al genotipo para los polimorfismos 1633 y 1732 en el
conjunto de la poblacién, resultados que fueron practicamente idénticos para ambos SNP al
existir un desequilibrio de ligamiento practicamente total entre ellos. La Tabla 2 muestra las
LSmeans para los distintos genotipos del SNP 1633. Estos resultados no siempre se
mantuvieron en los analisis dentro de familia de medio-hermanos con el macho parental
heterocigoto (resultados no mostrados en las correspondientes tablas), posiblemente debido
a la limitada potencia de los andlisis.

La ACACA es un enzima limitante en la sintesis de lipidos, por lo que resulta mas
que esperable encontrar asociaciones con caracteres relacionados con el metabolismo
lipidico. Nuestros resultados parecen sugerir, aunque no de modo concluyente, que la
variabilidad genética del gen ACACA se halla asociada a la variacion fenotipica de las
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concentraciones plasmaticas de CT y HDL. Sin embargo el hecho de que todos los SNP
analizados sean sinénimos indicaria que la mutacién causal se halla en desequilibrio de
ligamiento con los mismos. Dicha mutacién podria estar situada en alguna de las regiones
del gen ACACA que aun no han sido secuenciadas (p.e. regiones promotoras, zonas
intrénicas, regiones 5’ 0 3° UTR, etc.), o incluso en algun otro locus préximo. En este sentido
prevemos que los futuros analisis considerando los haplotipos para varios polimorfismos del
gen ACACA y otros marcadores proximos permitan arrojar mas luz sobre estas cuestiones.
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Tabla 1: Oligonucleétidos usados para la amplificacién y secuenciacion de la region
codificante del gen ACACA.

Primer Exon/Tamario Secuencia (5'—>3’)
ACC-0-FW 2a3 GGATATCTGCTCAGACAATAAGAATTATAAG
ACC-0-RV (285-pb) TCATGTGTAAGGCCAAGCCA
ACC-1-FW 3a13 CTGGAGCTGAACCAGCACTC
ACC-1-RV (1370-pb) CCCATGGCAATCTGGAGCTG
ACC-2-FW 11a24 TGCTACTCCAGCAGTATTTGAACA
ACC-2-RV (1779-pb) ATCACCACAGCCTTCATGTG
ACC-3-FW 22 a38 GTTTCCCAGCCAGCAGATTG
ACC-3-RV (1604-pb) AGTCAGTCCGGACATTTGTATTG
ACC-4-FW 37 a46 GTGGGCACAGAAGTGACAGA
ACC-4-RV (1398-pb) GTTGTGCATGATCTGGATGC
ACC-5-FW 45 a 54 ACTGGGACAGAGAACCATCCA
ACC-5-RV (1393-pb) TCTTCTTGACCAGGTCCTCCA
ACC-6-FW 52 a 55 GGTTATTAACGACATCCTGGATTGGAA
ACC-6-RV (329-pb) CCTGGACCAAGCTGCGGAT
ACC-7-FW 55a3UTR CTTGGTCCAGGCCAA
ACC-7-RV (417-pb) TGTACCTTTCATTGCCTTC

Tabla 2: LSmeans (error estandar) de las concentraciones plasmaticas de colesterol total
(CT), lipoproteinas de alta (HDL) y baja (LDL) densidad, y triglicéridos (TG) a 190 dias de
edad para los distintos genotipos del SNP 1633 del gen ACACA.

cT HDL LDL TG
GG N=136 128,43% (2,50) | 53,03" (0,97) 64,72 (1,95) 52,33 (2,31)
AA N=34 116,33°% (4,75) | 47,44° (1,85) 60,03 (3,72) 45,13 (4,38)
GA N=126 126,19 (2,37) | 50,83" (0,93) 65,27 (1,86) 50,58 (2,20)

(*) superindices distintos indican diferencias significativas P<0.05.
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EFECTOS DE LA SUSTITUCION /GF2:9.3072G>A SOBRE CARACTERES
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INTRODUCCION

El gen IGF2 (insulin-like growth factor) desempefia un importante papel en la proliferacion y
diferenciaciéon de fibras musculares en mamiferos. La sustitucion [IGF2:9.3072G>A,
localizada en el intron 3 del gen porcino, anula la interaccion con un represor nuclear de
modo que los animales que heredan de su padre la mutacion A presentan una mayor
expresion del gen en el tejido muscular (Van Laere et al.,, 2003). Esta mutacion explica un
QTL de expresion paterna localizado en el cromosoma 2, y se han confirmado sus efectos
sobre crecimiento muscular y depédsito de grasa en diversos cruces experimentales y
poblaciones porcinas (Jungerius et al., 2004; Heuven y Bovenhuis, 2005; Estellé et al.,
2005). Aunque se ha recomendado la seleccién de machos finalizadores homocigotos AA
para la mejora de la composicién de la canal, la informacién publicada sobre los efectos de
la mutacion en otros caracteres de importancia econdmica es escasa y poco conclusiva (Liu
et al., 2006; Buys et al., 2006). El objetivo de este trabajo ha sido la verificacion en cerdos
pesados de los efectos de esta mutacién sobre caracteres productivos y su modo de
herencia, asi como la evaluacion de los posibles efectos indeseables sobre caracteres de
calidad de carne y grasa, que son criticos en la produccién destinada a la industria
transformadora.

MATERIAL Y METODOS

Animales y registros: Los animales analizados en este estudio son cerdos castrados
procedentes de cruces Landrace x Sintética Chino Europea realizados por la empresa
Gene+ Ibérica, de los que se dispone de registros de crecimiento, medidas de
engrasamiento en vivo y canal, peso de las principales piezas y parametros de calidad de
carne y grasa (Ovilo et al., 2005).

Genotipado: El genotipado de la mutacion IGF2:9.3072G>A se realiz6 en un equipo PSQ HS
96 (Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia) de acuerdo con el protocolo descrito por Van
Laere et al. (2003). Este protocolo se aplico a 307 animales con registros, ademas de 63 de
los 78 parentales, infiriéndose el genotipo de los 15 restantes a partir del de sus hijos. Los
animales AG nacidos de padre y madre AG fueron excluidos de los analisis de asociacion, al
no ser posible establecer en ellos el origen paterno o materno del alelo A.

Modelos estadisticos: En el anadlisis del efecto de la mutacion con expresion paterna
(IGF2pa1) se utilizé el siguiente modelo animal yi=lote;+ Bcov+ IGF2parLjtujte;
donde y; es el registro fenotipico del animal i; cov ; es una covariable (edad para los datos de
crecimiento y peso de la canal para los de calidad de canal, carne o grasa) y B el coeficiente
de regresion correspondiente; A; es una variable auxiliar que toma valores 1/2 cuando el
alelo recibido del padre es el Ay -1/2 cuando lo es el G; u; es el efecto genético infinitesimal
y e ; el residuo. La significacién estadistica del efecto /IGF2par se calculé comparando los
correspondientes modelos completo y reducido mediante el cociente de verosimilitudes
(LRT). El posible efecto de la mutacién asumiendo el sellado del alelo paterno y expresion
del materno (IGF2yat) se analizé mediante un modelo analogo, en el que los valores de A;
representan el alelo recibido de la madre. Para la realizacion de los calculos estadisticos se
utilizé el programa QxPak (Pérez-Enciso y Misztal, 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

El peso medio al sacrificio de los animales analizados fue de 126.88 kg. No se observaron
efectos significativos del alelo /IGF2 paterno sobre el crecimiento de estos cerdos. En la
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Tabla 1 se presentan los resultados relativos a caracteres de composicién corporal: espesor
de grasa (EG) medido en vivo por ultrasonido y medido sobre la canal en el punto P2 y en el
Gluteus medius (GM) ademas de los pesos de lomo, paletas y jamones. Estos resultados
confirman el efecto negativo del alelo paterno A sobre las medidas de grasa dorsal y su
efecto positivo sobre el peso de las piezas nobles, equivalente a 0.38 + 0.13 kg (P < 0.005)
para la suma conjunta de paletas y jamones. Sin embargo, la magnitud de este efecto
favorable sobre el peso de estas piezas es sensiblemente inferior a la estimada en trabajos
previos (Estellé et al., 2005), pese a que las canales de los animales del presente trabajo
tiene un mayor peso: 98 kg frente a los 72 y 75 kg de media en las dos poblaciones
analizadas en el citado trabajo. Por ultimo, no se observa en nuestros resultados un efecto
significativo sobre el peso del lomo.

En el andlisis del mismo conjunto de datos asumiendo expresidbn materna, es decir
considerando el origen materno del alelo A (IGF2ya7), no se observa efecto significativo
alguno sobre los caracteres citados. Por ejemplo, el efecto IGF2yar estimado sobre la suma
conjunta de paletas y jamones es de 0.13 kg + 0.08 kg (P < 0.120). Estos resultados no
significativos son los esperados si no existe expresion del alelo A materno.

Tabla 1. Efectos del alelo paterno heredado del gen /IGF2 sobre diversos caracteres de
composicion corporal

n Media SD IGFZPATi SE P
EG a 102 kg, mm 275 20.86 3.31 -1.08 + 0.58 0.062
EG canal en P2, mm 277 28.94 6.81 -0.43 +1.52 0.773
EG canal en GM, mm 277 26.30 6.14 -2.59+1.28 0.042
Peso Lomo, kg 223 2.60 0.38 0.05+0.07 0.488
Peso Paletas, kg 277 7.14 0.72 0.19+£0.07 0.003
Peso Jamones, kg 277 11.45 1.16 0.18 £ 0.09 0.052

En la Tabla 2 se presentan los resultados equivalentes para caracteres de calidad de carne
registrados en Longissimus dorsii: pH 45 min, parametros de color Minolta registrados (L*,
a*, b*) y calculados a partir de los anteriores (H° y C*) y porcentaje de grasa intramuscular
asi como de calidad de grasa: porcentaje en grasa subcutanea de los acidos grasos
palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1) y linoleico (C18:2). En el primer grupo,
no se aprecia efecto significativo del alelo paterno A sobre el % de grasa intramuscular, pero
si un efecto negativo sobre el pH a los 45 min y otro muy destacado sobre el conjunto de
parametros relacionados con la percepcion visual del color de la carne (luminosidad, tono,
intensidad). Este resultado contradice aparentemente las diferencias observadas para estas
medidas del color entre los genotipos del gen IGF2 en cerdos canadienses (Liu et al., 2006).
La comparacion entre ambos estudios no es plenamente factible, dado que los autores de
este trabajo, que combina informacién de animales de razas Landrace, Yorkshire y Duroc,
no han podido determinar el origen parental de los alelos. Por ultimo, no se aprecian efectos
significativos sobre el contenido de los principales acidos grasos en la grasa subcutanea.
Hay indicios de un posible efecto positivo del alelo paterno A sobre el contenido en C18:2
que, de confirmarse en una muestra de animales mas amplia, seria un efecto asociado al
efecto principal sobre el crecimiento muscular, ya que la relacion entre composicion corporal
magra y contenido en linoleico de la grasa esta claramente establecida en cerdos.
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Tabla 2. Efectos del alelo paterno heredado del gen IGF2 sobre caracteres de calidad de
carne y grasa

n Media SD IGF2p,r + SE P
Longissimus dorsii
pH 45 min 265 6.22 0.35 -0.16 + 0.06 0.013
Minolta CIE L* 160 46.07 3.20 -4.30 £2.08 0.041
Minolta CIE a* 163 5.91 1.44 -1.11+£0.51 0.034
Minolta CIE b* 163 11.23 1.35 -1.97 + 0.64 0.002
Valor Hue H° 163 62.49 5.21 -5.93 + 3.01 0.052
Valor Chroma C* 163 12.74 1.61 -2.24+0.73 0.003
Grasa Intramuscular, % 274 242 0.93 0.31+0.21 0.154
Grasa subcutanea
C16:0, % 268 23.61 1.05 -0.10£0.24 0.692
C18:0, % 268 12.89 1.11 -0.16 £ 0.25 0.512
C18:1, % 268 4717 1.39 -0.14 £0.29 0.613
C18:2, % 268 9.66 0.89 0.32+0.20 0.088

La menor magnitud de los efectos sobre la conformacién de las canales y los posibles
efectos no deseables sobre algunos caracteres de calidad hacen pensar que el empleo de la
mutacion /GF2:9.3072G>A en la seleccion de machos terminales AA para cruces orientados
a la produccién de cerdos pesados para la industria requiere una reconsideracion mas
precisa.
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INTRODUCCION

En porcino se ha descrito la existencia de hipercolesterolemia familiar, una
enfermedad caracterizada por una reduccidon en los niveles de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y un aumento concomitante de los niveles de colesterol (CT) plasmaticos
(Hasler-Rapacz et al. 1995). Los individuos afectados desarrollan lesiones ateroscleréticas
muy similares a las descritas en humano, lo cual sugiere la existencia de una patogenia
comun (Hasler-Rapacz et al. 1995). Desafortunadamente, se conoce muy poco sobre la
arquitectura genética de los caracteres vinculados al metabolismo del colesterol en porcino.
En 1998, Hasler-Rapacz y colaboradores realizaron un experimento de barrido genémico
con la finalidad de identificar el locus responsable de la hipercolesterolemia familiar en
porcino. Los resultados obtenidos permitieron determinar que una mutacién no-sinénima en
el receptor de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) es la responsable de la aparicion de
esta enfermedad, aunque en dicho estudio no se proporcion6 informacién sobre la identidad
de otros loci con efectos sobre los niveles plasmaticos de CT, HDL y LDL. Asimismo, Malek
et al. (2001) identificaron un QTL en el cromosoma 18 con efectos significativos (a nivel
cromosomico) sobre el contenido de colesterol muscular.

En humano y en raton se ha detectado la existencia de una notable concordancia
posicional de QTL relacionados con el metabolismo de triglicéridos (TG), CT, HDL y LDL
(Wang y Paigen 2005). Dicha concordancia oscila entre el 80% y 100% para los QTL de TG
y LDL, respectivamente (Wang y Paigen 2005). Ello sugiere que en estas dos especies de
mamiferos, que divergieron hace mas de 65-110 MYR, los polimorfismos responsables de la
variacion de estos caracteres se hallan localizados en los mismos loci. En el presente
trabajo se aborda el estudio comparativo posicional de QTL relacionados con el
metabolismo de CT, TG y lipoproteinas en porcino, humano y ratén.

MATERIAL Y METODOS
Material animal y registros fenotipicos

El material animal esta constituido por una poblacién comercial Duroc formada por 5 machos
parentales y 368 descendientes distribuidos, por tanto, en 5 familias de medio hermanos
paternos. Las concentraciones plasmaticas de CT y TG se midieron a los 45 d y 190 d
mediante un equipo Technicon Chem | (Technicon Instruments, Tarrytown, NY), mientras
que la concentracion de HDL se determindé mediante la precipitacidbn selectiva de
lipoproteinas apoB. El contenido de LDL se calculé mediante la ecuacién de Friedwald et al.
(1972).

Realizacion de un barrido genémico

Se genotiparon 110 microsatélites, con una distribucion uniforme en el genoma, en los 368
individuos G4 y los 5 machos parentales. EI DNA genomico se extrajo mediante la técnica
descrita por Vidal et al. (2005). Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo
indistintamente en un un aparato 877 Integrated Thermal Cycler 877 (Applied Biosystems) o
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bien en un aparato de PCR Perkin Elmer 9700 Thermal Cycler (Applied Biosystems). Los
productos de amplificacion se analizaron mediante electroforesis capilar en un aparato ABI
Prism 3730 (Applied Biosystems), empleando para ello el software Gene Mapper (Applied
Biosystems).

Analisis estadisticos

Tras analizar la distribucion de los datos, se tomd la transformacion logaritmica de todos los
fenotipos analizados (CT, HDL, LDL y TG) para asegurar la normalidad de los datos en
todos los casos. Los analisis de QTL se realizaron dentro de cada una de las cinco familias
de hermanos paternos, mediante la aproximacion descrita por Knott et al. (1996) para el
analisis de familias de medio hermanos. El modelo comun de analisis en todos los casos
fue:

Yik = M + granja; + lotej + B covi + o P + i«

donde yjx es el fenotipo analizado (en nuestro caso el logaritmo de las concentraciones
plasmaticas de CT, HDL, LDL y TG, a 45 y a 190 dias de edad); granja; y lote; son los
efectos fijos granja de origen y lote (la granja so6lo se considerd para las medidas
plasmaticas a 45 d); covix es una covariable (edad para las medidas de HDLy LDL a45dy
TG, y peso al sacrificio para las medidas CT, HDL y LDL a 190 d); p; es la probabilidad de
que un individuo haya heredado uno de los alelos del padre comun, calculada mediante la
aproximacion descrita en Knott et al. (1996); a es el coeficiente de regresion de los fenotipos
sobre la probabilidad de haber recibido uno de los alelos del padre comun.

La mayor parte de los andlisis se llevaron a cabo utilizando el software QTL express
(Seaton et al., 2002), disponible en http:/gtl.cap.ed.ac.uk/. Para evaluar la presencia del
QTL se contrastdé el modelo de analisis con un modelo sin QTL mediante un test de F. Los
umbrales de significacion de la F a nivel cromosomico se obtuvieron mediante permutacion
de los datos (Churchill and Doerge, 1994), y a nivel gendmico realizando una correccion de
Bonferroni considerando un analisis independiente por cada 30 cM aproximadamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han identificado 33 QTL significativos a nivel cromosomico para los caracteres
LDL45 (SSC1 y SSC13), LDL190 (SSC3, SSC6 y SSC12), HDL45 (SSC4, SSC7, SSC9,
SSC13 y SSC14), HDL190 (SSC1, SSC9, SSC13 y SSC16), CT45 (SSC1, SSC3, SSC4,
SSC7 y SSC8), CT190 (SSC3, SSC9 y SSC14), TG45 (SSC6, SSC9, SSC12 y SSC13) y
TG190 (SSC4, SSC10, SSC13).

Los cuatro QTL de mayor significacion se indican en la Tabla 1, donde se observa
que tres de ellos alcanzaron los umbrales de significacion genémica, e incluso el QTL para
TG190 en SSC 4 fue significativo al 99% a nivel gendémico. La posicion de estos QTL
coincide con la de otros descritos para caracteres de engrasamiento. Por ejemplo, la
posicién del QTL para LDL a 45 d (LDL45) coincide con la de un QTL para espesor del
tocino dorsal en la décima costilla (Malek et al. 2001), mientras que el de TG a 190 d
(TG190) en SSC4 se situa fuera del intervalo de confianza del QTL Fat1 y sin embargo
coincide con la posicion de un QTL para espesor del tocino dorsal descrito por Cepica et al.
(2003). De manera similar, el QTL de TG a 45 d (TG45) est4 localizado en una region de
SSC6 en la que se ha descrito un gran nimero de QTL relacionados con el engrasamiento
(Pig QTL Database), mientras que el QTL de CT190 esta localizado en una region en la que
se han descrito QTL relacionados con la composicion de acidos grasos (Nii ef al. 2006). En
nuestra poblaciéon, no hemos detectado el QTL relacionado con la hipercolesterolemia
familiar porcina en SSC2 (Hasler-Rapacz et al. 1998), ni el QTL para contenido muscular de
colesterol descrito por Malek et al. (2001).

Se ha analizado la correspondencia posicional en cuanto a la localizaciéon de QTL
para CT, TG, HDL y LDL en porcino, humano y ratén. Previamente, Wang y Paigen
compararon la posicién de QTL para estos caracteres en humano y ratén y describieron la
existencia de una estrecha concordancia posicional, lo cual parece sugerir que la variacién
fenotipica de estos caracteres esta influida por el polimorfismo de un conjunto comudn de
genes. En este sentido, la comparacion con el porcino resulta de gran interés ya que dicha
especie pertenece a un superorden distinto (Laurasiatheria) que divergié del superorden
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Euarchontoglires, al cual pertenecen la especie humana y el ratén, hace aproximadamente
85-95 MYR. En la Tabla 1 se muestran las correspondencias para los QTL mas
significativos. Por ejemplo, la posicion del QTL TG190 en SSC4 (28 cM) coincide con una
region para la cual se han descrito QTL para HDL y TG en humano y en raton (Wang y
Paigen 2005). El QTL TG45 de SSC6 también comparte una localizacién cromosoémica
similar con regiones del genoma humano y murino en las que se ha descrito la existencia de
QTL para TG y LDL. Debe notarse, sin embargo, que resultara imprescindible refinar la
posicion de estos QTL porcinos para verificar de forma precisa las correspondencias
cromosomicas descritas y que, por lo tanto, los resultados aportados son una primera
evidencia en este sentido.

Tabla 1. Quantitative trait loci para caracteres vinculados al metabolismo del colesterol,
triglicéridos y lipoproteinas (se indica la concordancia con otros QTL identificados en
humano)

Caracter Cromosoma Posiciéon F' LR Posicién ortologa QTL

humano humano?
38 cM
LDL45 SsC1 12,03 10,91 6q23-24 LDL
TG190 SSC4 28cM 1531 13,86 8q23-24 HDL, TG
TG45 SSC6 73cM 1143 9,71 19912-13 TG, LDL2
CT190 SSC9 109eM 1534 10,32 1923-25 HDL2

" Los umbrales de significacion a nivel gendmico fueron de 11.782 y 14.95 al 95% y 99% de confianza
respectivamente.
2 QTL descritos en Wang y Paigen (2005)
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INTRODUCCION
En produccién animal, caracteres relacionados con la fisiologia reproductiva, tales como
prolificidad y fertilidad tienen una elevada importancia econémica. A través de programas de
seleccion y mejora genética cuantitativa se ha logrado una moderada ganancia genética
respecto a este tipo de caracteres. Sin embargo, un mejor conocimiento de su arquitectura
genética puede brindar nuevas y complementarias herramientas utilizables a través de
seleccion asistida por genes o por marcadores (Dekkers, 2004).

En la especie porcina, el caracter prolificidad es complejo, de baja heredabilidad y con una
fuerte heterosis (Rothschild y Bidanel, 1998). Hay pocos trabajos de deteccion de QTL para
este caracter en esta especie, y los que existen no presentan resultados consistentes
(Spotter y Distl, 2006). Sin embargo, Noguera et al. (2007) al realizar el barrido genémico de
un cruce F;, entre dos razas muy divergentes para este caracter (Ibérico y Meishan) han
puesto de manifiesto que la arquitectura genética de la reproduccién en cerdos es un
complejo sistema de interacciones génicas, detectando QTL aditivos altamente significativos
a nivel gendémico (P <0.01) para el numero de lechones nacidos vivos y totales en los
cromosomas SSC17 y SSC13, ademas de QTL epistaticos para estos caracteres en los
cromosomas 1, 5,6, 7, 8,9, 10, 12, 13, 14, 15y 18.

El objetivo del presente trabajo fue realizar una seleccién y posterior andlisis de genes
candidato subyacentes a los QTL epistaticos para el tamafo de camada, localizados en los
intervalos 8-19cM (QTL1) y 74-96 cM (QTL2) del cromosoma SSC12, en el material
bioldgico del citado cruce experimental.

MATERIAL Y METODOS
La seleccién de genes candidato se realizé en base a tres criterios. El primero fue la
posicién del gen candidato en la especie porcina dentro de los intervalos de confianza de los
QTL1 o QTL2 del SSC12. Para ello se usé el mapeo comparativo humano - cerdo
(www.cabnr.unr.edu/beattie/research/second_generation.htm). El segundo criterio fue la
funcionalidad del gen, utilizando la informacion de las bases de datos de humano y raton,
OMIM  (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM) y Mammalian Phenotype
Ontology (www.informatics.jax.org/), respectivamente. El tercero fue la existencia de
interacciones génicas o proteinicas descritas; para lo que se hizo uso de la informacion
contenida en la base de datos String (www.string.embl.de ).

Para llevar a cabo el mapeo fisico de los genes candidato propuestos se realizé6 una
busqueda de secuencias porcinas en los archivos “Traza” (www.ncbi.nim.nih.gov/Traces),
partiendo de las secuencias referencia en las especies humana y raton. A partir de las
secuencias porcinas, se disefiaron parejas de oligonucleétidos (Nos2aRh, Slc9a3r1Rh,
AKAP1Rh, CRHR1Rh e IGF1BP1Rh, Tabla 1) que permitieron la amplificacion especifica en
el panel ImpRH del INRA-Toulouse (Milan et al., 2000). Las reacciones de amplificacion se
realizaron en volumenes finales de 15 pl conteniendo 0.2 mM dNTPs, 2mM MgCl, 0.5 uM de
cada oligo, 1X Buffer de PCR, 1 U Taq polimerasa (TTh, Biotools) y 40 ng de ADN de cada
uno de los 118 clones del panel. Las condiciones de amplificacion fueron de 94°C durante 5
min, seguido de 30 ciclos con 94°C durante 30s, Ta (mostrado en la tabla1) durante 30s y
72°C durante 30s, y una extension final a 72°C durante 5 min.
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Tabla1. Secuencia de las parejas de oligonucleétidos, T?, y tamafio de los fragmentos (pb)

Nombre Forward 5" —3° Reverse 5 —3 Ta Tamaio
Nos2aRh ggcggcgggcegagtgtat ggcctggcattgtggatttagt 59 197
Slc9a3r1Rh | acaccccagcttatccectectt tcgagatgttgctgagtcct 57 306
AKAP1Rh [gcaatcacacctcccgectcagtce | agatgacgtggggtgtgggaaaagtc| 57 186
CRHR1Rh | gaagtgggggagaaggctggagaa | gtggcggtgggggatgggagag 62 310
IGF2BP1Rh | ctagagccggggattgggggatgg ggcgcecctgggaggegga 64 420

RESULTADOS Y DISCUSION
Dentro de los intervalos de confianza de los QTL detectados hemos propuesto una coleccion
de cinco potenciales genes candidato, funcionales y posicionales estimados a través del
mapeo comparativo humano-cerdo:

- Genes candidato para QTL1 (8-19 cM):

e Gen SIc9a3r1, localizado en el cromosoma humano 17 (17g25-1). La proteina
codificada por este gen es un intercambiador sodio / hidrégeno. Mutaciones en este gen se
han asociado con una disminucion del tamafio de camada en ratén (Shenolikar et al., 2002).
- Genes candidato para QTL2 (74-96 cM):

e Gen AKAP1, localizado en el cromosoma 17 humano (17g21-23). La proteina
codificada por este gen, kinasa de anclaje tipo 1, se supone implicada en la ruta de
transduccién de sefiales dependientes de AMPc y encargada de dirigir ARN a
compartimentos celulares especificos. Estudios realizados en ratén determinan asociacion
de determinadas variantes del gen con una reduccion en el tamafio de camada (Newhall et
al., 2006).

e Gen CRHR1, localizado en el cromosoma 17 humano (17912-q22). Este gen codifica
para una proteina receptora de la hormona relacionada con la corticotropina, potente
mediador endocrino durante la gestacion (Klimaviciute et al., 2006).

e Gen IGF2BP1, localizado en el cromosoma 17 humano (17921-32). Este gen codifica
para una proteina de unién al factor de crecimiento IGF2, regulando la traduccion de este
mismo factor. Se han detectado diferencias de expresién de su transcrito durante la
implantacion fetal y el desarrollo del blastocisto (Moreiraet al., 2006).

e Gen NosZ2a, localizado en el cromosoma 17 humano (17q11.2-12). Este gen codifica
para la sintasa 2 de o6xido nitrico. El éxido nitrico participa de la sefializacion molecular de
multiples procesos celulares que ocurren durante la gestacion. Ademas, diversos estudios
realizados en raton y rata han relacionado variantes de este gen Nos2a con una reduccion
en el tamafo de camada (Burnett et al., 2002).

Ya que estos genes no estaban descritos en la especie porcina y por tanto, tampoco se
conocia la localizacion exacta de los mismos, exclusivamente una estima de su posicién por
mapeo comparativo con la especie humana, se procedié a realizar el mapeo fisico de los
mismos utilizando un panel de células hibridas irradiadas con el objetivo de comprobar su
coincidencia dentro de los intervalos de confianza de los QTL. Para realizar este mapeo se
requiere un conocimiento minimo de la secuencia porcina, por lo tanto se procedié a la
caracterizacion de pequefios fragmentos de estos genes porcinos que permitiesen el disefio
de oligonucledtidos especificos. Se consiguieron amplificar cinco fragmentos de 197 pb, 306
pb, 186 pb, 310 pb y 420 pb, correspondientes a cada uno de los cinco genes porcinos a
mapear, Nos2a, Slc9a3r1, AKAP1, CRHR1 e IGF2BP1, respectivamente.

El resultado del mapeo fisico aparece representado en la Figura 1. Cuatro de los cinco
genes fueron mapeados con éxito en el cromosoma 12 porcino, sin embargo el quinto de
ellos, CRHR1, apareci6 localizado en el cromosoma 7, en la misma regién donde parece
estar localizado el gen CRHR2, gen que comparte una elevada similitud con el anterior
(82%), especialmente en la zona donde se disefi6 la pareja de oligonucleétidos, por lo que
nuestra hipotesis es que el gen mapeado fue CRHR2.

Respecto a los cuatro genes mapeados con éxito en el cromosoma 12, dos de ellos AKAP1
e IGF2BP1 parecen estar localizados bastante alejados de los intervalos de confianza tanto
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del QTL1 como del QTL2. Sin embargo, el gen S/c9a3r1 aparece localizado dentro del
intervalo del QTL1 (LOD:12.61 y Frac. Retencién: 23%), intervalo aproximadamente
delimitado por los marcadores SW2494 y SW874. El mapeo del gen Nos2a también parece
confirmar la posicion del mismo dentro del intervalo del QTL2 (LOD: 9.84 y Frac. Retencion:
29%), delimitado aproximadamente por los marcadores SW 1956 y SWR1021. No
consideramos necesario el intento de localizar de nuevo el gen CRHR1 ya que, segun la
posicién descrita en la especie humana, este gen en la especie porcina estaria en la misma
region donde han quedado localizados los genes IGF2BP1 y AKAP1, es decir alejados de
los intervalos de los QTL.

Figura 1. Mapa fisico del cromosoma porcino SSC12 (ImpRH)
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Como resultado del mapeo fisico, hemos reducido la coleccién de genes candidato
propuesta, de cinco a dos, Nos2a y Slc9a3r1. Un estudio llevado a cabo por Glynne et al.
(2002), muestra la existencia de interaccion entre ambas proteinas codificadas por estos
genes para la correcta localizacion celular y funcion de iINOS (sintasa de 6xido nitrico
inducible). Este resultado permite establecer ambos genes, Nos2a y Slc9a3r1, como firmes
candidatos a ser responsables de los QTL epistaticos detectados en el cromosoma SSC12
para el caracter tamafio de camada en el cruce Ibérico x Meishan.

El trabajo que se esta llevando a cabo en este momento implica la caracterizacion de ambos
genes, ya que no estan descritos en la especie porcina. Ademas, el analisis de su secuencia
nucleotidica y comparacion de la misma en el material del cruce Ibérico x Meishan, permitira
identificar polimorfismos informativos con el objetivo de localizar éstos dentro del mapa de
ligamiento disponible para este material. Una vez confirmado la posicion de ambos genes,
se procedera a la busqueda de la /s mutaciones candidatas a ser responsables de los QTL
detectados.
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INTRODUCCION

El factor de diferenciacion PTHLH (parathyroid hormone-like hormone) ha sido descrito
como un modulador local del desarrollo epitelial en el feto, influyendo en el desarrollo de
huesos, dientes, glandulas mamarias y pezones. Cormier et al. (2003) observaron que la
PTHLH se expresa en placenta y en una gran variedad de tejidos embrionarios, sin
embargo, su funcién en tejidos adultos no estd bien estudiada. Rodriguez et al. (2005)
detectd, en el mismo cruce F, Ibérico x Meishan del presente trabajo, un QTL en el
cromosoma 5 con efecto en el nimero de mamas, cromosoma en el que se encuentra el
gen PTHLH. Ademas, se ha observado que una menor expresion del receptor de la PTHLH
provoca una disminucion del desarrollo mamario y de los pezones (Kobayashi et al., 2005).
Por lo tanto, el gen de la PTHLH podria ser un buen gen candidato para explicar la
variabilidad en el nUmero de mamas en porcino.

MATERIAL Y METODOS
Estudio de expresion

Diserio experimental. Los niveles de expresion se midieron en 18 tejidos, usando, cuando
era posible, dos muestras de distintos animales para cada uno de los tejidos, lo que resulta
un total de 33 muestras analizadas. Los animales procedian de diferentes origenes (Duroc,
Meishan, y F1y F; Ibérico x Meishan). Como muestra calibradora se utilizé un pool con todas
las muestras utilizadas en el estudio.

Amplificacién y cuantificacion. En humana, se han descrito cuatro variantes de ARNm por
procesamiento alternativo de exones. Estas cuatro variantes dan lugar a dos proteinas que
difieren en su extremo C-terminal. Tan sélo una de las variantes, similar a la variante 4
humana, ha sido secuenciada en cerdo (Chomdej et al., 2004). Usando informacion de las
secuencias de cerdo, ratéon y humana, se han disefiado dos juegos de cebadores y sondas
TagMan, uno para las variantes que presentan el exén 1 (variantes 1y 2) y otro para las que
presentan el exén 3 (variantes 3 y 4). Con la intencion de usar el gen endégeno mas
adecuado para el estudio de expresion relativa, se realizé un estudio comparativo de cinco
genes frecuentemente usados como control en este tipo de estudios, calculando la
estabilidad del gen mediante el software geNorm (Vandesompele et al., 2002; Zhang et al.,
2005). Estos genes fueron Ubiquitin C (UbC), B-2-Microglobulin (B2M); Ribosomal protein
L32 (RPL32); Guanine nucleotide binding protein B 2 like 1 (GNB2L1) e Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1). El gen finalmente escogido como gen enddgeno fue
el HPRT1, debido a su mayor estabilidad. Las secuencias de los cebadores y las sondas
TagMan tanto de las variantes de PTHLH como de la HPRT1 aparecen en la tabla 1. La
amplificaciéon y cuantificacion se realizé por PCR cuantitativa en un ABI 7500 Real Time
PCR System.

Tabla 1. Secuencias de cebadores y sondas TagMan usadas en el estudio de expresion.

Nombre Secuencia
qPTHLH_1+2_F CAG GGT GTG TGG AAT CAACTT TC
gPTHLH_1+2_F_FAM FAM - ACC AGA GGA GGT CCC CAG AGC CA - TAMRA
gPTHLH_3+4_F CAC AGT TGG AGT AAC TGG TTC CTA AA
gPTHLH_3+4_F_FAM FAM - AGT CCC CAG AGC CAG AGG ATA CGA TGC - TAMRA
gPTHLH_R CGA CGC TCC ACT GCT GAA
HPRT1_F AAG ATG GTC AAG GTT GCAAGC T
HPRT1_R ATT TCA AAT CCA ACA AAG TCT GGT CTA
HPRT1_JOE JOE - TGG TGA AAA GGA CCC CTC GAA GTG TTG - TAMRA

! Estudio financiado por el proyecto AGL2004-08368-C03/GAN.
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Estudio de asociacion

Disefio experimental. Para llevar a cabo este estudio se han utilizado tres generaciones de
un cruce experimental F, entre cerdo /bérico y Meishan. Estas dos razas se caracterizan
por presentar valores extremos en los caracteres reproductivos, entre los que esta el
nuamero de mamas.

Hasta el momento se han utilizado un total de 592 animales, de los cuales 20 pertenecen
a la generacion parental (3 machos Ibéricos y 17 hembras Meishan), 90 pertenecen ala Fqy
569 a la F,. Sin embargo, para el estudio de asociacién propiamente dicho se han utilizado
unicamente las generaciones F; y F, del cruce, ya que no disponemos del numero de
mamas de los parentales.

Genotipado. Se diseid un experimento de discriminacion alélica para el polimorfismo
identificado por Chomdej et al. (2004) en la region codificante del gen de la PTHLH. La
reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 6 ul conteniendo 3 pl de TagMan® Universal
PCR Master Mix (2x), 0.6 pl de Primer Mix (10x) y 25 ng de ADN gendmico. La amplificacion
se realizé en un ABI 7500 Real Time PCR System con un perfil térmico consistente en 50°C
durante 2 minutos, seguido de 95°C durante 10 minutos y por ultimo 50 ciclos de 92°C
durante 15 segundos mas 60°C durante 1 minuto y 30 segundos.

Analisis estadistico. El analisis se realiz6 mediante un modelo de efectos fijos con los
efectos genotipo (3 niveles) y generacion (2 niveles) con el procedimiento GLM del paquete
estadistico SAS. El efecto sexo no fue incluido ya que en los analisis preliminares no se
observaron diferencias significativas entre machos y hembras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de expresion

Como puede observarse en la figura 1, el gen de la PTHLH porcina se expresa en todos
los tejidos testados excepto en placenta, a pesar de que fue precisamente en placenta
donde Cormier et al. (2003) observaron expresion. Ademas, en ciertos tejidos como el
higado s6lo uno de los pares de variantes pudo ser identificado sugiriendo un fenémeno de
expresion diferencial para esas variantes. La expresion es en general bastante variable
entre tejidos y algunos de los tejidos muestran niveles muy distintos en diferentes animales.
Sin embargo, resulta interesante comprobar que en otros tejidos como ovario y utero la
expresion es elevada y constante. También esta activo en tejidos epiteliales, como piel o
glandula mamaria.

3 Estudio de Expresion
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Figura. 1. Niveles de expresion de cada uno de los tejidos del estudio para las dos variantes
del gen PTHLH relativa a un pool de tejidos.
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Estudio de asociacion

Al genotipar los parentales, observamos que los machos Ibéricos fundadores eran todos
homocigotos para el alelo C, mientras que en las hembras Meishan habia segregacion,
siendo el alelo C el mas frecuente (figura 2).

Discriminacion Alélica

Leyenda:
T ® Alelo C
# Alelo T

cT » Ambos
22 ® Control
oo CcC

Alelo T

Alelo C

Figura 2. Genotlpado de los parentales de la poblacion expenmental Ibérico x Meishan. Los
tres machos ibéricos aparecen en el grupo de los homocigotos CC.

Como se muestra en la tabla 2, se detectan diferencias significativas entre los
homocigotos para el alelo C y el resto de genotipos. Los homocigotos CC presentan 0,40
mamas menos que los heterocigotos (P=0,0004) y 0,81 mamas menos que los homocigotos
para el alelo T (P=0,025).

Tabla 2. Tamafio muestral (n), medias (LSM) y error estandar (se) del nimero de mamas
para cada uno de los genotipos observados.

Genotipo n LSM se

cC 477 13,40° 0,08
CT 170  13,80° 0,10
TT 12 1421° 0,36

®Valores con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,05)

Estamos trabajando en corroborar estos resultados con modelos estadisticos
alternativos para comprobar si el gen PTHLH esta relacionado con el QTL observado por
Rodriguez et al. (2005) en esta misma poblacion F,.
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INTRODUCCION

El gen fatty acid binding protein 5 (FABP5), también conocido como Epidermal-FABP (E-FABP)
se expresa en la piel, tejido adiposo, glandula mamaria, rifién, cerebro, intestino, higado y
lengua. Su principal funcién, igual que el resto de FABPs, es facilitar el transporte de acidos
grasos. Este gen se sitia en el cromosoma 4 porcino, dentro del intervalo de confianza del QTL
FAT1 (Andersson et al., 1994), y muy cercano al gen FABP4, a unas 194 kb en la especie
humana (Estellé et al., 2006). Este QTL afecta al depdsito de grasa dorsal y al crecimiento.

En un trabajo previo, se estudio la variabilidad y distribucion haplotipica del gen FABP4 porcino
obteniendo unos resultados inesperados (Ojeda et al., 2006). El nivel de polimorfismo detectado
se correspondia a una diversidad nucleotidica de n = 1,17%, muy superior a la descrita
anteriormente en animales domésticos y aproximadamente 10 veces la descrita en la especie
humana. Asimismo, el arbol neighbor-joining (NJ) obtenido a partir de las secuencias no
mostraba ninguna relacién entre el haplotipo y el origen geografico de los animales. Se observo
que razas muy distantes compartian haplotipos y que algunos de los animales con mayor
heterocigosidad pertenecian a lineas muy consanguineas (Guadyerbas o Tamworth).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la variabilidad nucleotidica y la estructura
haplotipica del gen FABP5 y compararla con la del FABP4 para verificar si siguen una
distribucion similar o si, por el contrario, el FABP5 se comporta de forma diferente.

MATERIAL Y METODOS

Material animal

Se han secuenciado 14 cerdos de las razas: Vietnamita (VT104), Ibérico (IB114 de la estirpe
Retinto e IB415 de la estirpe Guadyerbas), Duroc (DU272), LargeWhite (LW284), Tamworth
(TW372, una raza inglesa en peligro de extincion), Landrace (LD400), Fengjing (FG528) y
Minzhu (MZ530) del USDA y originarios de China, Meishan (MS620) proveniente del INRA 'y 3
jabalies (WB281, WB488 y WB511) de Espafa, Japon y Francia respectivamente. Como
outgroup se ha utilizado un Babirusa (BB280, Babyrousa babyrussa) del zoo de Madrid.

Identificaciéon de polimorfismos

A partir de la secuencia del gen FABPS porcino (GenBank DQ523618, Estellé et al., 2006) se
disefiaron cinco pares de cebadores para amplificar por PCR un fragmento de ~5,2 kb que
incluye los cuatro exones, los tres intrones y parte del promotor.

Las condiciones de las PCR fueron 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 500 nM de cada cebador,
50 ng ADN genomico y 0.6 U AmpliTag Gold (Applied Biosystem) en un volumen final de 25 pl.
El perfil térmico consistia en 95 °C durante 10 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C 0,5 min, 62 °C
1 miny 72 °C 1,5 min, y una extension final de 72 °C durante 15min.

Los fragmentos amplificados fueron purificados y posteriormente secuenciados mediante
BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit en un secuenciador ABI PRISM
3730 (Applied Biosystems). El analisis de las secuencias e identificacion de polimorfismos se
realizdé mediante el programa SeqScape v2.5 (Applied Biosystems).
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Andlisis estadistico y genético

A partir de las secuencias se reconstruyeron las fases mediante el programa Phase v2.1.1 (Li
and Stephens 2003) usando las opciones por defecto, excepto que el programa corrié 5 veces y
la ultima interaccion fue 10 veces mas larga, tal y como sugieren los autores. El indice de
diversidad nucleotidica (n) fue estimado con DnaSP v4.10 (Rozas et al. 2003). Se realizd un
arbol filogenético NJ mediante el modelo Kimura de dos parametros usando Mega3 (Kumar et
al., 2004). La tasa de recombinacién escalada (4 Ne r) fue estimada usando técnicas de
coalescencia con el programa LDhat (McVean et al., 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han detectado 36 posiciones polimorficas entre las distintas razas analizadas que incluyen
seis singletons, dos indels y 28 SNPs (Figura 1. dcha.), lo que corresponde a un polimorfismo
cada ~ 150 pb. 8 se encontraron en el promotor, 1 en la regiéon 5 UTR, 15 en intrén 1, 3 en
intron 2 y 9 en intron 3. Ninguno de los polimorfismos se situ en la regién codificante. El indice
de diversidad nucleotidica (n) fue 0.12%, diez veces inferior a la obtenida en el gen FABP4
(Ojeda et al., 2006) pero similar a la descrita en humanos y otras especies domésticas.

Se observoé una distribucién haplotipica en dos clusters principales (llamados A y B en la Fig. 1
izda., por conveniencia), en el cluster A se encuentran tanto cerdos asiaticos como europeos,
en cambio en el cluster B, predominan los cerdos asiaticos, excepto el Duroc. En el FABP4,
también encontramos dos clisters pero sin relacién entre los haplotipos y la distribucion
geografica de los animales. El caso del Ibérico Guadyerbas (IB415), una linea muy grasa, negra
y altamente consanguinea, es particularmente interesante debido a que resultd ser muy
heterocigoto para el FABP4 y, en cambio, es totalmente homocigoto para el FABPS.

La distancia promedio obtenida con el modelo Kimura de 2p entre babirusa y cerdo fue 0,022 +
0,002. Usando un tiempo de divergencia estimado de 12 — 26 millones de afios (Thompsen et
al., 1996), obtenemos una tasa de sustitucién estimada de A = 0,022 / 2 / (12-26) / 10°~ 4 - 9
10719/ pb / afo, aproximadamente, la mitad de la descrita en el gen FABP4 (Ojeda et al., 2006).
La estima del parametro p = 4Ne r obtenida para toda la region fue p = 5,1 0 1,1 por kb, un 30%
menos que la estima para el FABP4 (p = 1,5). Esta diferencia puede ser debida a la diferente
tasa de recombinacioén y/o de censo efectivo entre ambos genes.

En resumen, podemos concluir que las historias evolutivas y los patrones de diversidad
nucleotidica y haplotipica de los genes FABP4 y FABP5 son muy distintas, a pesar de su
proximidad fisica en el genoma y de pertenecer a la misma familia génica.
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Arbol NJ Posiciones polimorficas

LD400 2
WB511 1
B4152 ReferenciaGG-GTCCCAGATCTCAGATTGGGATGTGGCTGCTCA
B4151 BB280_1 .....T..C-.C.G.C.A..GA....
B1142 FG528_1 . G A
B1141 FG528 2 .
Wes11 2 1B114_1 ..
1B114_2 .C.G...G...
:&:278222 IB415_1 ..C.G...G...
Feferoncia 1 IB415_2 ..C.G...G...
‘ LD400_1 ..C..
Referencia 2
LD400 1
— MS620 1
A FG528 1
Lw2s4 1
Lw2s4 2
TW3721
WwB281 1
WwB2812
oy WB511_2 .C.G..G.
MS620_1 ........C.C... GA.....T.
WB4g8 1 MS620_2 ACAT..CATC.GT.A.LGA...T.
WB488 2 DU272_1 ACAT.G.C-TC.G.TA.A.GA..TT
B MS6202 DU272_2 ACAT.G.C-TC.GTA.A.GA..TT
Du2r21 VT104_1 ACAT.G.C-TC.G.TA.A..GA...TT
D722 VT104_2 ACAT.G.C-TC.G.TA.A. LT
VTI041 WB488_1 ACATTG.C-TC.G.T.A.G.GATCA.T.
VTI042 WB488_2 AC.ATTG.C-TC.G.T.A.G.GATCA.T.
1 BE280 1
1BB280 2

0.002

Figura 1. Izda.: arbol NJ, el ultimo numero (1 o 2) indica el haplotipo de cada animal. Dcha: lista
de polimorfismos encontrados. Una letra mindscula quiere decir que la fase se determind con
una probabilidad menor de 0.7.
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INTRODUCCION

El polimorfismo de las proteinas de la leche afecta a la composicién y a la calidad del
queso. En particular, segun Amigo et al., (2000), la B-caseina (B-CN) tiene un papel
importante en la estabilidad de la micela, y en la disponibilidad y distribucién del calcio en la
leche. Estas diferencias genéticas han sido utilizadas como criterio de seleccion de
caracteres de leche en ganado caprino por Bonifacio et al. (2001). Bastos et al. (2001)
identificaron mediante PCR-SSCP (Single-Strand Conformational Polymorphism) dos
patrones conformacionales en un fragmento amplificado del exén 7 del gen CSN2 (Genbank
X79703), que correspondia con una sustitucion nucleotidica A/G (Met — Val) en la posicion
12029 de la secuencia del gen (Ceriotti et al., 2004) El objetivo de este trabajo fue
determinar las variantes alélicas del ex6n 7 del gen de la B-caseina ovina (CSN2) en nueve
lineas de la raza ovina Merina y su asociacién con caracteres de produccion y composicion
de la leche. La existencia de animales portadores de genotipos mejorantes para cantidad y
calidad de leche incrementaria la respuesta a la seleccion y por tanto dinamizaria el
Programa de Mejora de ovino Merino para actitud lechera.

MATERIAL Y METODOS

La identificacion de los diferentes genotipos del exon 7 del gen CSN2 se realiz6é
mediante PCR-SSCP. Los fragmentos amplificados mediante los cebadores descritos por
Bastos et al., (2001) se separaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 15%
durante 24 horas a voltaje (700 V) y temperatura constante (15°C) y visualizadas por tincion
con plata (Figura 1). La verificacion del método de genotipado se realizé por secuenciacién
doble de cada uno de los genotipos detectados, empleando secuenciacion ciclica (BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. Applied Biosystems). Una vez identificados los
genotipos, se estudi6 la diversidad genética del locus CSN2 mediante el genotipado de 1112
animales de raza Merina procedentes de 9 lineas distintas (Tabla 2) segun descripcion en
Corral et al. (2005a). Ademas, se evalu6 la posible asociacion de cada genotipo con los
caracteres de produccion y calidad de leche utilizando informacion de 1025 lactaciones
procedentes de ovejas de la linea Perales criadas en la Finca Valdesequera (Junta de
Extremadura) durante los afios 1999-2006 segun metodologia descrita por Corral et al.
(2005b). Los datos se analizaron con un modelo mixto definido como:

Yijkl =u+ Xi + TJ' + P+ NP, + Gen, + Ovejan + €jjkimn

Donde Y es el valor de cada uno de los caracteres de la produccion de leche
produccion al primer control, produccién real, produccion tipificada a 120 dias y cantidad de
leche ordefiada, estas tres ultimas calculadas con el método Fleischmann o de calidad de
leche (porcentaje medio diario de proteina, grasa, lactosa, extracto seco magro y extracto
seco total), y es la media para cada caracter, X; es el efecto del intervalo parto-destete, T, es
el efecto del tipo de parto, Py es el efecto de la paridera, NP, es el efecto del numero de
parto, Gen,, es el efecto del genotipo, Oveja, es el efecto aleatorio de la oveja y ejum es el
error residual que incluye los efectos del ambiente asociado con cada animal. Se utiliz6 el
procedimiento mixed de SAS (1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestran los diferentes patrones electroforéticos (genotipos)
encontrados. En la Tabla 1, presentamos el alineamiento de las secuencias obtenidas de
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dos animales homocigotos (AA, GG) con las secuencias publicadas (GenBank X79703 y
AY444504). Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Ceriotti et al., (2004). Los
genotipos AA y GG obtenidos por secuenciacion directa, corresponden con los patrones
electroforéticos 1 y 2. La frecuencia media de los alelos Ay G fueron 0.7644 y 0.2356,
respectivamente. Excepto la linea de Merino Negro, todas las lineas estaban en equilibrio
Hardy-Weinberg (HWE) para este locus. Este resultado era de esperar dado que esta raza
no ha sido seleccionada para caracteres de aptitud lechera. La frecuencia del alelo CSN2*G
(23.56%) es del mismo orden que la obtenida por Ceriotti et al., (2004) en las razas
Comisana y Sarda. Los estadisticos F (Wright, 1965), (Fis = 0.015; Fir = 0.042; Fst = 0.027)
nos indican que para este gen CSN2 no existe divergencia genética entre las lineas. La
heterocigosis observada y esperada fue de 0.349 y 0.360, respectivamente. El analisis de
resultados indica que existe un efecto significativo entre los genotipos de las caseinas
estudiadas y la cantidad de leche producida (Tabla 3), pero no result6 significativo para la
composicion de dicha leche, (Tabla 4). Los animales de genotipo GG presentan mayores
producciones totales de leche al primer control (p=0.0323), produccién total real (p=0.0966),
produccion total tipificada (p=0.0325) y leche total ordefiada. Dada la escasa produccion
lechera de la oveja Merina y considerando que el genotipo GG produce considerablemente
mas cantidad de leche que el AA y que el efecto del genotipo AA no resulta
significativamente mejor en relacion a la calidad de dicha leche, se podria utilizar la
informacion procedente del genotipo directamente en un programa de seleccion asistida por
marcadores.
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Tabla 1. Alineamiento multiple de secuencias mediante el programa CLUSTAL W v1.83.

ID Secuencia 5’ —» 3’ Genotipo

ov27 TCCCCAGAAAGCAGTGCCCCAGAGAGATGTGCCCATCCAGGCCTTTCTGC GG

ov2s TCCCCAGARAGCAGTGCCCCAGAGAGATATGCCCATCCAGGCCTTTCTGC AA

X79703 TCCCCAGAAAGCAGTGCCCCAGAGAGATATGCCCATCCAGGCCTTTCTGC AA

AY444504 TCCCCAGAAAGCAGTGCCCCAGAGAGATGTGCCCATCCAGGCCTTTCTGC GG
**‘k‘k*******************‘k****A*********************

OV27 y OV28 son los animales secuenciados en este trabajo. Los nucle6tidos idénticos estan
representados por * y las sustituciones estan escritas por el simbolo A
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Figura 1. Patrones PCR-
SSCP del gen B-caseina
ovina (CSN2)

=

GG AG

Tabla 2. Distribucién de los animales por genotipo y frecuencias génicas del locus de
CSN2 en las diferentes lineas de Merino analizadas
. Genotipo Frec;ugncias
Lineas génicas HWE*
n AA AG GG A G

Granda (L1) 55 | 28 26 1 0.7455 | 0.2545 | 0.1477
Hidalgo (L2) 60 | 42 14 4 0.8167 0.1833 | 0.0944
Jordan (L3) 56 | 42 11 3 0.8482 0.1518 | 0.0997
Lamex (L4) 58 38 16 4 0.7931 0.2069 | 0.2365
L.Montenegro (L5) 59 | 43 16 0 0.8644 | 0.1356 | 0.5809
M. Comun (L6) 64 | 45 17 2 0.8359 | 0.1641 | 0.6669
Merino Negro (L7) 26 | 25 1 0 0.9808 | 0.0192 -
Perales (L8) 685 | 359 | 274 52 0.7241 0.2759 | 1.0000
Serena (L9) 49 34 13 2 0.8265 | 0.1735 | 0.6146
Total 1112 | 656 | 388 68 0.7644 0.2356 | 0,2734

(n = tamafio muestra).*valores de p derivados del test 2

Tabla 3. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los caracteres de produccion de leche
al primer control (prodto1), produccion total real (prodtot2), tipificada a 120 dias (prodtota)
y total ordefiada (prodtoord) para los diferentes genotipos de CSN2.

prodtol (ml) prodtot2 (1) prodtota (1) prodtoord (1)
Genotipo N LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM+SE
AA 509 |437.45+13.56° 33.70+1.28° 37.91+1.27° 10.09+0.64°
AG 416 |473.39+14.36° 36.14+1.36% 40.63%1.35%° 10.790.68%
GG 100 [500.07+28.65" 39.272.76° 44.90+2.76° 12.73+1.37°
Valores con diferentes superindices en la misma columna difieren

significativamente a, b (p<0.05).

Tabla 4. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los caracteres de calidad de leche
para los diferentes genotipos de CSN2.

PGD PPDI PESMDI PESTDI PLACDI
Genotipo  |N LSM+SE LSM+SE LSM+SE LSM+SE N LSM+SE
AA 380 |7.30+0.08 6.45+0.07 11.55+0.05 18.70£0.12 319 |4.36+0.03
AG 318 |7.25+0.09 6.39+0.07 11.53+0.05 18.59+0.13 272 |4.38+0.03
GG 92 |7.18+0.16 6.39+0.13 11.65+0.10 18.78+0.23 79 |4.44+0.05

PGDI = % de grasa diaria. PPDI = % de proteina diaria. PESMDI = % de extracto seco magro diario.
PESTDI = % extracto seco total diario. PLACDI = % de lactosa diaria.
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INTRODUCCION

La kappa-caseina tiene un importante papel en el rendimiento quesero debido a su
participacion en la estabilizacion de la formacion de micelas previniendo la precipitacion de
las caseinas de la leche. Velmala et al. (1995) identificaron asociaciones de caracteres de
produccion de leche (rendimiento de leche, porcentaje de grasa y proteina) con diferentes
combinaciones de los alelos de la kappa-caseina. Debido a la alta homologia que existe
entre el bovino y el ovino, De Gortari et al. (1997) indicaron la posibilidad de utilizar el
microsatélite polimérfico CSN3 de la especie bovina en ovejas. La seleccién de animales
con un alelo especifico del gen de la caseina para poder cambiar la composicion de la leche
ha sido propuesta por Ng-Kwai-Hang et al. (1990). Asi, el objetivo de este trabajo ha sido
determinar el polimorfismo del microsatélite CSN3 del gen de la Kappa caseina ovina
(CSNB3) en distintas lineas de Merino y evaluar la influencia de los diferentes genotipos de
este locus sobre caracteres de produccién y calidad de la leche de ovejas Merinas.

MATERIAL Y METODOS

El microsatélite CSN3 del gen de la kappa caseina se ha analizado mediante PCR y
electroforesis capilar (ABI-Prism 310) utilizando el cebador marcado con el fluorocromo 6-
FAM descrito por de Gortari et al. (1998) y Corral et al. (2005). En primer lugar, se han
evaluado 974 individuos pertenecientes a distintas lineas de la raza Merina como son:
Granda, Hidalgo, Jordan, Lamex, Merino comun, Merino negro, Perales y Serena. En
segundo lugar, se han analizado 1025 lactaciones que proceden de ovejas de la linea
Perales criadas en la Finca Valdesequera (Junta de Extremadura) durante los afios 1999-
2006, evaluando la cantidad de leche total producida al primer control, la cantidad de leche
total real, total tipificada a 120 dias, leche total ordefiada y los factores que afectan a dicha
produccion. Ademas se ha analizado la composicién de dicha leche, gramos diarios
(mafiana y tarde) de la grasa, proteina, lactosa, extracto seco magro y extracto seco total de
626 lactaciones mediante la técnica de infrarrojo cercano con un equipo MilkoScan de
Fosselectric. Los porcentajes de calidad de la mafana o de la tarde, se obtuvieron
multiplicando los porcentajes de calidad de la mafiana o tarde por los kilogramos de leche
de la mafiana o de la tarde tipificada a 120 dias mediante el método Fleischmann y dividido
por la produccion total tipificada a 120 dias. Los efectos de cada genotipo sobre los
caracteres de produccion y calidad de leche se analizaron mediante el procedimiento mixed
del paquete estadistico SAS, (1998). El modelo utilizado para cantidad y calidad de leche
fue el siguiente:

Yijkl =p+ Xi + Tj + Pk + NP| + Genm + Ovejan + €ijkimn

Donde Yjiq es el valor de cada uno de los caracteres de la produccion de leche
(produccién al primer control, produccion real, produccion tipificada a 120 dias y cantidad de
leche ordefiada, estas tres ultimas calculadas con el método Fleischmann) o de calidad de
leche (porcentaje medio diario de proteina, grasa, lactosa, extracto seco magro y extracto
seco total), y es la media para cada caracter, X es el efecto del intervalo parto-destete T; es
el efecto del tipo de parto, Pk es el efecto de la paridera, NP, es el efecto del nimero de
parto, Genn, es el efecto del genotipo, Oveja, es el efecto aleatorio de la oveja y €jmn €S el
error residual que incluye los efectos del ambiente asociado con cada animal.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este locus (CSN3) se encontraron un total de 19 alelos con tamafios entre 208-252
pb en las distintas lineas de Merino (Figura 1). El alelo 222 fue el mas frecuente (0,3183) en
casi todas las lineas exceptuando las lineas: Jordan y Serena donde el alelo mas frecuente
fue 214; 0.3163 (Jordan) y 0.3409 (Serena); y Merino negro (alelo 236; 0,3542). Este
numero de alelos resulté mayor al observado en los estudios realizados en los cruces de
otras razas Romanov x Rambouillet y Romanov x Suffolk por De Gortari et al. (1997), en las
que encontré 7 alelos entre 345-371 pb. En los trabajos realizados por Bishop et al. (1994)
en la especie bovina localizd alelos en dicho locus entre 216-226 pb. Todas las lineas de
Merino estudiadas se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg (HWE), excepto las lineas
Jordan, Lamex y Merino Negro. En la Tabla 1 se representan las muestras de animales de
las distintas lineas y los indices de fijacién de Wright. La linea de Merino negro presenta
exceso de heterocigotos (Fis W&C) -0.164. Los efectos del modelo: intervalo parto-destete,
paridera (afio-estacion), tipo de parto y numero de parto resultaron significativos para
produccion de leche. En las Tablas 2 y 3, se representan las medias minimas cuadraticas de
produccion y calidad de los diferentes genotipos. El efecto del genotipo fue significativo para
la produccién de leche al primer control (p=0.0267), la producciéon real (p=0.0089),
produccion tipificada a 120 dias (p=0.0036) y leche ordefiada (p=0.0118). Las ovejas con el
genotipo 222/246 presentaron las mayores producciones de leche al primer control,
tipificada a 120 dias y leche ordefiada. Respecto a la calidad, el genotipo resulté significativo
para el porcentaje de extracto seco magro diario (p=0.0683). El genotipo con los mayores
porcentajes de extracto seco magro corresponde al genotipo 222/236. Los resultados de
este trabajo indican la existencia de algunos polimorfismos asociados a una mayor
produccion de leche que otros, resultados que deberan ser corroborados por nuevos
estudios y en un futuro estos genotipos de la Kappa caseina podrian emplearse como
marcadores en un programa de seleccion asistida por marcadores (M.A.S.) para mejorar
sobre todo la produccion de leche. Respecto a la calidad los resultados resultan menos
concluyentes.
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Figura 1. Representa distintos alelos determinados mediante el programa Genotyper v 2.0.
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Tabla 1. Heterocigosidad del locus CSN3, Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) e indices de
fijacion de Wright en la raza Merina. *valores de p derivados del test ¥, (n = tamafio muestra)

Heterocigosidad Heterocigosidad Fis

Linea Merino N observada Esperada HWE* W&C
Granda 51 0.7551 0.8053 0.9524 0.073
Hidalgo 55 0.8148 0.8436 0.7088 0.043
Jordan 49 0.5918 0.7780 0.0002 0.249
Lamex 56 0.6964 0.7589 0.0085 0.091
L.Montenegro 51 0.5294 0.7265 0.0149 0.280
Merino Comun 75 0.6486 0.7781 0.1021 0.173
Merino Negro 24 0.8750 0.7387 0.0104 -0.164
Perales 569 0.6977 0.7662 0.0784 0.090
Serena 44 0.6818 0.7342 0.3897 0.083
Total 974 0.6928 0.7878 0.0000 0.121

Tabla 2. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los caracteres de produccion de
leche al primer control (prodto1), produccion real (prodtot2), tipificada a 120 dias (prodtota)
y ordefiada (prodtoord) para los diferentes genotipos de CSN3.

prodto1 (ml) prodtot2 (I) prodtota (1) prodtoord (1)

Genotipos N LSM + SE LSM + SE LSM + SE LSM + SE
214/214 12 526.38+86.98 42.37+8.51 44.67+8.45 14.94+4.23
214/216 29 483.68+51.58 36.16+5.01 39.86+4.96 10.13+2.50
214/222 85 432.50+29.39 32.70+2.82 36.66+2.79 9.50+1.41
214/224 62 516.42+36.54 41.63+3.55 46.53+3.52 14.05+1.77
214/234 13 554.80+85.94 51.34+8.44 53.95+8.39 21.32+4.19
214/236 12 397.21£72.72 26.75+6.99 30.93+6.91 6.48+3.50
216/216 44 431.52+41.46 33.86+4.00 37.00+3.96 10.95+£2.00
216/222 100 435.80+27.60 33.40+2.66 38.23+2.64 9.82+1.33
216/224 51 394.46+35.58 29.22+3.41 33.99+3.38 8.04+1.71
216/236 25 420.59+51.17 31.00+4.92 35.64+4.87 8.80+2.46
222/222 144 515.64+23.74 41.24+2.28 45.99+2.26 13.79+1.14
222/224 149 481.16+23.50 37.51+2.26 41.97+2.24 11.39+£1.13
222/234 10 402.88+81.38 27.17+7.82 32.28+7.75 5.30+3.92
222/236 35 498.96+42.96 39.33+4.13 44.31+4.09 12.47+2.07
222/246 12 632.02+75.27 51.03+7.32 54.69+7.26 16.74+3.65
224/224 42 387.42+37.68 28.59+3.57 31.46+3.53 8.33+1.80
224/236 18 484.34+59.87 36.44+5.77 42.79+5.72 9.77+2.89

Tabla 3. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los caracteres de calidad de leche
para los diferentes genotipos de CSN3. PGDI= % grasa, PPDI = % proteina, PESMDI= %
extracto seco magro, PESTDI= % extracto seco total, PLACDI= % lactosa.

PGDI PPDI PESMDI PESTDI PLACDI
Genotipos N LSM+*SE LSM+SE LSM+SE LSM#+SE N LSM = SE
214/216 15 7.63+0.31 6.61+0.28 11.74+0.20 19.18+0.45 12 4.47+0.11
214/222 68 7.19+0.16 6.28+0.14 11.49+0.11 18.45+0.24 56 4.39%0.06
214/224 38 7.51+0.22 6.62+0.19 11.61+x0.15 19.03+0.32 31 4.41+0.08
214/236 12 7.17+0.37 6.33+0.32 11.7520.25 18.49+0.55 9 4.18%0.14
216/216 28 7.51+0.25 6.73+0.22 11.68+0.16 19.02+0.36 22  4.28+0.09
216/222 76 7.41+0.15 6.50+0.13 11.58+0.10 18.94+0.23 65 4.37%0.05
216/224 39 7.16+0.20 6.21+0.18 11.30+0.14 18.45+0.30 33 4.2840.07
216/236 24 7.29+0.27 6.40+0.23 11.65+0.18 18.84+0.39 18 4.34+0.10

222/222 125 7.00£0.13 6.30+£0.11 11.31x0.09 18.22+0.19 109 4.40£0.04
222/224 114 7.07+0.13 6.30+0.12 11.46+x0.09 18.35+0.20 101 4.41%0.05

222/234 10 7.80+0.42 6.71+0.36 11.58+0.28 19.41+0.61 8 4.23+x0.14
222/236 24 7.12+0.25 6.40+0.22 11.94+0.16 18.32+0.36 19  4.49+0.08
224/224 35 7.47+0.22 6.58+0.19 11.52+0.14 18.73+0.31 27 4.20%0.07
224/236 18  7.32+0.31 6.44+0.27 11.74+0.20 18.84+0.45 14 4.43+0.11

—482 -



ITEA (2007), Vol. Extra N.° 28. Tomo II, 483-485

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE GENES DEL COMPLEJO MAYOR DE
HISTOCOMPATIBILIDAD CAPRINO DE CLASE |
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de Barcelona, Bellaterra 08193. E-mail: Ali.Zidi@uab.es

INTRODUCCION

Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | se
encargan de presentar péptidos derivados tanto de proteinas enddégenas como de
patogenos intracelulares en la superficie de la membrana celular (Harty et al. 2000). Ello
resulta fundamental en el proceso de reconocimiento antigénico y activacion de los linfocitos
T CD8" citotoxicos. El polimorfismo de los genes MHC de clase | se ha asociado al
desarrollo de una mayor resistencia/susceptibilidad a diversas enfermedades infecciosas y
parasitarias como por ejemplo la mastitis, la tricoestrongilosis, la artritis-encefalitis caprina y
la leucosis bovina (revisado en Amills et al. 1998).

La organizacién genomica del MHC de clase | en rumiantes es muy compleja. En
ovino, se ha descrito la existencia de al menos cuatro genes de clase | mientras que en
bovino dicho nimero podria elevarse a seis (Ellis et al. 2004, Miltiadou et al. 2005). Dichos
genes presentan una elevada variabilidad genética, con 12 y 64 secuencias MHC de clase |
ovinas y bovinas almacenadas en la Immuno Polymorphism Database
(http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/ipd), respectivamente. En caprino aun no se ha procedido a
caracterizar estructuralmente los genes MHC de clase |, habiéndose descrito Gnicamente la
existencia de distintas variantes mediante la técnica de isoelectroenfoque (Joosten et al.
1993).

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron extracciones de RNA a partir de muestras de higado utilizando el
reactivo Trizol (Gibco BRL). La sintesis de cDNA se llevé a cabo mediante el kit
ThermoScript (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y empleando como
molde 1-2 ug de RNA. Se utilizaron los oligonucleétidos mhcl-5', 5'- ATG GGG CCG CGA
ACC CTC CT-3 y mhcl-3' 5-GAT GGA GAC GGC CCA GCC C-3' para amplificar
aproximadamente 1,3 kb del cDNA MHC de clase | caprino. El perfil térmico fue de 94 °C-90
seg, 57 °C-2 min y 72 °C-4 min durante 31 ciclos. La composicion de la reaccion de PCR fue
1.5 mM MgCl, 100 uM dNTP, 0.5 uM de cada primer, y 1.25 U de Tag DNA polimerasa
(Ecogen) en un volumen final de 50 pl. Asimismo, se amplific6 un fragmento de
aproximadamente 0.69 kb con los oligonucleétidos mhcl-5' y mhcl-31, 5-GGC CCA GCA
CCT CAG GGT GAG-3'. Las condiciones de la reaccién de PCR fueron iguales a las
descritas anteriormente, aunque el nimero de ciclos fue de 36. Los productos amplificados
de 1,3 y 0.69 kb fueron purificados mediante el QlAquick Gel Extraction kit (Qiagen). A
continuacién fueron clonados en el plasmido pCR 2.1-TOPO vector (Invitrogen) y
secuenciados de acuerdo con los protocolos descritos por Amills et al. (2005). Las
secuencias obtenidas fueron alineadas mediante el programa Multalin (Corpet, 1988).

El andlisis filogenético de las secuencias se realizd6 mediante el programa MrBayes
3.1. Se consider6 un modelo con seis tasas de sustitucion distintas y se emplearon los flat
priors definidos por defecto en el programa para describir las frecuencias nucleotidicas, la
proporcién de lugares invariantes y el parametro a. El arbol filogenético consenso se
visualizé con el programa TreeView.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo, se ha caracterizado la secuencia codificante total de un gen
MHC de clase | caprino (Cahi-MHCI). Dicha secuencia posee una identidad nucleotidica del
94%, y 92% con los genes ortologos bovino (DQ121165.1) y ovino (AJ874673.2). Asimismo,
se han caracterizado parcialmente otras dos secuencias MHC de clase | (clones 60251 y
71274). El analisis filogenético bayesiano de un fragmento de 572 pb correspondiente a
dichas secuencias y a las caracterizadas en ovino se muestra en la Figura 1. Puede
observarse, que la secuencia Cahi-MHCI agrupa con las secuencias ovinas F12 y D5 con
una elevada probabilidad posterior (1,00). De forma similar, la secuencia caprina 60252
agrupa con la secuencia ovina D3 con una probabilidad posterior de 1,00. En un analisis
previo, Miltiadou et al. (2005) demostraron que las secuencias ovinas D3, D5, F8 y F12
agrupan conjuntamente en un unico cluster (valor de bootstrap 82, cluster 1) y con toda
probabilidad corresponden a un unico locus de clase | que se transcribe a niveles elevados.
De manera similar, podemos concluir que las secuencias Cahi-MHCI y 602521
probablemente correspondan a un mismo locus. El alineamiento de estas dos secuencias ha
pemitido detectar la existencia de 32 posiciones polimérficas. Finalmente, cabe destacar
que la secuencia caprina MHC de clase | correspondiente al clon 71274 no agrupa con
ninguna de las demas secuencias ovinas o caprinas, por lo cual cabe concluir que
corresponde a un locus distinto.
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Figura 1. Arbol filogenético bayesiano de las secuencias MHC de clase | ovinas y caprinas
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INTRODUCCION

Se ha realizado un experimento de seleccion divergente por capacidad uterina (CU) durante
10 generaciones de seleccion en conejo. Las lineas difieren en tamafo de camada debido
principalmente a la diferente supervivencia prenatal (Santacreu et al., 2005). Estudios en las
primeras etapas de la gestacion mostraron que las diferencias en la supervivencia y en el
desarrollo embrionario se producen antes de la implantacion (Mocé et al., 2004; Peiré et al.,
2007). Hay indicios de la presencia de un gen mayor relacionado con la CU y de un gen
mayor relacionado con el nimero de embriones implantados (Argente et al., 2003; Blasco et
al., 2005). Un gen candidato podria ser el gen del receptor de la progesterona. El receptor
de progesterona (PGR) esta involucrado en la liberacion del 6vulo maduro, en el proceso de
implantacién del embrion y en el mantenimiento de la gestacion (Graham y Clarke, 1997).
Merchan et al. (2005) encuentran un SNP en el promotor del gen PGR (SNP 2464,
secuencia publicada en el Genbank (X06623)) asociado a las lineas seleccionadas para
aumentar la CU (H) y disminuir la CU (L). El objetivo es estudiar el efecto del SNP 2464 del
gen PGR en la supervivencia y desarrollo embrionario temprano en una poblacion F2
resultado del cruce reciproco de las lineas H y L. Este trabajo es complementario a los
presentados en estas jornadas por Garcia et al. (2007) y Argente et al. (2007).

MATERIAL Y METODOS

Animales: Se han utilizado hembras de una poblacién F2 procedente del cruce de 3 machos
de la linea H y 12 hembras de la linea L y de 3 machos de la linea L y 5 hembras de la linea
H. De estos cruces se obtuvieron un total de 10 machos y 70 hembras F1, que se cruzaron
entre si para obtener un total de 498 hembras F2. De estas, 172 hembras se sacrificaron a
las 48 horas post-monta y 159 hembras se sacrificaron a las 72 horas post-monta.
Genotipado del gen del receptor de progesterona (PGR): EI DNA genomico se extrajo a
partir de muestras de sangre siguiendo el protocolo de ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid
PrepSation (Applied Biosystems). El genotipado del SNP G/Az464 Se realizé por PCR-RFLP.
Se amplificé un fragmento de la PCR de 558 pb y se digirié6 con la endonucleasa de
restriccion Eco31l (Fermentas). Los animales genotipados como G/Gys4 Se designaron
como GG, los G/Az464 como GA y los A/Az4e4 cOMo AA.

Caracteres: Se registro la tasa de ovulacion (TO), estimada como el nimero de cuerpos
hemorragicos presentes en los ovarios; el nimero de embriones normales (EN); el nimero
de embriones anormales (EA: embriones con fragmentacion citoplasmatica o células
desestructuradas) y el nimero de ovocitos (OO). Los EN se catalogaron como inicios de
moérulas (IM), mérulas compactas (MC) o blastocistos (B). Se calcul6 la tasa de fecundacion
(TF) como (100*(EN+EA)/(EN+EA+QQ)), asi como el porcentaje de embriones en cada uno
de los estados de desarrollo. La supervivencia embrionaria (SE) se estimé con los valores
de EN corregidos por la covariable TO.

Analisis estadisticos: El andlisis se realizé utilizando métodos bayesianos. Los datos de las
variables SE, IM, MC y B a 48 y 72 horas de sacrificio se analizaron de forma separada.
Para estas variables, los efectos sistematicos considerados en el modelo fueron el efecto
afno-estacion (3 niveles), el numero de foliculos hemorragicos (3 niveles), los dias
transcurridos entre el ultimo destete y el sacrificio (2 niveles), el operario (3 niveles) y el
genotipo para el gen del PGR (3 niveles). Los datos de las variables TO y TF de 48 y 72
horas de sacrifico se analizaron conjuntamente y se consideraron los efectos anteriores y el
efecto del momento de sacrificio (2 niveles). Para los caracteres de supervivencia y
desarrollo embrionario a 72 h, se incluy6 el efecto de presencia o ausencia de embriones en
el utero (2 niveles) en el modelo. Para todos los efectos sistematicos se utilizé un prior plano
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acotado, y se asumio que las variables eran normales. Las distribuciones marginales
posteriores de los parametros desconocidos se estimaron usando muestreo de Gibbs. Se
utilizé una cadena de 100,000 iteraciones con un periodo de quemado de 20,000 iteraciones
y se guardé una muestra de cada 10 iteraciones. La convergencia de las cadenas se
comprobé utilizando el criterio Z de Geweke.

RESULTADOS Y DISCUSION

La media bruta para la TO, TF y ER es similar a la obtenidas en las lineas parentales (Tabla
1), al igual que el grado de desarrollo de los embriones a las 72 h (Peiré et al., 2007). El
estado de desarrollo de los embriones a las 48 h es mas avanzado que el observado en las
lineas parentales (Peir6 et al., 2007).

En el presente trabajo sélo se presentan los resultados de los animales homocigotos. Asi,
del total de 172 hembras sacrificadas a las 48 h de gestacion, 63 presentaban el genotipo
GG, 55 el genotipo GA y 54 el genotipo AA. De las 159 hembras sacrificadas a las 72 h, 33
presentaban el genotipo GG, 96 el genotipo GA y 30 el genotipo AA.

En la Tabla 2 se muestran los parametros de las distribuciones marginales posteriores de
las diferencias entre los genotipos homocigotos y los valores propuestos que se han
considerado como relevantes. Las distribuciones son simétricas. En todas las variables el
test de Geweke no detecta falta de convergencia y el error de Monte Carlo es pequefio. La
probabilidad de que la TO para el genotipo GG (mas frecuente en la linea H) sea superior a
la del genotipo AA es del 87% pero la probabilidad de que esa diferencia sea relevante es
pequefa (Pr=6%). Los genotipos GG y AA tampoco presentan diferencias relevantes para la
TF ni para la SE a las 48 horas. Estos resultados estan en concordancia con los resultados
previos obtenidos en las lineas parentales (Mocé et al., 2004; Peir6 et al., 2007). Alas 72 h
existe una diferencia para SE de 0.36 embriones recuperados a favor del genotipo GG, esta
diferencia corresponde a un 40% de las diferencias encontradas entre las lineas parentales.
La probabilidad de que el genotipo GG presente una supervivencia embrionaria mayor que
el AA es del 80% y de que esta diferencia sea relevante es del 60%. El valor de relevancia
propuesto, 0.25 embriones, representa un 25% de las diferencias entre las lineas Hy L. Al
evaluar el desarrollo embrionario a las 48 horas, las diferencias entre ambos genotipos
no son relevantes (D =-0.40%). A las 72 horas de gestacion, el genotipo GG si presenta un
mayor desarrollo embrionario que el genotipo AA. La probabilidad de que el genotipo GG
presente un mayor porcentaje de B que AA es del 91%. Para el genotipo GG se observa un
menor porcentaje de los estados embrionarios menos desarrollados (D = -2.15 y -7.09 para
IM y MC, respectivamente) y un mayor porcentaje del estado embrionario mas desarrollado
(D=9.24 para B). El valor de relevancia propuesto es del 4% que corresponde a la cuarta
parte de las diferencias en el desarrollo embrionario entre las lineas H y L. La probabilidad
de que la diferencia entre GG y AA sea relevante es del 76%. La mayor supervivencia y
mayor desarrollo embrionario a las 72 horas de gestacién podrian explicar las diferencias
encontradas entre los genotipos a la implantacion (0.62 embriones) y al nacimiento (0.76
gazapos) en esta poblacién F2.

CONCLUSIONES

El SNP 2464 encontrado en el promotor del gen PGR explica parte de las diferencias
encontradas en supervivencia y desarrollo embrionario en las primeras etapas de la
gestacion entre las lineas H y L (Peird et al., 2007). El genotipo GG presenta una mayor
supervivencia y desarrollo embrionario a las 72 h, de acuerdo con los resultados obtenidos
para el tamafio de camada y nimero de embriones implantados en esta poblacion F2 (Peir6
et al., 2006).
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Tabla 1. Media bruta (M) y desviacion estandar (d.e.) para la tasa de ovulacién (TO), tasa de
fecundacion (TF), embriones recuperados (ER) y porcentaje de inicios de mérula (IM),
morulas compactas (MC) y blastocistos (B) a las 48 horas y a las 72 horas de gestacion de
la poblacion F2.

48 horas 72 horas
TO TF% ER  IM(%) MC (%) ER  IM(%) MC(%) B (%)
M 12.93 97.87 11.88 13.34 86.66 11.83 12.19 72.90 14.91
d.e. 2.53 5.61 2.35 27.57 27.57 2.66 26.49 32.23 25.67

Tabla 2. Parametros de las distribuciones marginales posteriores de las diferencias entre el
genotipo GG y AA del gen PGR para la tasa de ovulacién (TO), la tasa de fecundacion (TF),
la supervivencia embrionaria (SE), y el porcentaje de inicio de moérulas (IM) y moérulas
compactas (MC) a las 48 y 72 h de gestacion.

D HPDgso, P(D>0) (%) b Pr (%) P(D>b) (%) MCse z

TO 0.42 -0.30, 1.15 87 1 6 6 0.0036 -0.37
TF (%) -0.38 -4.07,5.52 52 7 0 0 0.0161 -0.11
48 horas gestacion

SE 0.14 -0.55,0.82 65 0.25 32 25 0.0029 0.87
IM (%) -0.40  -15.38,13.80 52 4 58 32 0.0638 -1.32
72 horas gestacion

SE 0.36 -0.53,1.18 80 0.25 67 60 0.0043 1.27
1M (%) -215  -17.34,11.61 39 4 62 21 0.0831 -0.99
MC (%) -7.09  -25.14,9.26 21 4 74 11 0.0988 -1.00
B (%) 9.24 -3.63, 22.62 91 4 81 76 0.0897 0.46

D: media posterior de la diferencia entre los genotipos GG y AA; HPDgsy,: region de alta densidad posterior al
95%; P(D>0): probabilidad de que la diferencia sea mayor que cero; b: diferencia relevante; Pr: probabilidad de
la relevancia (probabilidad de que D sea mayor que b en valor absoluto); P(D>b): probabilidad que D sea
relevante a favor del genotipo GG; MCse: error estandar de Monte Carlo; Z: valor Z del test de Geweke.
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ESTIMACION DE LA HEREDABILIDAD DE LA ASIMETRIA FLUCTUANTE EN AVES DE
PUESTA. EFECTOS DE LA EDAD Y EL SEXO
Campo, J.L., Davila, S.G., Gil, M.G., Mufoz I.
Departamento de Mejora Genética Animal, Instituto Nacional de Investigacion Agraria 'y
Alimentaria, Apartado 8111, 28080 Madrid

INTRODUCCION

La asimetria fluctuante es el indice mas recomendado de estabilidad durante el
desarrollo (Palmer y Strobeck, 1992) y se considera un indicador del estrés genético o
ambiental (Parsons et al., 1992), utilizandose como medida del bienestar y de la aptitud
biolégica de un animal (Moller et al., 1999; Tuyttens et al., 2003). Aunque la asimetria
fluctuante tiene un componente heredable, éste suele ser pequefio y la heredabilidad
encontrada en la literatura (estimada por parentesco entre hermanos o progenitor-
descendencia) generalmente varia entre 0,0 y 0,1 en distintas especies de vertebrados:
salmon (Bryden y Heath, 2000), golondrina (Cadee et al., 2000), ratén (Leamy et al., 1999),
ciervo (Kruuk et al, 2003) y hombre (Corruccini y Potter, 1981). Las estimas de
heredabilidad para la asimetria fluctuante pueden infraestimar la heredabilidad para la
estabilidad durante el desarrollo (Whitlock et al., 1996), porque la heredabilidad de la
asimetria es su repetibilidad multiplicada por la heredabilidad de la estabilidad durante el
desarrollo. Los objetivos de este estudio fueron estimar la heredabilidad de la asimetria
fluctuante por REML en aves de puesta, y evaluar los efectos de la edad y el sexo.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizd una raza sintética de gallinas (Castellana Codorniz), originada a partir del
cruce F, entre la Castellana Negra y la Prat Leonada (Campo et al, 1991). En el
Experimento 1 se usaron 1.073 aves (358 machos y 715 hembras), pertenecientes a dos
generaciones consecutivas (236 y 837 aves, respectivamente) con genealogia completa,
para estimar la heredabilidad de la asimetria fluctuante a las 36 semanas de edad. Para
estudiar el efecto de la edad, se usaron 180 hembras en el Experimento 2 divididas en
nueve grupos iguales de 20 aves, que fueron analizadas para la asimetria fluctuante a las 8,
12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 y 40 semanas. Un total de 180 machos fue analizado similarmente.

Se midieron cinco caracteres bilaterales, tres morfoldgicos (longitud de pata, ala y
segunda pluma primaria) y dos sexuales secundarios (area de orejilla y barbilla). Los valores
del lado derecho (D) e izquierdo (I) se tomaron en la misma sesion. La asimetria fluctuante
se definié por el valor absoluto de la diferencia entre lados [|D-l]] y la asimetria relativa
dividiendo el valor absoluto por la media del caracter [2|D-I|/(D+l)]. Se siguié el protocolo
experimental indicado por Palmer (1994: Developmental Instability: Its Origins and
Evolutionary Implications) para identificar la asimetria como fluctuante. La asimetria relativa
no tenia distribucion normal y se hizo la transformacién arc-sen raiz cuadrada.

En el Experimento 1, se utiliz6 un modelo mixto de Henderson, con el sexo y la
generacion como efectos fijos, y el método indirecto de Misztal y Gianola (1987). El
algoritmo libre de derivadas de Graser et al. (1987) se utilizd para estimar los componentes
de la varianza por REML. En el Experimento 2, se utiliz6 un ANOVA factorial edad-sexo y la
prueba multiple de Student-Newman-Keuls; cuando la interaccion era significativa se
estudiaba el efecto de la edad en cada sexo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se resumen las heredabilidades para la asimetria absoluta, la relativa,
la relativa transformada y para cada caracter (Experimento 1). La asimetria relativa de los
caracteres sexuales secundarios (alrededor del 10% del valor del caracter) era mucho
mayor que la de los caracteres morfolégicos (menos del 2% del valor del caracter). La
heredabilidad era cero, o muy baja y no significativa, para la asimetria absoluta y relativa de
los cinco caracteres. La heredabilidad de la asimetria relativa media fue 0,01 + 0,03. La
heredabilidad de D-lI (una medida de asimetria direccional) era parecida a la de |D-|.
Adicionalmente, se calculé la heredabilidad de dos valores transformados de la asimetria
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absoluta, |D-1)/°%, log|D-I|, y la de tres indices alternativos de asimetria fluctuante, (D*+I%)-
0,5(D+l)?, |InD-Inl|, logD-logl. La heredabilidad era similar en todos los casos a las anteriores.

La heredabilidad de cada caracter era generalmente mayor que la de la asimetria. La
longitud de pata era altamente heredable, mientras que la heredabilidad de la longitud de ala
era intermedia, y la de la longitud de pluma no diferia de cero significativamente; tanto el
area de orejila como de barbilla eran poco heredables pero su heredabilidad era
significativa. Las heredabilidades de cada lado eran muy similares para los cinco caracteres,
y las correlaciones entre lados no diferian de 1 significativamente, siendo las fenotipicas
(entre 0,78 y 1,00) menores que las genéticas (entre 0,97 y 1,00).

Tabla 1. Heredabilidades para la asimetria bilateral y para cada caracter a las 36 semanas
de edad.

Caracter D-I 2|D-1)(D+l) arc sen [2)D-I/(D+N]*° (D+)/2 D-I

Longitud pata (mm) 0,010,003  0,02+0,03  0,02+0,03 056 £0,07 001 +
Eéon?;;itud ala(mm)  0,01+003 009+0,05 0,06 +0,04 039+005 005 +
E;)On?)gitud pluma (mm) 0,00+0,02  0,00+0,04 0,00 +0,00 0,02 + 0,02 0,00 +
%r?asa orejilla (cm?) 0,01£0,02  0,00+0,07  0,01+0,03 017+0,04 002 +
g\’%g barbilla (cm? ~ 0,03+0,03  0,02+0,03 0,00+ 0,02 015+0,03 000 +

La heredabilidad de la asimetria fluctuante no diferia significativamente de cero en
ningun caso, indicando que esta determinada principalmente por factores ambientales. Para
longitud de pata, ala y pluma, una baja heredabilidad concuerda con la elevada heterosis
encontrada por Campo et al. (2000). Aunque la heredabilidad de la asimetria fluctuante ha
sido el tema de considerable controversia, los valores mas fiables encontrados en la
literatura son muy bajos (Whitlock y Fowler, 1997), en concordancia con los encontrados en
este estudio. El bajo nivel de heredabilidad observado en la asimetria fluctuante indica el
bajo nivel de control genético sobre la estabilidad durante el desarrollo. La heredabllldad de
este caracter es la de la asimetria fluctuante dividida por 0,6366-0,3634/(CVp.)°. Para los
cinco caracteres analizados era 0,02; 0,03; 0,00; 0,01 y 0,07, respectivamente, por lo que
las estimas de heredabilidad encontradas para la asimetria fluctuante no infravaloraron las
de la estabilidad durante el desarrollo. La heredabllldad estlmada Fpara la asimetria
direccional concordaba muy bien con su valor esperado h?(1-r)/ (Roff y Reale,
2004), que era 0,00; 0,05; 0,00; 0,01 y 0,00, respectivamente. La correlamon genetlca entre
lados, que es una medida de los efectos de pleiotropia o desequilibrio gamético, no diferia
de 1, corroborando que la diferencia entre lados era puramente ambiental en origen. La
varianza debida a dominancia era generalmente muy baja tanto para las asimetrias como
para los caracteres; los caracteres morfologicos muestran tipicamente bajos porcentajes de
esta varianza (Crnokrak y Roff, 1995) y por tanto deberian esperarse también bajos niveles
para las asimetrias. Por tanto, la asimetria fluctuante era el resultado de efectos ambientales
sin efectos genéticos aditivos o dominantes significativos.

En el Experimento 2, no habia interaccion significativa entre la edad y el sexo para la
asimetria relativa de longitud de pata y area de orejilla (Tabla 2). El efecto de la edad fue
significativo para longitud de pata, siendo el valor minimo a las 24 semanas (0,72%)
significativamente distinto al valor maximo a las 40 semanas (1,34%). El efecto del sexo era
significativo para el area de orejilla, teniendo las hembras mayor asimetria relativa que los
machos (13,39% y 8,61%, respectivamente). Habia interaccién para la asimetria relativa de
longitud de ala, longitud de pluma y area de barbilla. Para longitud de ala, la variacion
asociada con la edad fue significativa en ambos sexos; en las hembras los valores a las 20 y
40 semanas (2,04% y 2,09%) eran mayores que el resto, mientras que en los machos el
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valor maximo era a las 16 semanas (2,32%). La diferencia entre sexos era significativa a
esta edad, teniendo los machos mayor asimetria relativa que las hembras (2,32% y 1,11%).
Para longitud de pluma y area de orejilla la variacién asociada con la edad era significativa
solo en las hembras, siendo significativamente mayor el valor a las 20 semanas para ambos
caracteres (3,12% y 21,94%). La diferencia entre sexos era significativa a esta edad,
teniendo las hembras (3,12% y 21,94%) mayor asimetria relativa que los machos (1,30% y
6,39%).

Aunque habia variacién significativa con la edad para longitud de pata, longitud de
ala, longitud de pluma (hembras) y area de barbilla (hembras), las unicas diferencias
significativas ocurrian cerca de la edad adulta o cerca de la madurez sexual. Podian
distinguirse tres tipos de variacion en la asimetria fluctuante, en concordancia con los
sefialados por Swaddle y Witter (1997). Primeramente, la asimetria para longitud de pata
(longitud de ala en machos) decrecia (aumentaba) tempranamente y luego aumentaba
(decrecia) la mayoria del tiempo, En segundo lugar, la asimetria para longitud de ala y
longitud de pluma en hembras seguia una tendencia aleatoria casi todo el tiempo.
Finalmente, la asimetria para area de barbilla en hembras disminuia tempranamente y
permanecia constante todo el tiempo. Moller (1994) encontré un grado similar de asimetria
fluctuante para longitud de pata y longitud de ala en ambos sexos de la golondrina.

Tabla 2. Cuadrados medios indicando el efecto de la edad para cada sexo sobre la asimetria
fluctuante.

Fuentes Longitud Longitud Longitud Area Area
variaciéon pata ala pluma orejilla barbilla
Edad (8) 0,0038** 0,0069*** 0,1028** 0,0486 0,0702
Sexo (1) 0,0012 0,0001 0,0152 0,2518*** 0,0846**
Interaccion (8) 0,0012 0,0052** 0,0091** 0,0460 0,1042***
Residual (277) 0,0015 0,0021 0,0036 0,0244 0,0193
Hembras

Edad (8) 0,0054** 0,0116*** 0,1551***

Residual (171) 0,0018 0,0030 0,0194
Machos

Edad (8) 0,0067** 0,0078 0,0157

Residual (171) 0,0024 0,0042 0,0176
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AGRESIVIDAD Y PICAJE EN AVES DE PUESTA DE DIFERENTES RAZAS. RELACION CON
LA DURACION DE LA INMOVILIDAD MUSCULAR Y EL COCIENTE DE LEUCOCITOS
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Departamento de Mejora Genética Animal, Instituto Nacional de Investigacion Agraria y
Alimentaria, Apartado 8111, 28080 Madrid

INTRODUCCION

La gallina es la Unica especie doméstica que fue inicialmente seleccionada para
agresividad en lugar de para docilidad. La agresion es una de las clases de conflictos entre
animales dentro de la especie que incluyen la amenaza, la pelea, el picaje de plumas y el
canibalismo (Webster, 1994), y es usada para establecer el orden de dominancia en un grupo
social. Algunos experimentos han indicado una base genética de la agresividad entre gallos
(Marsteller et al., 1980), y los machos reproductores de las lineas de carne muestran un
comportamiento sexual aberrante con altos niveles de agresividad hacia las hembras (Millman
et al., 2000). La relacién entre la agresividad y los indicadores de estrés ha sido poco estudiada;
niveles altos de agresion han sido asociados al estrés en gallinas (Marsteller et al., 1980:
corticosterona; Jones, 1996: corticosterona y duracién de inmovilidad muscular) y en cerdos
(McGlone et al., 1993: cortisol y numero de leucocitos). El objetivo de este estudio fue analizar
la relacion entre la agresividad y el cociente entre heterdfilos y linfocitos (uno de los mejores
indicadores de estrés) o la duracion de la inmovilidad muscular (una medida tradicional del
miedo) en gallos de diferentes razas. Puesto que la asociacion entre el picaje dirigido a las
manos del cuidador, un comportamiento defensivo-exploratorio, y los niveles de miedo o estrés
no ha sido estudiada previamente el estudio incluye dicho analisis.

MATERIAL Y METODOS

En el Experimento 1, se utilizaron siete razas espafolas (Andaluza, Castellana Negra,
Leonesa Parda, Menorca Negra, Prat Leonada, Villafranquina Roja y Espafola Cara Blanca) y
una poblacién de Leghorn Blanca, mantenidas en la granja experimental de El Encin (Madrid)
dentro del programa de conservacion iniciado en 1975 por el INIA. Dos variedades de la
Andaluza (Franciscana y Perdiz) se incluyeron en el estudio. Un total de 81 gallos se
muestrearon en nueve dias (bloques) diferentes, incluyendo en cada bloque nueve gallos (uno
por cada raza). La agresividad relativa, basada en la relacion dominante-subordinado, se estimé
observando cada gallo en cada bloque en ocho encuentros aleatorios por pares (36 encuentros
por bloque) y calculando el porcentaje de encuentros ganados. En una situacion tipica, un gallo
amenazaba o iniciaba el ataque y el otro retrocedia, huia o indicaba sumision; el periodo de
latencia para el inicio de los combates fue de cinco minutos, y una vez decididos no se
continuaban. En el Experimento 2 se utilizaron cinco razas espafiolas (Castellana Negra,
Leonesa Parda, Prat Leonada, Vasca Roja Barrada y Villafranquina Roja) y la Leghorn Blanca.
Un total de 84 gallinas fueron usadas, igualmente divididas en dos grupos; el grupo 1 consistia
de 42 gallinas que picaban las manos del experimentador (6, 3, 12, 9, 9 y 3 gallinas de cada
raza), y el grupo 2 servia como control (con 6, 3, 12, 9, 9 y 3 gallinas de cada raza que no
picaban). En ambos experimentos los animales tenian 36 semanas.

La sangre para el conteo de leucocitos se obtuvo de una pequefia puncion en la cresta,
siguiendo el método de Lucas y Jamroz (1961) para la tincién, y contando un total de 100
leucocitos incluidos los granulares (heterdfilos, eosindfilos y basdfilos) y los no granulares
(linfocitos y monocitos). La inmovilidad muscular se indujo en una cuna de madera (Jones y
Faure, 1981), con un maximo de tres intentos y 600 seg en cada intento. En el Experimento 1
se utilizé un disefio en bloques al azar: x; = n + R; + b; + e;. Las correlaciones entre agresividad,
cociente de leucocitos y duraciéon de la inmovilidad muscular se calcularon con las varianzas-
covarianzas residuales. Se usaron las transformaciones arc sen v , v, y log para estas variables.
En el Experimento 2 se utilizo un disefio factorial: xjx = pu + T; + Rj + TR + e
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se resumen los valores de los coeficientes de correlacion entre los
caracteres. La correlacion entre agresividad relativa e inmovilidad muscular era significativa al
6%, siendo el intervalo de confianza 0,00-0,41. La correlacion entre agresividad y cociente de
leucocitos no fue significativa, en concordancia con lo indicado por Marsteller y col. (1980) que
no encontraron asociacion entre agresividad y estrés (nivel de corticosterona). La correlacién
encontrada entre los indicadores de miedo y estrés tampoco fue significativa.

Tabla 1. Coeficientes de correlacion entre agresividad relativa, cociente de leucocitos, y
duracién de la inmovilidad muscular

Agresividad Cociente Numero Numero
relativa leucocitos heterofilos linfocitos
Cociente leucocitos 0,02
Numero heterdfilos 0,01 0,99***
Numero linfocitos -0,04 -0,93*** -0,87***
Inmovilidad muscular 0,21° 0,15 0,17 -0,13

Tabla 2. Agresividad relativa (%), cociente de leucocitos y duracién de la inmovilidad muscular
(seg) en gallos de diferentes razas

Raza Agresividad Inmovilidad Cociente
relativa muscular leucocitos
Cara Blanca 52,50° 536° 0,53?
Menorca 48,75° 458 0,52°
Villafranquina 27,80°° 425% 0,36°
Leonesa 24,58%° 248° 0,36°
Andaluza Perdiz 22,28%° 362% 0,56°
Andaluza Franciscana 18,69°° 563° 0,36°
Castellana 10,20 263 0,42°
Leghorn 6,25° 470% 0,55
Prat 0,00° 307* 0,40°

Habia diferencias significativas entre razas para agresividad relativa (Tabla 2), mientras
que el efecto bloque no era significativo. Los gallos de la Espafiola Cara Blanca y la Menorca
Negra eran los mas agresivos, aproximadamente con el 50% de los encuentros ganados,
mientras que los de la Castellana Negra, Leghorn Blanca y Prat Leonada eran los menos
agresivos (los de la Prat perdieron todos los encuentros). Este resultado sugiere que la
seleccion para tamafo de orejilla, desde la Castellana a la Menorca y de ésta a la Cara Blanca,
podria haber producido indirectamente un incremento en los niveles de agresividad, mientras
que la seleccioén para puesta (Leghorn, Castellana y Prat) podria haber reducido dichos niveles.
Jones y Prescott (2000) también encontraron menor agresividad en gallos de estirpes de
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puesta. La diferencia entre razas no parece ser debida al tamafio de la cresta y barbillas (uno
de los mejores indicadores del nivel de hormona masculina), puesto que la Cara Blanca y la
Menorca tienen estos apéndices de tamafio medio, mientras que Castellana y Leghorn los
tienen de tamafio maximo (Campo et al., 1999). Estas diferencias significativas entre razas
confirman la base genética de la agresividad entre gallos, y concuerdan con lo obtenido por
Marsteller et al. (1980) en estirpes de la misma raza. Los gallos de la Cara Blanca y la Andaluza
Franciscana tenian la maxima duraciéon de la inmovilidad muscular y los de la Leonesa tenian la
minima. No habia diferencias significativas para el cociente de leucocitos.

Tabla 3. Cociente de leucocitos, numero de heterdfilos y de leucocitos, duracion de la
inmovilidad muscular (seg) y nimero de inducciones en gallinas que picaban o no las manos
del experimentador

Picaje Cociente Numero Numero Inmovilidad Numero
manos leucocitos heteroéfilos linfocitos muscular inducciones
Si 0,36% 21,54° 61,47° 217° 1,332

No 0,41° 24,50° 62,54° 312° 1,09°

Las gallinas que picaban las manos tenian una duraciéon de la inmovilidad muscular
significativamente mas corta que las gallinas control (Tabla 3), sugiriendo que las gallinas con
menos miedo picaban mas. Este resultado concuerda con lo indicado por Jones (1996), quien
sugirid6 que los animales con menor duracion de la inmovilidad muscular adoptan una actitud
mas agresiva cuando se les molesta. La agresividad en los gallos y el picaje a las manos en las
gallinas analizados en los Experimentos 1 y 2 respectivamente, reflejan diferentes
comportamientos; las dos razas con machos mas agresivos nunca picaban las manos del
experimentador, mientras que lo contrario ocurria para las tres razas con gallos menos
agresivos. Millman et al. (2000) encontraron que los gallos que mostraban mayores niveles de
agresividad hacia las hembras mostraban también mayores niveles de agresividad hacia los
cuidadores. Las gallinas que picaban las manos requerian un numero mayor de inducciones, en
concordancia con el hecho de que la facilidad de induccién es también un indicador del miedo;
aproximadamente 9% de las gallinas requerian dos inducciones y 12% requerian tres
inducciones, mientras que en el control, 9% de las gallinas requerian dos inducciones. No hubo
diferencias significativas para el cociente de leucocitos ni sus componentes, en concordancia
con lo encontrado en los gallos del Experimento 1, sugiriendo que ambos tipos de agresion no
son indicadores de estrés.
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INTRODUCCION

Histéricamente, el incremento de la rentabilidad de las explotaciones lecheras se ha
conseguido mediante el aumento de los ingresos, principalmente debido a un aumento de la
produccion de leche. En las ultimas décadas, como consecuencia de los precios de la leche y
del sistema de cuotas, se ha comenzado a dar mas importancia a la reduccién de costes para
incrementar los beneficios econdmicos, prestando mayor atencién a los caracteres funcionales
(fertilidad, facilidad de parto, resistencia a enfermedades, etc). Es sobradamente conocido el
deterioro de algunos de estos caracteres (e. g. fertilidad, resistencia a enfermedades) debido al
incremento de la produccion (Dechow et al., 2001; Veerkamp et al., 2001), aunque también se
empieza a culpar al incremento de la consanguinidad que han experimentado las poblaciones
Holstein en la gran mayoria de los paises (Sewalem et al., 2006, AIPL, 2006, Croquet et al.,
2006). La consanguinidad ha sido ampliamente estudiada y definida (Falconer y Mackay,
1996), aunque la medida de su efecto sobre caracteres funcionales ha resultado siempre muy
complicada debido a su incremento no lineal por generacion, lo que dificulta el ajuste de este
parametro en funcién de la cantidad de informacién genealégica conocida. Hasta la fecha, son
escasos los trabajos en la bibliografia cientifica que han estudiado el efecto de la
consanguinidad sobre caracteres funcionales como la fertilidad o la facilidad de parto.

El objetivo de este trabajo fue realizar una primera aproximacién para determinar qué
efecto ejerce el aumento de la consanguinidad sobre la fertilidad y la facilidad de parto. Para
ello, se sugiere una forma alternativa de ajuste del coeficiente de consanguinidad que permita
buscar una relacion lineal de la misma con dichos caracteres.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de este estudio se utilizaron datos de lactaciones generados por vacas
procedentes del Pais Vasco, Navarra y Gerona, con sus respectivos registros de
inseminaciones y facilidad de parto. La consanguinidad (F) de cada animal se calcul6 utilizando
el algoritmo de Meuwissen y Luo (1992) evaluando una genealogia con un total de 564.317
animales. Para tener en cuenta la cantidad de informacién genealdgica disponible, se calcul6 el
numero de generaciones equivalentes t (Gutiérrez y Goyache, 2005) como la suma sobre todos
los antepasados conocidos del término (1/2)", siendo n el nimero de generaciones que separa
a cada individuo del antepasado considerado (Maignel et al., 1996). Teniendo en cuenta la
expresion que permite obtener la consanguinidad en una determinada generacién ¢t (Falconer y

Mackay, 1996) F, :1—(1—AF)I, se obtuvo AF como AF =1-{/1-F, . Se exigi6 que los datos

procediesen de vacas con al menos 4 generaciones equivalentes conocidas, resultando un total
de 51.738 vacas de vacas con registros de inseminaciones y 21.904 vacas con registros de
facilidad de parto. La consanguinidad (expresada como F e AF) se incluy6 en los modelos para
numero de inseminaciones y facilidad de parto usados en las valoraciones genéticas en el
entorno del Pais Vasco, Navarra y Gerona. Para el nUmero de inseminaciones se utilizd6 un
modelo animal umbral secuencial con los siguientes efectos: dias a la inseminacion (5 niveles),
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nivel productivo (5 niveles), grupo lactacion-edad al parto (16 niveles), region-afio-época de
parto (69 niveles), rebafio-afio de inseminacion (4280 niveles), técnico inseminador (138
niveles), toro inseminador (900 niveles), efecto permanente de la vaca (49.497 niveles) y el
efecto aditivo genético (109.469 niveles) (ver Gonzalez-Recio y Alenda (2006) para mas
detalles). En el caso de facilidad de parto, el modelo utilizado fue un modelo umbral macho-
abuelo materno con los siguientes efectos: interaccion rebafio-afio-técnico que codifica el parto
(2318 niveles), interaccion numero de parto-sexo del ternero (4 niveles), mes de parto (12
niveles), raza del toro inseminador (2 niveles, holstein vs. no holstein) y los efectos genético
aditivos del padre (801 niveles) y del abuelo materno (1120 niveles) del ternero que origina el
dato de facilidad de parto (ver Lépez de Maturana et al. (2003), para mas detalles). Para ambos
caracteres se realizaron dos andlisis, uno incluyendo la consanguinidad (F) definida en 5
niveles (<3,125%, 3,125-6,25%, 6,25-1,25%, 12,5-25%, >25%), y otro incluyendo AF como
covariable lineal.

Las estimas posteriores obtenidas para cada nivel de F e AF, obtenidas en la escala
subyacente, se transformaron a escala visible utilizando la metodologia explicada por Dempster
y Lerner (1950). Para ello, se consideraron como niveles de referencia el primer nivel de F
(F<3,125%) e AF =0, y se hicieron coincidir las soluciones para dichos niveles con el valor en la
distribucion subyacente correspondiente a la media fenotipica de cada caracter (37% en el
caso de tasa de prefiez y 3,67 % en el caso de incidencia de partos distocicos). Las soluciones
para el resto de niveles se expresaron como diferencias en la escala visible con respecto a los
niveles de referencia. Es necesario considerar para la interpretacién de los resultados que el
porcentaje de prefiez es la inversa del nimero de inseminaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las diferencias entre los diferentes niveles de F para la fertilidad y la facilidad de parto se
muestran en la tabla 1. Esta tabla muestra las medias posteriores de las diferencias en escala
visible entre los diferentes niveles de F, con respecto al nivel de referencia (F<3,125%), con
sus respectivos intervalos de maxima probabilidad (al 95%). Un incremento de la
consanguinidad afecté de forma significativa a la tasa de prefiez, llegando a disminuir en un 2
% de media la tasa de prefiez de las vacas con una F entre 6,25 y 12,5, y hasta en 7% de
media para las vacas con F>25% (Tabla 1). Este notable efecto de la consanguinidad sobre la
fertilidad no se observé sobre la facilidad de parto, obteniendo diferencias no significativas
entre el porcentaje de partos distécicos correspondiente al primer nivel (F<3,125%) y los
correspondientes al resto de niveles. Aunque las diferencias entre el grupo de maxima
consanguinidad (F>25%) y el grupo de referencia (F<3,125%) presentaron un intervalo de
maxima probabilidad con un limite superior que indica un aumento del 4% de partos distocicos
en los animales mas consanguineos. El hecho de que no se observen diferencias significativas
podria ser debido a la baja incidencia de partos distocicos en la poblacion de estudio (3,67 %).
Ademas, el hecho de ser un caracter con un componente genético muy dependiente de las
dimensiones pélvicas de la madre y del tamafio del ternero y de la vaca podria también explicar
dichos resultados.

La media posterior para el coeficiente de AF fue de 4,558 para el ndmero de
inseminaciones, y no fue diferente de cero para la facilidad de parto. La figura 1 muestra como
AF tiene, al igual que F, un efecto ligeramente negativo sobre la fertilidad, disminuyendo la tasa
de prefiez a medida que aumenta AF. Cuando AF fue de 0,01 unidades, la probabilidad de
concepcion se redujo en casi un 2,5%.

Este estudio muestra los resultados preliminares del efecto negativo que tiene la
consanguinidad sobre la fertilidad, aunque no se vio un efecto claro sobre la facilidad de parto,
por lo que seria interesante profundizar en la investigacion sobre la relacién entre la
consanguinidad y dichos caracteres funcionales.
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Tabla 1: Deterioro de la fertilidad al incrementar la consanguinidad. Consanguinidad dividida en
grupos' y comparada respecto a una consanguinidad de referencia®. Entre paréntesis se
da el intervalo mas probable (95%) de la distribucién.

Caracter F1vs F2 F1vs F3 F1vs F4 F1vs F5
% prefiez -1,03 -1,68 -2,00 -6,37
(-1,72; -0,34)  (-2,91;-0,42) (-6,16;2,32)  (-12,78; 0,50)
0,04 0,10 -0,63 -0,22

% partos distécicos
(-0,20; 0,28) (-0,33; 0,56) (-1,67; 0,68) (-2,63; 4,15)

F1= (F<3,125%); F2= (3,125%<F<6,25%); F3=(6,25%<F<12,5%); F4= (12,5%<F<25%);
F5=(25%<F).

2El grupo F1 se tomo como grupo de referencia, expresando el descenso en la tasa de prefiez
en porcentaje con respecto a este grupo.

Figura 1: Deterioro de la fertilidad con respecto al incremento de la consanguinidad (AF).
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas el sector ovino lechero espafiol se esta transformando debido a la
introduccion de razas foraneas de alta produccién que se explotan en sistemas intensivos.
Trabajos anteriores explican la situacion general de estas razas en Espafa (Ugarte et al.,
2001) y mas en concreto de la raza Assaf (Jiménez et al., 2005; Gutiérrez, 2006). Es
necesario estudiar los factores que inciden en la rentabilidad de estas explotaciones
intensivas para considerarlos en los programas de seleccion. El objetivo de este trabajo es
presentar los primeros resultados obtenidos en una granja intensiva de reciente creacién de
produccion de leche y duracion de la lactacion del primer parto de ovejas Lacaune y Assaf.

MATERIAL Y METODOS

Se ha controlado la producciéon de leche de la primera lactacion de corderas Lacaune
(importadas de Francia a través de Genelex) y Assaf (compradas en Espafia) que llegaron a
la explotacion Cerromonte (Avila) con 4-5 meses de edad. Desde entonces el manejo que
recibieron los animales es idéntico, independientemente de la raza. Para caracterizar el
comportamiento medio de las dos razas en 180 dias de lactacion y segun su nivel de
produccion, se han utilizado los kilos de leche producidos al dia registrados de forma
individual y automatica en la sala de ordefio (Tabla 1). Por otra parte, dentro de cada raza se
han estudiado las ovejas con lactaciones o superiores a 240 dias o inferiores a 180 dias. Al
tratarse de un menor numero de animales se han utilizado controles semanales para
mejorar la calidad de los datos (Tabla 2).

Tabla 2. Datos utilizados en el estudio las

Tabla 1. Datos utilizados en el estudio lactaciones o superiores a 240 dias o
del comportamiento medio de cada raza. inferiores a 180 dias.

CONCEPTO LACAUNE | ASSAF CONCEPTO LACAUNE | ASSAF
N° ovejas con lactacion 751 125 . . ; 298 60
finalizada N° ovejas con lactacion >240 dias

N° ovejas con lactacion en 65 44 N° de controles semanales 8.885 1.912
curso > 180 dias (lactacién >240 dias)

N° de controles mensuales 4.592 978 57 14

[ N° ovejas con lactacion <180 dias
de la produccion diaria

N° de controles semanales 1.177 284
(lactacién <180 dias )

Las curvas de lactacion se han obtenido a partir de las medias corregidas por el mes de
control de la produccién de leche diaria por oveja en funcion del estado de lactacion
(intervalos de 10 dias) utilizando el procedimiento MIXED del paquete estadistico SAS (SAS,
2001). El célculo de la produccion total y estandarizada se ha realizado con el método
Fleischman utilizando controles mensuales y la comparacion de medias con el
procedimiento GLM de SAS (SAS, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra la curva de lactacion media obtenida en cada raza con los datos de la
Tabla 1. La oveja media Lacaune presenta una curva tipicamente lechera con un marcado
pico y una caida lineal hasta el secado, comportamiento que podria ser reflejo de la
seleccion realizada en Francia para un periodo de ordefio con una duracion restringida. La
curva de la oveja media Assaf presenta un pico de lactaciébn menos acentuado pero una
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mayor persistencia, que podia explicarse por la utilizacion de esta raza para lactaciones
prolongadas en el tiempo.

Figura 2. Curva de lactacion por nivel de
produccion por raza (Nivel 1: superior a
la media; Nivel 2: inferior a la media).

Figura 1. Curva de lactaciéon media de la
raza Lacaune y Assaf.
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En la Figura 2 se representan las curvas de cada raza por nivel de produccién respecto a la
correspondiente media a 180 dias (Lacaune = 388 kg y Assaf = 337 kg). Se manifiesté una
gran diferencia en capacidad productiva entre cada nivel de la misma raza, aun cuando
todos los animales han recibido el mismo manejo. Estos resultados refuerzan la importancia
de detectar tanto a los animales de alto potencial productivo como de bajo para programar
los apareamientos, de forma que la granja pueda obtener una reposicion propia mejorando
el nivel genético de su rebafio sin necesidad de adquirir animales para vida en otra granja.
Las ovejas con lactacion finalizada tuvieron una duracion media de 238 dias para las
Lacaune y de 235 dias para las Assaf con una produccién media de 455 kg y 372 kg
respectivamente. El 92% de las ovejas Lacaune y el 89% de las Assaf alcanzaron los 180
dias de lactacion, llegando a 240 dias el 40% de las Lacaune y el 48% de las Assaf, por lo
que se encuentran comportamientos muy diferentes dentro del mismo rebafo. Las curvas de
las ovejas con lactacion superior a 240 dias y aquellas con lactacion inferior a 180 dias se
muestran en la Figura 3. Se puede observar que son los animales mas persistentes los que
han permanecido en ordefio mas alla de los 180 dias, superando en este caso las Lacaune
a las Assaf. Los animales con lactacién inferior a 180 dias tuvieron menor produccion
(inferior a 1 kg a los 100-120 dias) y menor persistencia.

Figura 3. Curva de Lactacién por duracion de la lactacion.
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La versatilidad encontrada en cuanto al pico y la persistencia de la lactacion entre y dentro
de cada raza, podria utilizarse en los programas de mejora para seleccionar a los animales
que mejor se adapten al interés del sistema intensivo espafiol, aunque sera necesario
conocer las correlaciones entre pico, persistencia y produccioén tal y como se ha realizado en
otras razas (Pollott y Gootwine, 2001), asi como la respuesta a la seleccion.
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La Tabla 3 recoge la produccién estandarizada a diferentes dias de los animales que han
superado los 180 dias de lactacion. Las producciones de las ovejas Lacaune son superiores
a las que indica el control lechero oficial de la raza en Francia de 230 litros en 144 dias para
ovejas de primer parto (ICAR, 2004), lo que puede explicarse por la ausencia del periodo de
amamantamiento asi como a un sistema de produccidon mas intensivo que el francés. Los
datos de la raza Assaf son superiores a los recogidos en otros trabajos como en el de
Jiménez et al. (2005) con 260,9 litros en 150 dias, pero en ellos se aglutinan datos de
distintas explotaciones cuyos sistemas de produccién pueden diferir mucho del de
Cerromonte. Las medias de la produccion estandarizada presentan diferencias
estadisticamente significativas debido al factor raza de 81 kg a 120 dias; 87 kg a 150 dias y
90 kg a 180 dias, favorables a la Lacaune que se explican, como puede apreciarse en la
Figura 1, por su mayor produccion al principio de la lactacion.

Tabla 3. Produccién estandarizada (kg) a 120 dias (P120), 150 dias (P150) y 180 dias
(P180) de las ovejas con lactaciones finalizadas y en curso

LACAUNE ASSAF
(n=759) (n=155)

P120 280,0 74,0 * 2312 +733

P150 338,0£87,9* 287,7 £ 87,4

P180 388,8£99,7 * 337,6 98,7

* P<0,0001

Hay que tener presente que un programa de mejora ha de considerar no sélo los ingresos
por venta de leche y carne sino también todos los factores que influyen en los costes de
produccion (fertilidad, sanidad, duracién de la lactacion, periodo seco...). Por ello sera
necesario estudiar el comportamiento de estas razas a lo largo de la vida productiva y definir
una funcién de beneficio que las caracterice para calcular la importancia econémica relativa
entre todos los caracteres (Pérez et al., 1999). Es previsible que dado que los sistemas de
produccion y razas son diferentes a los del ovino tradicional, se reflejara una situacion
distinta a la descrita por Legarra et al. (2005), posiblemente mas cercana al sector vacuno
lechero.
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INTRODUCCION

La cantidad de leche es el caracter de mayor importancia econémica en el esquema
de seleccion de la raza Manchega (Ramén, 2007). La practica totalidad de esta leche se
destina a la elaboracién de queso, y en el rendimiento quesero intervienen de manera
fundamental los contenidos graso y proteico. El objetivo de este trabajo es valorar la
importancia econémica de los caracteres kilogramos y porcentajes de grasa y proteina de la
leche en la raza Manchega mediante el calculo de sus pesos economicos.

MATERIAL Y METODOS
Datos

Para este trabajo se han utilizado los datos obtenidos de un estudio econémico en 12
ganaderias de raza Manchega (Legarra et al., 2006), asi como los datos de produccion de
los animales correspondientes al Control Lechero Oficial (CLO) para los afios 2002 y 2003.

Los valores de referencia utilizados para los contenidos graso y proteico en raza
Manchega han sido de 69,23 y 57,22 g/l respectivamente (Ramén, 2007) y se ha
considerado un valor calérico por kg de leche de 0,64 UFL (INRA, 1990). El contenido
energeético de la leche puede dividirse en cada uno de sus constituyentes: grasa, proteina y
volumen. No se ha encontrado en la bibliografia ninguna referencia al aporte energético de
cada uno de los componentes de la leche en ovino, por lo que se ha utilizado la descrita
para el vacuno. Asi, segun Wilmink (1988) y Colleau et al. (1994), la energia necesaria para
producir 1 kg de leche es utilizada para sintetizar las materias grasas, las materias proteicas
y el volumen o vector leche (leche-grasa-proteina) con las proporciones respectivas de 55%,
22,5% y 22,5%.

Métodos

El beneficio derivado de la venta de leche se ha calculado como la diferencia de los
ingresos de la venta menos los costes asociados a su producciéon. Como precio de venta de
la leche se ha utilizado el precio medio en lonja para los afios a estudio (7,95 €/Hgdo ESU,
ver apéndice). Los costes asociados a la produccion de 1 kg de grasa, proteina y volumen
se han calculado de acuerdo a las necesidades energéticas de cada uno de estos
componentes. Los calculos realizados vienen detallados en el Apéndice 1.

Por tanto, los ingresos y costes derivados de la venta de leche con una composicion
determinada han sido calculados de acuerdo a las siguientes expresiones, segun
trabajemos con porcentajes o kilogramos de grasa y proteina:

%G + %P
100

ILeche = I-eCheV * PLecheREF (
I Leche — PLecheREF ) (kgG + kgP)

CGrasaREF ‘%G +C ProtREF " %P
100 + CVOIREF

CLeche = CGrasaREF ) kgG + CProtREF ) kgP + CVDIREF ) LEChev

C Leche = Leche,, [
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donde Leche, son los litros de leche vendidos por oveja y afio, kgG, kgP, %G y %P los
contenidos graso y proteico de la leche, P ccnerer €l precio de referencia (7,95 €/Hgdo ESU)
de la leche en lonja y Cgrasarer, Crrotrer Y Cvorer l0S costes de produccion de la grasa (0,660
€/kg), proteina (0,328 €/kg) y volumen lechero (0,019 €/kg), respectivamente.

Los pesos econdmicos han sido calculados como la diferencia del beneficio en las
situaciones previa y posterior a la mejora genética del caracter manteniéndose el resto de
los caracteres constantes.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos. Estos han sido presentados en forma
de minimo, maximo, media y primer cuartil (1Q), mediana o segundo cuartil (2Q) y tercer
cuartil (3Q) como una medida de la dispersion de los datos. La informacion aportada por los
cuartiles es especialmente util para estudios con pocos datos y gran variabilidad en los
cuales la media no aporta mucha informacién.

Tabla 1. Pesos econdémicos para los caracteres cantidad de leche, grasa, proteina y
volumen en las ganaderias de ovino Manchego a estudio.

Min. 1Q 2Q Media 3Q Max.
Leche (€/1) 0,43 0,69 0,75 0,70 0,77 0,80
Grasa (€/kg) 6,82 7,04 7,24 7,18 7,27 7,46
Proteina (€/kg) 7,44 7,53 7,60 7,59 7,65 7,72
Grasa (€/%) 5,04 6,18 7,82 7,92 9,96 11,60

Proteina (€/%) 5,32 6,48 8,36 8,40 10,65 12,40
Volumen (€/kg) -0,027 -0,022 -0,019 -0,019 -0,017 -0,013

El beneficio marginal asociado a la mejora genética de la produccién de leche ha
sido de 0,70 €/1, similar a los 0,72 €/ descritos en la misma raza en otros estudios (Legarra
et al., 2006; Ramon, 2007).

El volumen de leche mostré un peso econémico negativo (-0,019). El precio de venta
de la leche depende de los contenidos graso y proteico y no asi del volumen de leche,
mientras que un aumento del volumen producido si conlleva un coste energético asociado.
La mayoria de los trabajos realizados en vacuno de leche muestran un peso econémico
negativo para el volumen de leche (Colleau et al., 1994; Pieters et al., 1997).

Los pesos econdmicos de los porcentajes de grasa y proteina han sido superiores a
sus correspondientes expresados en kilogramos, debido a que, para el nivel productivo de la
raza (148,57 litros; Ramon et al., 2006), el equivalente en kg a un aumento porcentual
unitario del contenido graso o proteico es superior a 1 kg. Asimismo, los pesos econdmicos
del contenido proteico han sido mayores que para el contenido graso, pues el coste
energético asociado a la produccion de 1 kg de grasa es mayor que para 1 kg de proteina,
resultando mas rentable este Ultimo. En ovino lechero australiano, Fuerst-Waltl y Baumung
(2006) obtuvieron pesos econémicos de 2,90 y 6,40 €/kg para cantidad de grasa y de
proteina. En ese estudio, los precios de mercado fueron de 4,43 y 7,41 €/kg de grasa y de
proteina respectivamente, mientras que en la raza Manchega el precio ha sido el mismo
(7,95 €/kg) lo que explica las menores diferencias obtenidas en esta ultima. Ya que el
rendimiento quesero depende en gran medida del contenido de caseinas (proteinas de la
leche), si bien el contenido graso y, especialmente, el ratio entre ambos también son
importantes, el sistema de pago de la leche en funcién de su composicion deberia de dar
mayor precio al contenido proteico, con lo que la importancia relativa del peso econémico
del caracter kg de proteina respecto al del kg de grasa seria mayor.

La correlacion genética entre el caracter leche y los porcentajes de grasa (-0,29) y
proteina (-0,45) es negativa (Ramoén et al., 2006), por lo que la seleccion hacia un
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incremento productivo implicaria un descenso no deseado de los niveles graso y proteico
que afectaria al rendimiento quesero. La alta heredabilidad del porcentaje de proteina (0,28)
y su peso economico (8,40 €/%) hacen de este caracter un objetivo de interés en Manchega.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
¢ Colleau J.J, Regaldo D., Gastinel P.L. 1994. INRA Prod. Anim. 7(3):151. e Fuerst-Waltl B.,
Baumung R. 2006. 8" WCGALP. 02-04. « INRA. 1990. Ed. Mundi-Prensa. 200 pags. e
Legarra A., Ramén M., Ugarte E., Pérez-Guzman, MD. 2006. Ani. Sci. En prensa. e Pieters
T., Canavesi F., Cassandro M., Dadati E., Van Arendonk J.A.M. 1997. Livest. Prod. Sci.
49:23. « Ramoén M., Fernandez-Perea M.T., Pérez-Guzman M.D., Serrano M. 2006. ITEA.

102(2):115 e« Ramoén M. 2007. Tesis Doctoral. ETSIA Albacete. e Wilmink J.B.M. 1988.
Livest. Prod. Sci. 20:299.

APENDICE 1
El precio de la leche en Lonja viene dado en hectogrados de extracto seco util:
Hgdo ESU = (%G + %P)/100

Este cociente equivale a expresar los contenidos graso y proteico en tantos por uno
0, lo que es lo mismo, en kg de grasa y proteina.

El coste de producir un kg de leche se ha calculado de acuerdo a las necesidades
energéticas para cada uno de los componentes de la leche. Asi, los gastos energéticos
asociados a la produccion grasa, proteina y volumen para la leche de referencia han sido
calculados como:

GEg = (0,64 - 0,565)/kgG = 0,352/0,06923 = 5,08 UFL/kg

GEp = (0,64 - 0,225)/kgP = 0,144/0,05722 = 2,52 UFL/kg

GEy = (0,64 - 0,225)/kgL = 0,144/1,00 =0,14 UFL/kg

Para un coste de 0,13 €/UFL (Ramon, 2007), el coste de producir un kg de grasa,
proteina y volumen fue de 0,660 €, 0,328 € y 0,019€, respectivamente.
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¢UN GEN DE GRAN EFECTO PARA PROLIFICIDAD EN RAZA RASA-ARAGONESA?
Jurado J.J.", Calvo J.H.?
1Dpto. de Mejora Genética Animal. INIA, Crta. de la Corufia Km. 7,00. 28040 MADRID.
Dpto. de Produccién Animal. CITA. Avda. de Montafiana, 930. 50059 ZARAGOZA
email: jurado@inia.es

INTRODUCCION

La cooperativa Carnes Oviaragéon mantiene desde 1995 un programa de mejora
genética para la prolificidad en la raza Rasa Aragonesa. (Jurado y Cea, 2000) En dicho
programa se constituyo un nucleo de seleccion compuesto por 69 ganaderos que tienen el
compromiso de tomar informacion de los partos de sus ovejas y aceptar y mantener hijas de
machos de Inseminacion artificial (IA). El resto de los rebafios de la cooperativa, hasta 1363,
constituyen la base de seleccién y su mejora se basa en la adquisicién de animales en
rebafios del nucleo. En el nucleo de seleccion los rebafios estan conectados por machos de
referencia situados de el CENSYRA de Movera y que ademas son los trasmisores de la
mejora genética. La valoracion genética de reproductores se hace anualmente mediante la
metodologia BLUP usando un modelo animal con medidas repetidas para el caracter
nuamero de corderos vivos en un parto (Jurado y Espinosa, 1996) y con grupos genéticos
(Quass, 1988). El objetivo de seleccion es pasar de 1,3 a 1,5 corderos por partos en 10
anos.

Tradicionalmente en los rebafos de la cooperativa la selecciéon de reproductores ha
estado (y en gran parte esta todavia) basada en la adaptacion de los mismo al prototipo
racial por encima de otras consideraciones, lo que ha producido una progresiva disminucion
de la media genética de la poblacion. El programa de Mejora, aunque ha sido capaz de
detectar animales con genotipo para alta prolificidad no ha tenido el efecto suficiente para
contrarrestar la seleccion por tipo. (Jurado et al., enviado para publicacion)

En un estudio detallado de los machos seleccionados como reproductores y por tanto
con un elevado potencial para inducir alta prolificidad en sus hijas se han detectado dos
machos que se apartan de la linea general de los demas y que presentan hijas con una
distribucion de partos claramente diferenciada. El propodsito de este articulo es presentar
algunos hechos que nos inducen a pensar que pudiera haber un gen de gran efecto
involucrado en la determinacién genética de la prolificidad en la raza Rasa Aragonesa y que
son la base del proyecto INIA RTA2006-140.

MATERIAL Y METODOS
El material empleado han sido las bases de datos del control de producciones del
programa de seleccion y los resultados contenidos en el 142 Catalogo de reproductores de
2006. En la tabla 1 se presenta algunos datos del programa.

TABLA 1.- Algunas cifras del programa de seleccion genética para prolificidad de la UPRA Carnes Oviaragon

N. rebaiios activos 142 N. de ovejas vivas 115.824 Fertilidad med. IA 56,2%
N de rebafios en el nicleo 69 N. de ovejas con VG 176.023 N. med. semen./reb. 19,28
N. de ovejas en el nicleo  108.805 N. de sementales con VG 107  N. med. Hij. |A/reb. 64,17
N. de rebarios en la base 1.363 N. de ovejas con padre conoc. 4.992 N. med. Hij. IAlrebyse. 3,15
N. de ovejas en la base 584.375 N. med. de partos/oveja 3,65 Prolificidad med. total 1,338

RESULTADOS Y DISCUSION
Tres son los argumentos en que nos basamos para sospechar la presencia de un
gen de gran efecto en esta poblacion.
a) Un excesiva respuesta a la seleccion no esperable para un caracter tan poco
heredable (h? =0,049, Espino y Jurado, 1998). En la figura 1 se presenta la tendencia
genética obtenida para las hijas con padre conocido (hijas de IA) y las de padre
desconocido.
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FIGURA 1.- EVOLUCCION DE LAS MEDIAS GENETICAS ANUALES DE OVEJAS PRODUCTORAS
HIJAS DE PADRE CONOCIDO, DESCONOCIDO Y TODAS EN REBANOS CONECTADOS

23

o

1990 2002 ANOS

1992 1994 1996 1998 2000
—aA— MEDIA GENETICA OVEJAS PRODUCTORAS HIJAS DE MACHOSDE MN
—— MEDIA GENETICA OVEJAS PRODUCTORAS HIJAS DE MACHOS DE IA
—<o— MEDIA GENETICA DE TODAS LAS OVEJAS PRODUCTORAS

Los 15 sementales (con valor genético medio (VGM) de +4,55) padres de las ovejas
nacidas en 1999 (230) fueron a su vez hijos de padres desconocidos y madres con elevado
valor genético (14° Catalogo de Reproductores, 1997). Las 230 ovejas tuvieron un VGM de
+5,2. De estas 122 tuvieron un VGM de +12,6 y sus padres de +23,3 y las otras 110 lo
tuvieron negativo (-3,0) y sus padres -5,4 .En los dos casos las madres tuvieron VGM
proximo a 0. El valor fenotipico medio (VPM) en primer parto de las 122 fue de 1,34 y el de
las 110 fue de 1,13. Estas ovejas tienen ahora 1202 partos y un VPM de 1,50. Las 122
tienen ahora 643 partos y un VPM de 1,63 mientras que las 110 tiene ahora 559 partos y su
VPM es de 1,36. Parece al menos llamativo, que se obtenga una respuesta a la seleccion
elevada y que se establezca diferencias genéticas sustanciales entre hijas de machos cuyo
unico merito genético es el tener madres selectas y padres desconocidos, teniendo en
cuenta que se trata de un caracter muy poco heredable
b) Frecuencia de partos en las hijas de dos sementales (4455 y 619) muy
diferentes de la de los otros. En la tabla 2 se presenta las frecuencias de partos para las
hijas de estos dos machos, junto a las de un hermano del primero y las de dos hijos del
4455 y 4456, asi como prolificidad media de la poblacion. Creemos destacable la alta
prolificidad de ambos sementales (1,686 y 1,644) frente a la de la poblaciéon (1,338), asi
como que un hermano de madre (el 4456) sea tan diferente del hermano. Las hijas de
ambos hermanos también son diferentes.

TABLA 2.- RELACION DE SEMENTALES E HIJOS CON INFORMACION GENETICA Y FENOTIPICA DE LA PROLIFICIDAD DE
SUS HIJAS
IDENT. V.G. INFORMACION HIJAS PORCENTAJE DE PARTOS PADRE MADRE
SEMENTAL NH NC NP PROLF S D T C IDENTF. V.G. IDENT. V.G. NP PROLF

4455 52,56 394 1465 869 1,686 414 489 93 03 720603188 40,5 3 3,66
619 38,10 101 526 320 1,644 47,1 431 8,1 1,2 4630 14.51 Z09890725 245 9 2,11
4456 =527 208 828 614 1,349 67,1 31,1 16 02 720603188 40,5 3 3,66
2 HIJOS DE 4455 8,15 85 300 227 1,319 69,2 295 12 0,0 4455 52,56 1,2

2 HIJOS DE 4456 =52 109 214 171 1,215 79,3 201 94 0,2 4456 5,27 56

POBLACION 176023 1,338 67,9 304 15 0,1

V.G.- Valor genetico del animal  NH.- Numero de hijas NC.- Numero de corderos NP.- Numero de partos = PROLF.- Prolificidad
S.- Partos simples  D.- Partos dobles T.- Partos triples C.- Partos cuadruples IDENT.- Identificacion animal

c) La distribucion de frecuencias de la prolificidad de las hijas de estos dos
machos difiere claramente de la del resto de machos. En la figura 2 se presenta las
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distribuciones de frecuencias de las ovejas con tres 6 mas partos en toda la poblacién
(104375), en las ovejas con padre conocido (2662) y en las hijas de los machos 4455y 619
(164). Es manifiesta la diferente distribucion en el caso de las hijas de los machos objeto de
nuestra atencion, presentando dos picos (en 1,6 y 2) que sugieren la existencia de una
causa de gran efecto en la determinacion genética de la prolificidad en esta poblacion. Se
podria pensar en un gen de gran efecto que estaria en heterocigosis en ambos machos ya
que aproximadamente la mitad (24%) de las hijas presenta una prolificidad alta (1,6) y la otra
mitad (16%) muy alta (2,0). Por otra parte seria un gen autosémico dominante: dominante
porque se observaria su efecto en heterocigosis y autosémico porque no estaria ligado al
cromosoma X. En el caso de genes localizados en el cromosoma X las hijas de machos que
portan el alelo del gen que proporciona alta prolificidad serian todas heterocigotas u
homocigotas, presentando una mayor prolificidad las heterocigotos e infertilidad las
homocigotos, como ocurre con las mutaciones BMP15 del gen FecX descritas hasta ahora
(Davis, 2004) y seria, por consiguiente, un fenotipo no observado en la poblacion estudiada.
FIGURA 2.-PROLIFICIDAD MEDIA DE OVEJAS CON TRES PARTOS Y MAS, PARA
TODAS LAS OVEJAS DELA POBLACION, PARA LAS CON PADRECONOCIDO Y PARA

LAS HIJAS DELOS MACHOS 4455Y 619
0,3

0,25 &

0,2 -

0,15 -

1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2 2,4 2,6 2,8 3
PROLIFICIDAD OVEJAS

——g@—OVEJAS CON PADRE CONOCIDO(2662) «=—@——TODAS LAS OVEJAS DE LA POBLACION(104375)
==l }|JAS MACHOS 4455 Y 0619 (164)

Se podria concluir que parece haber ciertos indicios que hacen pensar en la
presencia en esta poblacién de un factor genético de gran efecto que establece diferencia
en la prolificidad de las ovejas. Para confirmar esta presuncion se han puesto en marcha
una serie de experiencias disefiadas expresamente para poner de manifiesto esta presencia
basados en la experiencia anterior de la raza Lacaune (Bodin et al., 2005) y que son la base
de proyecto de investigacion INIA RTA2006-140
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INTRODUCCION

SIMOGAN (Sistema Nacional de Identificacion y Registro de los Movimientos de los Bovinos) es
una base de datos informatizada de ambito nacional, en la cual quedan registradas todas las
explotaciones bovinas existentes, incluidos los mataderos, con todos los animales bovinos y sus
movimientos, de conformidad con la Directiva 97/12/CE (1997). Permite conocer en un
momento dado los datos registrados de cualquier animal
(www.mapa.es/es/ganaderia/pags/simogan/simogan.htm), con el fin de facilitar el comercio
intracomunitario y el seguimiento epidemiolégico de los animales por los agentes implicados.

El objeto de este estudio es explorar las posibilidades de utilizar la informacién aportada por los
mataderos al SIMOGAN, complementando la recogida por la Asociacion de criadores
(CONASPI), para la elaboracién de criterios de seleccion que permitan una mejora genética
mas eficaz de la raza Pirenaica (Altarriba et al., 1996).

En la actualidad la mejora genética de la raza Pirenaica se fundamenta en un indice de
seleccion del peso a los 7 meses, obtenido a partir de datos de campo recogidos entre los 110 y
310 dias de edad de los animales en las distintas explotaciones (Varona et al., 1997).

MATERIAL Y METODOS

Los caracteres aportados por SIMOGAN son: peso de la canal fria en Kg., clasificacion de la
canal segun la sistematica EUROP (CEE n° 2930/81, 1981), con conformacion y engrasamiento
de cobertura, color y pH a las 24 horas del sacrificio. Los registros del caracter conformacién
han sido transformados a una escala numérica de puntuaciéon con 18 valores posibles con
incrementos de 0,67 entre valores contiguos; engrasamiento con 20 valores posibles entre 0,25
y 5,00; y color con 17 valores posibles entre 0,25 y 4,25. En la tabla 1 se recogen los
parametros caracteristicos de estas variables.

Tabla 1. Principales parametros estadisticos de las variables estudiadas.

Parametro Peso canal Confor. Engras. Color pH

N 18.211 14.031 11.952 2.465 2.488
Media 297,7 3,617 2,109 2,252 5,590
DT 55,13 0,452 0,470 0,337 0,120
CV (%) 18,5 12,5 22,3 15,0 21

De la misma base de datos se obtuvo la fecha del sacrificio, explotacion de origen de cada
animal (Ex) e instalacion en la cual se produjo el sacrificio del animal (M). Estas informaciones
fueron volcadas, previa autorizacion expresa de cada ganadero, y sometidas a una intensa
depuracion, contrastando su credibilidad al tenerse en cuenta los datos registrados de los
mismos animales por CONASPI.

Los datos utilizados de esta segunda base de datos fueron: sexo (S), fecha de nacimiento y
genealogia. Se calculé la edad (E) al sacrificio (de 250 a 480 dias con una media = 364,4 y DT
=40) y se obtuvo la época trimestre-afio de nacimiento (Ep).

El modelo animal utilizado ha sido el siguiente para cada caracter (Tabla 2):

] B Yijimn = Si+Ej+ Epk +Ex+ My +u, + Eijkimn )
siendo y la observacién del caracter en el animal n, u el valor mejorante y e el residuo del
modelo.
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Tabla 2. Numero de niveles de cada efecto incluido en el modelo.

Efecto Peso canal Confor. Engras. Color pH
Sexo 2 2 2 2 2
Edad 8 8 8 8 8
Epoca 32 23 17 13 13
Explotacion 548 477 455 135 135
Matadero 12 12 12 7 7
Animales 40870 34843 31888 8640 8732

La estimacion multicaracter de componentes genéticos y de efectos sistematicos se ha
realizado mediante metodologia bayesiana (Wang et al., 1993). Se asume que las
distribuciones a priori de los valores mejorantes y Ios reS|duos de cada caracter son normales
multivariantes de esperanza 0 y varianza Ac?, v lo% respectivamente, siendo A la matriz de
parentesco numerador y 62, Y c% las varianzas genetlca y residual. Los efectos sistematicos y
los componentes de (co)varianza poseen a priori una distribucion uniforme. Las distribuciones
condicionales de los valores mejorantes, efectos sistematicos y residuales son gausianas,
mientras que las distribuciones condicionales de las (co)varianzas genética y residual son
Wishart invertidas.

La distribucibn marginal posterior de cada parametro se ha obtenido mediante integracion de
las funciones multivariantes de densidad implicadas con la ayuda de la técnica de
marginalizacion denominada muestreo de Gibbs (Gelfand y Smith, 1990), con una cadena de
un millén de puntos de los cuales se han descartado los cien mil primeros.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se observa que se dispone de pocos datos en los caracteres color y pH; en este
ultimo caso ademas hay escasa variabilidad (CV = 2,1).

En la Tabla 3 se presentan los resultados correspondientes a la variabilidad explicada por cada
uno de los efectos sistematicos incluidos en el modelo. Se observa que el efecto sexo es el mas
importante en el caracter peso de la canal, mientras que el efecto matadero lo es en el resto de
los caracteres. En situacion intermedia se encuentra el efecto explotacion (9-38%), asi como el
efecto edad en los caracteres peso y color.

Tabla 3. DT entre las soluciones correspondientes a los niveles de cada efecto sistematico (%
varianza respecto al conjunto de efectos sistematicos).

Efecto Peso canal Confor. Engras. Color pH

Sexo 35,9 (69) 0,076 (4) 0,099 (4) 0,040 (6) 0,001 (<1)
Edad 14,9 (12) 0,030 (<1) 0,030 (1) 0,057 (11) 0,007 (1)
Epoca 53 (2) 0,102 (7) 0,059 (1) 0,034 (4) 0,028 (19)
Explotacion 17,8 (17) 0,135 (12) 0,153 (9) 0,105 (38) 0,034 (30)
Matadero 3,1 (<1) 0,350 (77) 0,470 (85) 0,108 (41) 0,044 (50)

En la Figura 1 se han graficado los valores estimados para los distintos niveles de los efectos
sexo, edad y época. Se observa, salvo en el caracter engrasamiento que los machos muestran
valores superiores que las hembras, una tendencia positiva con la edad en los caracteres peso
y color y una ausencia de tendencia asociada al efecto época de parto en los cinco caracteres.
La estimacion de componentes (Tabla 4) revela coeficientes de heredabilidad significativamente
distintos de cero en los distintos caracteres estudiados, lo que permite, en principio, postularlos
como potenciales criterios eficientes de selecciébn. A su vez, de detectan correlaciones
genéticas entre peso a la canal con conformacion y color, y de conformacién con
engrasamiento, siendo este ultimo valor de signo negativo.

A modo de resumen, se destacan los siguientes hechos:

1. Los caracteres estudiados intervienen directamente en el objetivo de seleccion.
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2. Se detecta suficiente variabilidad genética; peso al sacrificio, conformacion y engrasamiento
se presentan como criterios alternativos al utilizado actualmente.

3. Los registros disponibles para estos caracteres son potencialmente abundantes y pueden
utilizarse masivamente a muy bajo costo.

4. Como inconveniente hay que citar que el registro de tales caracteres exige el sacrificio de
los animales y por tanto no son medibles en los candidatos a la seleccion.

Figura 1. Estimaciones de cada nivel para los efectos sexo, edad y época de nacimiento.

Peso canal Conformacion Engrasamiento Color pH
360 28 28 25 58
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34 19 19 54
240 32 17 17 :
200 4 3,0+ 15 15 52
1 2 1 2 ' 1 N 1 2 1 2
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360 40 22 25 58
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0 / 36] 0 ——— 21 __ e 23 /\/—/ 5,6 | e
s o
240 32 17 19
200 30 15+ 17 52
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23
320 38 J./\/_,\/\/ o "\,_/\ 23—~ 56 P~
36 21
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34 19 19 54
0 32
200 + 3,0 + 154 15 52
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Tabla 4. Estimadores modales. Heredabilidad en la diagonal, correlaciones genéticas en matriz
triangular superior y correlaciones residuales en inferior.

Caracteres Peso canal Confor. Engras. Color pH
Peso canal 0,353* 0,379* -0,049 0,414* 0,384
Conformacion 0,304 * 0,290 * -0,243* 0,475 0,486
Engrasamiento 0,147 * -0,093* 0,209* -0,097 0,470
Color 0,062 0,045 0,047 0,203 * -0,130
pH -0,037 -0,111 -0,119* 0,052 0,067 *

*: p<0.05 (HPD al 95% no incluye el valor 0)
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INTRODUCCION

La caseina k (CSN3) es una de las proteinas fundamentales de la leche de los mamiferos
por su papel en la estabilizacion de las micelas. En el caso de la cabra, se han descrito 16
polimorfismos de ADN para el gen CSN3 que proporcionan 13 variantes proteicas que se han
denominado: A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, K, L y M (Yahaoui et al., 2003; Jann et al., 2004,
Prinzenberg, et al., 2005). Los estudios realizados para determinar las frecuencias en que se
encuentran estos alelos han establecido que las variantes A y B son las predominantes en las
razas de cabras espafolas, francesas e italianas, con una mayor frecuencia del tipo B. Las de
tipo F y G se han encontrado en relativa alta frecuencia sélo en rebafios italianos y la F en muy
alta frecuencia en la cabra montesa (Yahaoui et al., 2003).

Existen pocos estudios sobre la asociacion entre el polimorfismo de este gen con los
parametros productivos. Diaz Carrillo (1993), en la raza Payoya, indica que el genotipo BB, el
menos frecuente en dicha raza, es el asociado a una mayor produccién de leche, aunque con
menores concentraciones de caseina total, caseina B y grasa que el genotipo AA. Este mismo
autor apunta a que en la raza Murciano-Granadina, la Unica variable afectada por el genotipo
CSNa3 es el porcentaje de proteina, estando el genotipo AA asociado a una media mas alta. Sin
embargo en cuanto a produccion y en esta misma raza el autor apunta que el genotipo BB se
muestra mas productor de leche, aunque sugiere que se tome este resultado con cautela dado
el bajo numero de individuos en la muestra estudiada. Angulo et al. (1994) observaron una
mayor produccién de leche y mayor cantidad de caseinas en cabras con genotipo BB de la raza
Murciano-Granadina. No obstante, ambos autores trabajaron con variantes polimérficas
proteicas cuya determinacién genética no fue estudiada y que pueden no corresponder a los
polimorfismos de ADN referidos anteriormente. El presente trabajo pretende esclarecer los
efectos del polimorfismo del gen CSN3 caprino sobre la produccién y composiciéon de la leche
en la raza Murciano-Granadina.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiz6 durante los afios 2003 y 2004, en tres rebafios de la regién de
Murcia con cabras inscritas en el libro genealégico de la raza Murciano-Granadina y en control
de rendimiento lechero. En primer lugar se determiné el genotipo del gen CSN3 de 240 cabras,
cuyo genotipo para el gen de la caseina as1 (CSN1S1) era conocido, siguiendo el protocolo
descrito por Yayahoui et al. (2003). Se seleccionaron 117 cabras primalas con genotipos AA y
BB (los mas frecuentes) procurando que tuviesen el mismo genotipo para el gen CSN1S1. A
estas cabras se les recogi6 toda la leche de un ordefio con una periodicidad aproximadamente
bimensual (un total de 368 muestras) que se sometié al analisis rutinario de composiciéon en el
Laboratorio Interprofesional Lechero de Cantabria, determinandose los contenidos de grasa,
proteina, extracto seco magro, lactosa, recuento de gérmenes y recuento de células somaticas,
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y a un analisis con un espectrofotébmetro de infrarrojo cercano previamente calibrado para la
determinacién de los contenidos de caseina total, CSN1S1 y caseina as2. Una vez depurados
los registros para el analisis estadistico el nimero de cabras con registros completos ha sido de
114 y el total de registros de 409, lo que arroja una media de 4 registros por animal controlado.

Para el analisis de asociacion se utilizo el modelo lineal mixto, procedimiento MIXED del
SAS (SAS V8e. 2001) con el modelo propuesto por Little et al. (1998) para el andlisis de
observaciones repetidas, en el que se consideraron los factores fijos genotipo CSN3, rebario-
afo-estacion, ordinal de parto (lactacion) y meses transcurridos desde el parto a la fecha de
control (mes de muestreo), que se traté como la medida repetida, y el animal como factor
aleatorio. Se utiliz6 la correccion de Bonferroni para comparaciones multiples, resultando el
nivel minimo de significacion 0,0166.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las frecuencias alélicas obtenidas en el conjunto de animales genotipados fueron 16%
AA, 45,4% AB, 37% BB, 0,8% AF y 0,8% AG, que confirma los resultados obtenidos por otros
autores (Yahyaoui et al., 2003). Estas frecuencias son, sin embargo, diferentes de las descritas
por Diaz Carrillo (1993) en esta misma raza (58,1% AA, 34,4% AB y 7,5% BB), lo que confirma
que es muy probable que ambos polimorfismos tengan una base molecular diferente, o bien la
denominacion que utilizé este autor para los alelos es la opuesta de la establecida en la
actualidad.

El andlisis estadistico (Tabla 1), revela que existe una clara influencia del genotipo del
gen CSNS3 sobre los contenidos de proteina, caseina total y grasa de la leche, no resultando
una asociacion significativa del genotipo con el resto de las variables.

Aunque nuestros resultados no son comparables con los de Diaz Carrillo (1993) y los de
Angulo et al. (1994), por no tener seguridad de que se trate del mismo polimorfismo, es curioso
que el primero de estos dos autores asigne valores de contenido en proteina superiores a las
cabras con genotipo AA, lo que podria indicar, en el caso de tratarse del mismo polimorfismo,
un sistema de nomenclatura inverso del que se utiliza en la actualidad. En el trabajo del
segundo de los autores citados, se obtienen resultados similares en cuanto al contenido en
caseinas para la leche de las cabras con genotipo BB en la raza Murciano-Granadina, aunque
apunta a una mayor produccién de leche para las mismas que no queda corroborada con los
datos aqui obtenidos. Por ultimo, apuntar que aunque los polimorfismos del gen CSN3 bovino
no sean los mismos que los descritos en caprino, es interesante constatar que en en bovino las
variantes A y B tienen un efecto importante sobre la producciéon y la composicion de la leche
(véase la revision de Ng-Kwai Hang, 1998).
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Tabla 1. Medias minimo cuadraticas y sus correspondientes errores (en g/kg) de las variables
en estudio que resultaron significativas. (Medias con la misma letra de superindice no son
significativamente diferentes al nivel del 1% o inferior).

Gencﬁ;pos CSN3 Proteina Caseina Grasa
(N;n)
AA (61;19) 3423 £13 27,36 1,14 4q 60" +258
AB (166;54 : . PRCTCIN
5B 2141 ;44; 36,42(3)1 1,06 29,88@1 0,94 49,37: +2,12
36,00 +1,16 29,67 +1,03 5147 4230
ianificati @
Efegtos S|gn|;‘|cat!vos en el modelo gKappa gKappa gKappa
al nivel del 5% o inferior @) MPC MPC
MPC )
RAE
()
NL

' N es el nimero de observaciones totales que han intervenido en el analisis y n
el numero de cabras a las que corresponden.

@ gKappa: Genotipo Kappa

)MPC: Meses desde el parto a la fecha de control.

)RAE: Combinacion de efectos rebafio, afio de parto y estacion de parto.

3
4
®)NL: Nimero de orden de parto o lactacion
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INTRODUCCION

El efecto que pueden tener las variantes genéticas de proteinas lacteas en la
produccion y la composicion de la leche ha suscitado un gran interés debido a sus
potenciales aplicaciones tanto tecnoldgicas (Amigo et al., 2000) como para la seleccion
asistida por marcadores. Diversos autores han estudiado el polimorfismo genético de leche
de oveja mediante diferentes técnicas como son electroforesis en gel de poliacrilamida a pH
8,6 e isoelectroenfoque en gel, Chianese et al., (1996) y Addeo et al., (1992). Dentro de las
fracciones caseinicas se identificaron 3 fenotipos de as-caseina (BB, BC y BD), segun la
nomenclatura establecida por Chianese et al. (1996). Asi el objetivo de este trabajo ha
consistido en la identificacion de los diferentes fenotipos de ass-caseina en leche de oveja
Merina y asociarlos a caracteres de produccioén y calidad con el fin de adecuar la produccion
lechera de ovinos a su principal uso, la producion de queso. En este trabajo se han
observado diferencias significativas del contenido en grasa, proteina y extracto seco total
entre las ovejas portadoras del fenétipo BD y las ovejas portadoras del fenétipo BB en la
leche del primer control.

MATERIAL Y METODOS

La leche utilizada procedia de un rebafio de ovejas de raza Merina del Centro de
Investigacion Agraria Finca La Orden-Valdesequera de la Junta de Extremadura. Para
estudiar los fenotipos se analizaron 189 muestras individuales recogidas durante las
lactaciones comprendidas entre el otofio de 2004 y la primavera de 2005. Las caseinas se
obtenian por precipitacion isoeléctrica siguiendo el método descrito por Aschaffenburg y
Drewry (1959). Cada muestra de caseina liofilizada se sometia a electroforesis discontinua
en geles de poliacrilamida (disc-PAGE) a pH 8,6 como se indica en Chianese et al., (1996) y
a isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida (IEF) segun Addeo et al., (1992).

Para estimar la influencia de los fenotipos observados en la composicién de leche, se
utilizaron 525 resultados de composicién (grasa, proteina, lactosa, extracto seco total y
extracto seco magro) calculados en un analizador automatico Milko-Scan (Foss Electric,
Dinamarca), correspondientes a 1025 lactaciones consecutivas desde el otofio de 1999
hasta la primavera de 2006 de las 189 ovejas estudiadas. Los porcentajes de calidad de la
mafiana o de la tarde, se obtuvieron multiplicando los porcentajes de calidad media de la
mafiana o tarde por los kilogramos de leche de la mafiana o de la tarde de cada caracter y
dividido por cada una de las distintas producciones totales: produccién total al primer control,
real, tipificada a 120 dias mediante el método Fleischmann y leche ordefiada,
respectivamente.

El efecto del fenotipo sobre los caracteres de producciéon y composicién se analizé con
un modelo mixto utilizando el procedimiento mixed del paquete estadistico SAS (SAS
Institute, 1998). Se consideraron como factores el intervalo parto-destete (3 niveles), la
paridera (15 niveles: desde septiembre 1999 a enero 2006), tipo de parto (2 niveles, simple o
doble), el ordefio (2 niveles: mafiana y tarde). El modelo incluia los siguientes efectos:

Yijkl =p+ Xi + Tj + P+ NP, + Genm + Ovejan + €jjkimn
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Donde Y. es el valor de cada uno de los caracteres de la calidad de leche
(porcentaje medio diario de proteina, grasa, lactosa, extracto seco magro y extracto seco
total), u es la media para cada caracter, X; es el efecto del intervalo parto-destete, T; es el
efecto del tipo de parto, Pk es el efecto de la paridera, NP, es el efecto del nimero de parto,
Geny, es el efecto del fenotipo de as-caseina, Oveja, es el efecto aleatorio de la oveja y €jjum
es el error residual que incluye los efectos del ambiente asociado con cada animal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han observado mediante electroforesis alcalina (disc-PAGE, a pH 8,6) tres perfiles
de ag1-caseina identificados como formas heterozigoticas correspondientes a los fenétipos
BB, BC y BD descritos por Chianese et al., (1996). El fenétipo BB muestra tres bandas, la
central de mayor intensidad. El perfil del fenétipo BC se caracteriza por tener tres bandas
siendo las dos bandas mas catodicas con intensidad superior a la mas anddica. El fenétipo
BD revela cinco bandas de las cuales las tres mas anddicas coinciden con las bandas del
perfil BB y presenta dos mas en posicion mas catodica.

La separacion de las proteinas en base a las diferencias de sus puntos isoeléctricos
(isoelectroenfoque) permiti6 confirmar los fenotipos BB, BC y BD en la zona de la ag-
caseina.

El fenotipo BC presentd la mayor frecuencia fenotipica con un valor del 70,9 %,
(Tabla 1) seguido del fenotipo BB con el 25,4 % y, con una frecuencia mas baja, el fenotipo
BD (3,7 %). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Lopez-Galvez et al.
(1999), Pirisi et al. (1999) y Serrano-Moyano et al. (1999) indicando que en la leche de las
razas ovinas espafiolas los alelos B y C son los mas frecuentes. El alelo D ha sido también
detectado en la raza Merino por Piredda et al., (1994) y Serrano Moyano et al. (1999).

El fenotipo de la caseina no influy6é significativamente sobre ninguno de los
caracteres de produccién cuantitativa de leche. Tampoco resulto significativo para la
mayoria de los caracteres de composicion de leche excepto para la composicion al primer
control en la que resultaron significativas el porcentaje de grasa diaria (p= 0.0923),
porcentaje de proteina (p= 0.0532) y porcentaje extracto seco total (p= 0.0563) (Tabla 2). El
estudio estadistico del efecto del fenétipo en la composicion de leche (Tabla 2) revel6 que
los fenotipos de la ass-caseina presentan diferencias significativas (p<0,05) Unicamente para
composicion al primer control en todos los parametros estudiados excepto en la lactosa y
extracto seco magro. Otros investigadores (Bolla et al., 1989; Piredda et al., 1993; Chianese
et al., 1997; Pirisi et al., 1999 y Amigo et al., 2000) encontraron un efecto significativo al
correlacionar los fenétipos de la ass-caseina con la composicion de leche de oveja. En
nuestro caso, Unicamente resultaron significativos la grasa, la proteina y el extracto seco
total en el primer control no en el conjunto de la lactacién.

Respecto a las variables de cantidad de leche estudiadas no hubo ninguna influencia
del fenotipo en la produccion, sin embargo, Chianese et al., (1997), al estudiar ovejas
portadoras del alelo B, observd una mayor produccion de leche. Respecto a las varibales de
composicion de leche estudiadas, unicamente el contenido en grasa, proteina y extracto
seco total al primer control de las ovejas portadoras del fenétipo BD fue significativamente
superior (P<0,05) al observado para las ovejas portadoras de los otros fenotipos. Pero esta
influencia no se mantuvo para los mismos parametros de calidad ajustados para leche total
producida, tipificada a 120 dias u ordefiada. Por otra parte, Piredda et al., (1993); Pirisi et al.,
(1999) y Amigo et al., (2000) comprobaron que en ovejas portadoras del alelo C daban lugar
a leches con mayor contenido en sélidos totales, proteina o grasa y que su aptitud para la
produccion de queso era mayor. Por tanto los resultados obtenidos en este trabajo no dan
lugar a conclusiones definitivas. En un futuro proximo nuevos trabajos utilizando la técnica
de electroforesis capilar podran aportar resultados mas concluyentes.
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Tabla 1. Frequencias fenotipicas de as1-caseina observadas en leche de oveja Merina.

Fenotipos observados N° de observaciones Frecuencias fenotipicas
de as¢-caseina (n° de ovejas) (%)
BB 48 25,4
BC 134 70,9
BD 7 3,7

Total de observaciones: 189.

Tabla 2. Composicion de la leche en funcién de los fenoétipos de asq-caseina para
produccion al primer control.(Valores de medias de los minimos cuadrados + error
standard)

Fenotipo de as-caseina

BB BC BD
n 134 365 25
Grasa media t se (%)  7.04+0.12° 721+0.08%®  7.65+0.27°
) n 134 365 25
Proteina  \jiatse(%) 614+009° 631+006°  6.41%020%
n 115 305 20
Lactosa media t se (%)  4.49 % 0.04 4.44 £0.02 4.49 +0.08
Extracto n 134 365 25
f::;ro media +se (%)  11.48+0.08  11.59 +0.06 11.74 £ 0.19
Extracto n 134 365 25

seco total media + se (%) 1845+0.17° 18.70+0.12° 19.45+0.40°

3P letras iguales: grupos homogéneos (P<0,05); letras diferentes: grupos

significativamente diferentes (P<0,05); n: n° de observaciones.
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ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD Y RELACIONES GENETICAS ENTRE CINCO RAZAS
OVINAS DEL PIRINEO ORIENTAL
Ferrando, A., Parés, P.M., Marmi, J., Avellanet, R., Jordana, J.
Departament de Ciencia Animal i dels Aliments, Facultat de Veterinaria. Universitat
Autonoma de Barcelona. Edifici V; 08193-Bellaterra (Barcelona). Jordi.Jordana@uab.es

INTRODUCCION

Las razas Xisqueta, Aranesa, Ripollesa, Tarasconesa y Roja del Rosellon, son razas locales
ovinas distribuidas en comarcas Pirenaicas y pre-Pirenaicas del norte de Espafa, las tres
primeras, y sur de Francia, las dos Ultimas. La raza Aranesa esta estrechamente
emparentada con la Tarasconesa y probablemente comparten su origen mas ancestral con
la raza Merina. La raza Ripollesa se originé a partir de cruces entre antiguas poblaciones
autéctonas de las comarcas nororientales de Catalunya con ovejas trashumantes de la raza
Merina. La raza Xisqueta, en cambio, pertenece al Tronco Ibérico que deriva de ovinos
procedentes de Asia Central. La Roja del Rosellon, parece tener sus origenes mas
ancestrales en las poblaciones procedentes del Norte de Africa. El objetivo de este trabajo
es explorar la variabilidad genética de estas cinco razas ubicadas en los Pirineos Orientales,
y determinar el grado de diferenciacion genética existente entre ellas.

MATERIAL Y METODOS

En el estudio se han incluido animales pertenecientes a 5 razas ovinas de los Pirineos
Orientales: Xisqueta (N=98), Aranesa (N=90), Ripollesa (N=55),Tarasconesa (N=44) y Roja
del Roselldén (N=24). EI ADN fue extraido de muestras de sangre siguiendo un protocolo
estandar con fenol-cloroformo (Ausubel et al., 1987). Las poblaciones fueron analizadas
para 12 marcadores de ADN de tipo microsatélite: McM42, INRA49, McM527, TGLA5S3,
MAF65, HSC, OarCP20, OarCP34, OarCP49, OarFCB11, McM218 y MAF214. Los
productos de PCR fueron analizados en un secuenciador ABI3730 (Applied Biosystems)
usando ROX70-500 como marcador interno del tamafio de los fragmentos. Los analisis
estadisticos sobre la estima de la diversidad genética y de la estructura poblacional han sido
realizados con los programas GENETIX v4.05 (Belkhir et al., 2001) y FSTAT (Goudet, 1995).
Se han obtenido los valores de heterocigosidad esperada (Hg) con el estimador no sesgado
de Nei (1978) y de heterocigosidad observada (H,), el porcentaje de loci polimoérficos, las
frecuencias alélicas y la riqueza alélica corrigiendo el tamafio muestral a N=23. El valor de
Fsry la estima del flujo génico entre poblaciones (siguiendo la férmula Nm = (1-Fs7)/4*Fs7)
han sido calculados con el estimador 8, de Weir y Cockerham (1984), de la Fsr de Wright. El
déficit de heterocigotos en cada locus para cada poblacion ha sido calculado estimando el
valor del F-estadistico analogo a la F;s de Wright. Finalmente, se ha obtenido un
dendrograma de relacion entre razas mediante el algoritmo neighbour-joining a partir de la
distancia Dy (Nei et al., 1983), utilizando el programa POPULATIONS v1.2.28 (Langella,
2002). La robustez de cada rama fue probada realizando 1000 reemplazos sobre los loci.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los 12 loci amplificaron y fueron polimérficos en las cinco razas ovinas. El numero total de
alelos fue de 155 para el conjunto de las razas. El nimero total de alelos por locus varié
entre 10 (INRA49 y OarCP34) y 25 (OarCP49). Dentro de cada raza, la Xisqueta presento el
mayor numero de alelos, mientras que el valor menor fue para la Roja del Rosellén,
probablemente debido a la diferencia de muestras analizadas en cada raza. Se detectd un
total de 22 alelos propios, 10 de ellos en la raza Xisqueta. La riqueza alélica ajustada a un
mismo tamafio muestral para todas las razas (N=23) siguié presentando un valor mas
elevado en la raza Xisqueta. Las otras cuatro razas presentaron un valor similar entre ellas.
La heterocigosidad observada varié entre 0.699 (Aranesa) y 0.750 (Roja del Rosellén). Las
razas Xisqueta y Aranesa mostraron un déficit significativo de heterocigotos (p<0.05) del 5.2
y el 6.1%, respectivamente, para el conjunto de los loci. En cambio a nivel de locus, so6lo
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MAF214 mostrdé un déficit significativo de heterocigotos en la raza Xisqueta (p<0.05). La
Tabla 1 muestra los principales valores de diversidad genética.

En la Tabla 2 se muestran los valores de Fst entre las diferentes razas asi como el nimero
de migrantes entre poblaciones por generacion. Ambos indican un flujo génico relativamente
bajo entre la Roja del Rosellén y el resto de razas ovinas del Pirineo Oriental. La Figura 1
presenta el arbol filogenético no enraizado de las razas realizado con la distancia D, de Nei.
En general, las diferencias genéticas debido a la estructura racial son muy bajas, entre el
1% y el 4.8%. De las cinco razas, la Roja del Rosellén es la que presenta una mayor
distancia genética respecto a las demas. Como era esperable, las razas Aranesa y
Tarasconesa, que comparten el mismo origen, se agrupan juntas.

Como conclusion, las razas ovinas estudiadas del Pirineo Oriental muestran una elevada
variabilidad genética a nivel de marcadores microsatélite y una diferenciacion genética poco
pronunciada. De todas ellas, la Roja del Rosellén es genéticamente la mas distante.
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Tabla 1. Valores de diversidad genética de las cinco razas ovinas. Abreviaciones: Hg,
heterocigosidad esperada con el estimador no sesgado de Nei (1978); Ho, heterocigosidad
observada; SD, desviacion estandar; n.a., numero total de alelos; a.p., alelos propios de
cada raza; r.a. riqueza alélica para un tamafio muestral corregido a N=23; F;s, estimador del
déficit de heterocigotos dentro de las razas.

Raza Heg £ SD Ho+ SD n.a. a.p. ra. Fis
Xisqueta 0.768 £0.106 0.728+0.130 137 10 8.50 0.052*
Aranesa 0.744+0.111  0.699+0.121 117 3 7.62 0.061*
Tarasconesa 0.747 +0.127 0.736 +0.129 102 2 7.63 0.016
Ripollesa 0.758 +0.107 0.744+0.120 111 5 7.50 0.019
Roja del Rosellon  0.741+0.094 0.750 + 0.146 89 2 7.35 -0.012

* p<0.05
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Tabla 2. En la diagonal superior se presentan los valores de Fsr entre poblaciones, segun
Weir y Cockerham (1984); en la diagonal inferior se detalla el nUmero de migrantes entre
poblaciones por generacion (Nm).

Xisqueta Aranesa Tarasconesa Ripollesa Roja del Rosellén

Xisqueta - 0.01246 0.01084 0.01005 0.02941
Aranesa 19.82 - 0.01242 0.01888 0.04492
Tarasconesa 22.81 19.87 - 0.01537 0.04795
Ripollesa 24.64 12.99 16.02 - 0.04191
Roja del Rosellon 8.25 5.32 4.96 5.72 ---

Figura 1. Arbol filogenético de las cinco razas ovinas realizado mediante el método
neighbour-joining con la distancia D, de Nei. La robustez ha sido probada para 1000
reemplazos sobre los loci. La escala representa la distancia genética.

Xisqueta

Aranesa

Roja del Rosellon

0.01 Tarasconesal

Ripollesa
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PARAMETROS GENETICOS PARA CARACTERES DE PRODUCCION DE LECHE
EN VACAS MESTIZAS TROPICALES
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Venezuela. Apartado 15205, Maracaibo 4005-A . zhirino@luz.edu.ve

INTRODUCCION

La ganaderia bovina llamada de doble propésito (leche y carne) en Venezuela, se ha
presentado como una alternativa que le ha permitido al ganadero utilizar animales cruzados
en un amplio rango de condiciones ambientales, obteniéndose niveles variables de
produccion de leche de manera eficiente, econdmicamente mas estable y flexible en las
respuestas a cambios relativos de precios para leche y carne en el mercado nacional. Sin
embargo, estos sistemas con animales mestizos, estan limitados en su nivel de produccion
por factores tanto genéticos como ambientales (Rodriguez-Hernandez, 1998).

El conocimiento de los aspectos genéticos de una poblacién es esencial para la
obtencién de la informacidon que sirve para orientar a los productores y técnicos en la
identificacion de animales superiores genéticamente, teniendo como objetivo un progreso
genético mayor en los programas de seleccion. Para ello, es necesario conocer los valores
de los componentes de varianza y calcular los parametros genéticos de la caracteristica
determinada. De la estimacion correcta de estos parametros depende la precision de las
estimaciones de los valores genéticos y del progreso genético en una poblacién. Estos
parametros genéticos son necesarios al evaluar programas de mejora, asi como para la
prediccion de valores genéticos (Marion et al., 2001).

El objetivo de este estudio fue estimar los parametros genéticos para la produccion
de leche total y ajustada a 305 dias en vacas mestizas tropicales.

MATERIAL Y METODOS

Los datos fenotipicos provienen de los registros productivos de animales
pertenecientes a la hacienda "La Esperanza" de la Facultad de Agronomia de La
Universidad del Zulia. Ubicada en el Km. 107 de la carretera Maracaibo-Machiques,
Municipio Rosario de Perija, Zulia. Venezuela. Zona de Bosque Seco Tropical, con una
precipitacion y temperatura promedio de 1100 mm/afio y 28 °C respectivamente,
suelos de baja fertilidad y escasa retencion de humedad. El manejo de la explotacion se
corresponde con un sistema de doble propdsito semi-intensivo, que se caracteriza por
ordefio mecanico sin apoyo del becerro, alimentacion a base de pastos (Panicum
maximum, Brachiaria humidicola, Digitaria xumfulosi y Echynochloa polistachya),
complementada durante el verano dependiendo de la calidad del pasto con heno, ensilaje,
sales minerales y concentrado (1-2 kgs/animal/dia™). Otras materias primas se
incorporaron alternativamente dependiendo de su disponibilidad en la zona, tales como la
yacija y harina de maiz. El rebafio esta constituido por vacas mestizas producto de cruces
alternos con predominio %2 Bos taurus x B. indicus obtenidos tanto por inseminacion
artificial.

Se eliminaron aquellas vacas con lactancias menores a 250 dias y mas de 400 dias
de ordefo, sin informacién de primer parto, con un intervalo entre partos menores a 305
dias, y sin datos de produccion. Finalmente quedaron 2455 lactancias en 507 vacas con
partos entre 1987 y 2000 e hijas de 41 toros.

El modelo mixto utilizado incluyo los efectos fijos de afio-época de parto (Afios 13
clases; Epocas 3 clases: Enero-Abril, Mayo-Agosto, Septiembre-Diciembre), el numero de
partos de la vaca (4 clases: 1,2,3,>4), Grupo genético (G1 < 50% Bos taurus (BT); G2 > 50%
BT y G3 mestizo indefinido) y como efectos aleatorios: efecto aditivo directo del animal (a),
ambiente permanente (p), y residual (e). Los componentes de varianza para cada
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caracteristica en estudio se estimaron usando el método Maxima Verosimilitud Restringido
(REML), usando el programa computacional VCE4.0 (Groeneveld, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores promedios * desviacion estandar (DS), minimos y maximos para la
produccion de leche total (PL) y ajustada a 305 dias de lactancia (PL305), se presentan en
la Tabla 1. Los promedios de produccion de 3.066,8 Kg. y 2.980,5 Kg. supera las
producciones registradas por Acosta y col., (1998) con vacas mestizas en una region muy
similar y cuyas producciones fueron de 2133,8 y 1958,1 para PL y PL305 respectivamente.
Sin embargo, se consideran inferiores a las producciones de vacas Holstein en paises como
Chile: 5.044,1 Kg. (Uribe y Smulders, 2004), Brasil: 4.578,0 Kg. (Marion et al., 2001) y
resultaron comparables a los obtenidos en Cuba: 3028,0 Kg, con animales mestizos 5/8
Holstein x 3/8 Cebu (Hernandez, 1998). Tales discrepancias se asocian normalmente a
variaciones ambientales como nivel de manejo, factores climaticos y nutricion (Hernandez,
1998)

Tabla 1. Valores promedios, minimos y maximos para produccién de leche total (PL) y
produccion ajustada a 305 dias de lactancia (PL305) de vacas mestizas tropicales

Variable Promedio DS Minimo Maximo
PL (Kg) 3.066,8 1.074,5 1.520,3 4.250,4
PL305 (Kg) 2.980,5 930,9 1.308,4 3.572,1

Los componentes de varianza estimados para la produccion de leche total y ajustada
a 305 dias en esta poblacion, se muestran en la tabla 2. El coeficiente de heredabilidad para
PL y PL305 fue de 0,23 y 0,19 respectivamente; estos valores aunque estan en el limite
inferior, se encuentra dentro de los rangos de estimaciones para produccion de leche bovina
e incluso en animales puros Holstein (Marion et al., 2001, Uribe y Smulders, 2004) y las
reportadas para vacas mestizas cubanas (Hernandez, 1998) cuyos valores oscilaron entre
0,17 y 0,22 para los distintos grupos genéticos evaluados.

Campos et al. (1994) analizaron registros de reproduccion y produccion de leche en
vacas Holstein y Jersey de Florida, Estados Unidos; el tamafio de la muestra estudiada fue
similar a la reportada en este estudio. Los registros fueron de 4.293 vacas Holstein y 2.143
vacas Jersey; sus estimaciones de heredabilidad para produccién de leche fueron 0.34 y
0.32 para Holstein y Jersey, respectivamente.

Las varianzas genética, ambiental permanente y residual de este estudio fueron
inferiores a las encontrada con datos de ganado Overo Chileno: 162.853, 163.266, y
323.228 respectivamente (Uribe y Smulders, 2004) y en el ganado Holstein Brasilefio:
308.213, 6.177 y 1.487 respectivamente (Marion et al., 2001), usando el modelo descrito en
este trabajo. Las estimaciones de los componentes de varianza y coeficientes de
heredabilidad suelen ser heterogéneos de acuerdo con diversos niveles de la produccion de
leche, desviacion de la media del rebafo, cantidad total de datos a evaluar y de la forma de
la edicion de los datos, entre otros.

Los parametros genéticos determinados demostraron, que existen diferencias aditivas
para responder a la seleccién y que se podrian utilizar como un punto de partida en la
modelizacion mas correcta para la evaluacion genética de este caracter y permitiria hacer
una mejor identificacion de toros mejoradores para la produccion de leche.

-520 -



2
Tabla 2. Componentes de varianza genética (O'§ ), ambiental permanente (O ), residual

(Gez ), indices de heredabilidad (h2 ) y repetibilidad (r) para la producciéon de leche total
(PL) y ajustada a 305 dias (PL305) en vacas mestizas tropicales.

Variable 2 2 2 2 r
o, o, o. h

PL (Kg.) 217.858,38 56.639,15 671.024,79 0,23 0,29

PL305 (Kg.) | 123.056,83 31966,25 497.728,02 0,19 0,24
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INTRODUCCION

La mastitis es la enfermedad con mayor repercusion econémica en las explotaciones
de vacuno lechero debido al elevado coste que supone su tratamiento y al desecho que
provoca (Shook y Shultz, 1994). El desarrollo de un indice de sanidad de la ubre que
permita seleccionar los animales mas resistentes a la mastitis y disminuir los costes de
tratamiento y desecho que provoca la enfermedad es, por tanto, de interés para los
productores. Cuando no se dispone de datos en los que se registre la incidencia de la
enfermedad, los caracteres que se incluyen en el indice son el recuento celular y caracteres
de conformacién de ubre, por su correlacion con presencia de mastitis en el rebafio. Otro
caracter relacionado con los anteriores y que supone un importante coste en las
explotaciones es la velocidad de ordefo. La naturaleza categérica de este caracter plantea
dos alternativas de andlisis, el uso un modelo lineal o de un modelo umbral. Varios estudios
argumentan la ventaja de utilizar los modelos umbrales para caracteres categéricos
(Kadarmideen et al., 2000; Zwald et al., 2006) ya que los valores estimados de las
heredabilidades son mayores que utilizando el modelo lineal clasico. Esto supone una mayor
precision a la hora de escoger los reproductores genéticamente mas resistentes a mastitis
para la siguiente generacion. El objetivo de este trabajo es investigar la inclusion del
caracter velocidad de ordefio en un indice de sanidad de la ubre utilizando alternativamente
un modelo lineal o un modelo umbral.

MATERIAL Y METODOS

Los datos utilizados en el trabajo corresponden a las tres primeras lactaciones de la

poblacion frisona del Pais vasco y Navarra, suministrados por EFRIFE desde 1990 hasta el
afo 2002. En total fueron analizadas 20.023 lactaciones de 7.888 vacas, con un total de
28.798 animales en el pedigree.
La tabla 1 describe los caracteres profundidad de ubre (PU), colocacion de pezones
anteriores (CPA), colocacion de pezones posteriores (CPP), distancia entre pezones (DEP),
recuento celular por lactacion (RCS) y velocidad de ordefio (VO), asi como la media y
desviacion tipica de los mismos.

Tabla 1. Descripcién, niumero de observaciones (N), media (X) y desviacion tipica (DT) de
los caracteres utilizados en el indice de sanidad de ubre.

Caracter Descripcion del caracter® N X DT

PU 1= baja,..., 9 =alta (6,5,4) 7.888 5.13 1.57

CPA 1=exteriores, ..., 9=interiores (6,5,4) 7.888 4.51 1.54

CPP 1=exteriores,...,9 =interiores (6,5,4) 7.888 5.97 1.62

DEP 1=juntos...9=separados (6,5,4) 7.888 4.75 1.23
RCS Media del log, del recuento ajustado 20.023 3.74 1.34
VO 1=facil...3=dificil (2) 7.888 1.88 0.59

*valores optimos entre paréntesis

Los seis caracteres descritos se analizaron usando dos modelos multicaracter que,
alternativamente consideraban un modelo lineal para todos los caracteres (modelo MCL) o
lineal para los caracteres de tipo y recuento celular y umbral para el caracter velocidad e
ordefio (modelo MCU). La tabla 2 muestra los efectos considerados y el niumero de niveles
de los mismos para cada caracter.
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El analisis estadistico se llevd a cabo usando inferencia bayesiana con Gibbs
sampling. Tras un periodo de calentamiento de 20,000 iteraciones se utilizaron 220,000
iteraciones adicionales para hacer inferencia sobre la distribucion marginal posterior de los
parametros desconocidos. Se utilizé el programa informatico gibumb56kk.for desarrollado
por Legarra (2002, comunicacién personal).

Tabla 2. Numero de niveles de los efectos rebafo-afio-estacion (Rae), edad al parto (Ep),
dias en lactacién (DI), nimero de lactacion (NI), calificador (Cl), animal (An) y ambiental
permanente (pe), considerados en el modelo lineal para los caracteres incluidos en el indice.

Caracter Rae Ep DI NI CI An pe
PU,CPA,CPP,FTL 1298 46 30 2 14 28798 7888
RCS 2183 - - 3 - 28.798 7888
VO 2068 - - - - 28.798 -

-: efecto no considerado en el modelo

Se desarrollé un indice lineal de seleccion para sanidad de ubre (ISU) combinando los
seis caracteres mencionados bajo los dos modelos alternativos.
ISU=b'a
, donde b es el vector que contiene los coeficientes de ponderacion de cada caractery G es
el vector de valores genéticos predichos para cada caracter. El vector b de pesos del indice,
se calculé segun la ecuacion:
b=P'Ga
, siendo: P la matriz de (co)varianzas fenotipicas de los caracteres incluidos en el indice de
seleccion, G la matriz de (co)varianzas genéticas entre los seis caracteres del indice de
seleccion y los caracteres del genotipo agregado (RCS en este caso) y a el vector de
valores econdmicos en el agregado genotipico (el valor econdmico para el recuento celular,
calculado a partir de la derivacién de la funcién de beneficio con respecto a esa variable
segun Pérez-Cabal et al., 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las estimas de heredabilidades y correlaciones entre los caracteres del indice bajo
los dos modelos, MCL y MCU, se muestran en la tabla 3. El uso de uno u otro modelo
apenas tuvo efecto en las estimas de heredabilidades o correlaciones, excepto para la
heredabilidad del caracter VO, que fue mas alta bajo el modelo MCU. Los valores de
heredabilidad para el caracter VO encontrados en este estudio concuerdan con los
encontrados en otros estudios, en los que se resefian valores entre 0.10 y 0.15 para la
heredabilidad en la escala subyacente (Zwald et al., 2006).

Tabla 3. Estimas de las correlaciones genéticas (triangulo superior), fenotipicas (triangulo
inferior) y heredabilidades (diagonal) para los seis caracteres que componen el indice de
seleccion calculadas con el modelo lineal para todos los caracteres (MCL) y con el modelo
umbral para velocidad ordefio (MCU).

MCU MCL
Caracter PU CPP CPA FTL RCS VO| PU CPP CPA FTL RCS VO
PU 0.35 0.25 0.21 -0.13 -0.51 0.04| 0.36 0.25 0.22 -0.14 -0.57 -0.00
CPP 0.16 0.25 0.54 -0.34 -0.20 -0.10| 0.16 0.24 0.57 -0.37 -0.21 -.013
CPA 0.16 0.41 0.25 -0.16 -0.07 -0.06| 0.26 0.41 0.26 -0.16 -0.05 -0.07
DEP -0.08 -0.14 -0.07 0.33 0.12 0.12|-0.09 -0.14 -0.07 0.32 0.12 0.14
RCS -0.15 -0.05 -0.04 0.00 0.18 -0.18|-0.16 -0.05 -0.03 0.06 0.15 -0.17
VO -0.07 -0.05 -0.05 0.08 -0.07 0.19|-0.06 -0.04 -0.05 0.07 -0.06 0.14

La tabla 4 muestra los valores de los pesos de los caracteres en el indice utilizando
MCL y MCU. Esto da lugar a dos ranking distintos, que se comparan en la tabla 5 para toros
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con mas de 30 hijas. Aproximadamente un 60% de los toros sufrieron alteraciones minimas
(5 puestos o menos) en el ranking, mientras que un 8% alterd su posicién en mas de 10
puestos.

Tabla 4. Valores de los pesos del indice calculados para el modelo lineal (bmc) y €l modelo
umbral (bucy) para los distintos caracteres.

PU CPP CPA DEP RCS Vo

bmc. 0.088 0.022 -0.188 -0.016 -0.173 0.052
bmcu 0.095 0.019 0.008 -0.003 -0.123 0.125

Tabla 5. Porcentaje de cambio en el ranking de machos con mas de 30 hijas, calculando el
indice con el modelo lineal (MCL) y modelo umbral (MCU) para velocidad de ordefio.

N° cambios de posicién MCL-MCU (%)
No cambia de posicion 8.5
Menos de 5 posiciones de cambio 52

De 5 a 10 posiciones 28

+de 10 posiciones 8

El uso de un modelo umbral para la evaluacién genética del caracter VO en la
poblacién analizada presenta ventajas frente al uso del modelo lineal en cuanto a la
obtencion de estimas mas elevadas de la heredabilidad, con un consiguiente aumento de la
precision en la estima del valor genético de los reproductores. Por otra parte, la seleccion
para mejorar la sanidad de la ubre mediante el indice propuesto no se alteraria de forma
sustancial en funcién del modelo empleado para VO. Mas aun, el reducido tamafio de los
grupos de comparacion y el elevado coste computacional que requiere la metodologia
umbral, son las desventajas mas importantes que hacen que esta alternativa sea, de
momento, dificilmente transferible a corto plazo a la evaluacion genética nacional de la
velocidad de ordefio.
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INTRODUCCION

El Criollo Limonero, es una raza bovina venezolana originaria de los primeros
bovinos hispanos traidos a la América durante la colonia y que su reservorio genético
permanece intacto, ha sido catalogado como el "Bos Taurus Tropical”, describiéndose
como una raza resistente a plagas y enfermedades, excelente en el aprovechamiento de los
pastos naturales y mejorados, con una alta eficiencia reproductiva y gran facilidad para el
parto de las hembras y docilidad en el manejo (Bracho et al., 2002). De este ganado se ha
evaluado su comportamiento productivo y reproductivo en estudios de investigacion
aislados, debido a que la produccion de leche representa el mayor renglén de los ingresos
econdmicos de los ganaderos que lo explotan.

El peso al nacer es el primer valor de crecimiento que podemos evaluar en los
animales, y con el que inferimos sobre el desarrollo en el periodo prenatal, el cual depende
en gran medida de la condiciéon corporal de la madre durante el periodo de gestacion y
especialmente en el Ultimo tercio de la misma. Este indicador en ganaderias bovinas
tropicales, orienta el manejo que puede darsele al animal en los primeros dias de vida, ya
que becerros con pesos muy bajos o altos tienen dificultad para amamantarse, lo que
resultaria en una ingestion insuficiente o retrasada de calostro que puede traer como
consecuencia un alto riesgo de infecciones y enfermedades, que comprometerian la
sobrevivencia del becerro (Martinez et al., 1998). La importancia de conocer las tasas de
crecimiento y las variaciones del peso en becerros resulta evidente al momento de su
seleccion como futuros reemplazos, para el levante o ceba y mas aun, como reproductores
de doble propésito, ya que permiten asegurar el mejoramiento de diversos aspectos de la
produccion.

El objetivo de esta investigacion fue estimar los parametros genéticos para el peso al
nacer en becerros de la raza Criollo Limonero.

MATERIAL Y METODOS

La base de datos se obtuvo de los registros oficiales de los becerros Criollo
Limonero, nacidos en La Estacion Local Carrasquero del INIA, ubicada en el sector Playa
Bonita, municipio Mara, Estado Zulia, Venezuela. Latitud norte 11° y longitud oeste de 72 °.
La zona corresponde a Bosque seco Tropical con precipitacion promedio anual entre 810 y
920 mm., la temperatura media anual 27,4 °C con valores maximos de 35,2 °C y minimos
19,7 °C y humedad relativa de 77,3 %. La datos fueron editados, descartandose toda
aquella informacion que biolégicamente no fuese posible, registros erréneos con problemas
en la fecha nacimiento, informacion de los progenitores y animales duplicados, quedando en
total 6.769 registros de datos y 8770 registros de pedigri.

El modelo mixto utilizado incluyé los efectos fijos de sexo del animal (macho o
hembra), la agrupacion afo-época de nacimiento (Afios 11 clases: entre < 1967, y >1998;
Epocas 3 clases: Enero-Abril, Mayo-Agosto, Septiembre-Diciembre), el numero de partos
de la vaca (7 clases: 1,2,3,4,5,6 y >7), realizandose el analisis mediante el paquete
estadistico Statistical Analysis System (SAS, 2001) y como efectos aleatorios: efecto aditivo
directo del animal (a), aditivo materno (m), admitiéndose una covarianza entre los mismos,
proporcional a la matriz de relacion (A). La estimacidon de los parametros genéticos se
realizo mediante el programa VCE-REML (Groeneveld y Garcia-Cortés, 1998).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En cuanto a los efectos fijos estudiados de: sexo de la cria, afio-época de nacimiento
y numero de parto, todos afectaron significativamente (p< 0,001) el peso al nacer. La media
estimada para el peso al nacer fue de 26,7 + 4,4 Kg.; siendo el peso al nacer de las hembras
de 25,6 £ 0,10 kg. y de los machos 27,6 + 0,10 kg. La media se mantuvo dentro de los
valores reportado para las razas criollas colombianas, caracterizadas por producir crias de
bajo peso al nacer, inferiores a 30 Kg. (Martinez et al., 1994). Los becerros resultaron mas
pesados que las hembras (6,89 %, superior); similares comportamiento fueron encontrados
por Aranguren et al. (2006), con animales bovinos mestizos de doble propésito.
Aparentemente, esta ventaja de los machos sobre las hembras, se atribuye al efecto
fisiologico basal de la testosterona circulante, como agente anabolizante en el macho
(Bracho et al., 2002).

El efecto afio-época de nacimiento, se explica por las variaciones debidas al manejo,
cambios climaticos y a la disponibilidad de forrajes, tanto en cantidad como en calidad,
existentes para la alimentacion en el ultimo tercio de la gestacion de las vacas. En cuanto al
efecto del nimero de parto, las novillas estan adn en crecimiento por ello producen crias
mas livianas, y en la Estacion local donde fueron criados han sido el grupo etario que ha
tenido mas disminuido la oferta forrajera durante los ultimos afos, por otro lado, las vacas
de mas partos tienden también a producir becerros de bajo peso al nacer debido a un menor
pasaje de nutrientes por problemas de irrigacion placentaria (Aranguren et al., 2006).

En la tabla 1, se presentan las estimaciones de los parametros genéticos, siendo la
varianza genética aditiva directa obtenida, superior a la reportada por Ferraz et al. (2000) y
Dominguez-Viveros (2003) utilizando razas sintéticas Santa Gertrudis (cruzados Brahman x
Shorthorn) y la raza llamada Tropicarne (cruces de Senepol, Barzana, Brahman y
Charolais); pero inferior a la encontrada en animales mestizos de doble proposito
venezolanos (Aranguren et al., 2006). La varianza genética aditiva materna obtenida en
este estudio de 0,59, fue superior a la reportadas en la raza sintética de 0,37 (Dominguez-
Viveros, 2003). La superioridad de la varianza genética directa, sobre la varianza genética
materna, nos indica el grado de importancia para esta raza de los efectos genéticos directos
con respecto a los maternos. Reportes previos (Aranguren et al., 2006), han sefalado la
importancia relativa de los efectos aditivos directos, aditivos maternos y maternal
permanente en el crecimiento predestete del ganado de carne (Plasse, 1978).

En cuanto a los estimadores de la heredabilidad directa y materna del peso al nacer
(tabla 1); los valores obtenidos pueden considerarse bajos (0,17 y 0,029 respectivamente);
probablemente, motivado al fuerte impacto de las condiciones ambientales, sobre las vacas
gestantes, como la distribucién de las lluvias en la zona (zona de bosque seco tropical, con
escasa precipitaciones e inundaciones en época de lluvia) que afecta tanto la cantidad como
la calidad de los forrajes, afectado la expresion del potencial genético de estos animales es
criar animales fuertes y vigorosos al momento del nacimiento. Es por ello que se ha
recomendado realizar a partir de este proyecto las pruebas de progenie y/o seleccion por
pedigri. En el ganado cebu de se han obtenidos valores de heredabilidad con rangos entre
0,11 - 0,67 (Plasse, 1978). Igualmente, Ossa et al. (2005) obtuvieron en la raza Criollo
Romosinuano heredabilidades entre 0,17 y 0,25; mientras que, otros estudios de ganado
criollos Blanco Orejinegro y Sanmartinero reportaron rangos entre 0,24 y 0,85 (Martinez et
al., 1996).

Los resultados de esta investigacion demuestran que existen suficientes diferencias

aditivas para responder a la seleccion en cualquier etapa del crecimiento animal en estas
poblaciones y aprovechar el potencial genético de esta raza de ser mejorada y conservada.
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Tabla 1. Componentes de (Co) varianza y heredabilidad estimados para el peso al nacer
en becerros de la raza Criollo Limonero

w Peso al Nacer
(Co) varianza

o,’ Varianza genética aditiva directa 3,47
o,’ Varianza genética aditiva materna 0,59
Cum Covarianza efecto directa- materno 0,98
o,? Varianza ambiental 15,37
o-p2 Varianza fenotipica. 20,41
h?,Heredabilidad Directa 0,17
h?m Heredabilidad Materna 0,029
h?t Heredabilidad total 0,26

h?t = Heredabilidad Total (, 2+ 0,5 x o2+ 1,6x gavm)

2

O

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

e Aranguren-Méndez, J., Bravo, R.R., Villasmil O.Y., Chirinos de F. , Z., Romero, J. y Soto, E.
2006. Revista Cientifica, FCV-LUZ. Vol. XVI, N° 1, 55-61. e Bracho, |l., Contreras, G., Pirela,
M., Zambrano, Z. 2002. La raza Criollo Limonero: Una realidad para la ganaderia de doble
proposito. CGS(Eds). Ediciones Astro Data. 11-39. e Dominguez-Viveros, J., Nufiez-
Dominguez, R., Ramirez-Valverde, R., Ruiz-Flores, A. 2003. Agrociencia 37: 323-335. e
Ferraz, B.S., Esler, J.P., Ribeiro, P.M.T. 2000. Livestock Research for Rural Development
12 (2). hitp://www.cipav.org.co/lrrd/Irrd12/2/ferr122a.htm. e Groeneveld, E., Garcia-Cortés,
A. 1998. VCE 4.0. 6th World Congress on Genetics Applied to Livestock Production.
Armidale, Australia. ¢ Martinez, C., Frahman, R., Buchanan, D.. 1994. Rev. ICA. 29:135-164.
e Martinez, G., Petrocinio, J., Herrera. P. 1998. Rev. Fac. Agron. (LUZ). 1998, 15: 446-454.
Martinez, C., Gonzalez, F., Huertas, R. 1996. 3er Congreso Iberoamericano de razas
autéctonas vy criollas. Santafé de Bogota. p.490-500. e Ossa, S.G., Suarez, T. M., Pérez, G.
J. 2005. Rev. MVZ Coérdoba. 10:(1), 564-572. e Plasse, D. 1978. World Review of Animal
Production. 14 (4):29 p. e Statistical Analysis System Institute (SAS). 2001. Version 8.01. Ed,
Cary, SAS Institute Inc.

-527 -



ITEA (2007), Vol. Extra N.° 28. Tomo II, 528-530

UTILIZACION DE RAZAS OVINAS DE CARNE PARA MEJORAR LA PRODUCTIVIDAD
DE LOS REBANOS DEL NORESTE DE PATAGONIA.
Alvarez, J. M.", Garcia Vinent, J. C.", Giorgetti, H. D.2, Rodriguez, G.? Rodriguez Iglesias,
R.2 Baselga, M.*

" EEA Valle Inferior-Convenio INTA provincia de Rio Negro. ? Chacra Experimental
Patagones, MAAyP provincia de Buenos Aires. ® Departamento de Agronomia. Universidad
Nacional del Sur. * Departamento de Ciencia Animal. Universidad Politécnica de Valencia.

malvarez@correo.inta.gov.ar

INTRODUCCION

La produccién de carne en las explotaciones ovinas de la Patagonia ha sido variable y no se
ha adaptado a la demanda de los consumidores (Mifi6on et al., 2000). Esto implica, entre
otras cosas, reconvertir los sistemas actuales de produccién, aumentar el peso y la calidad
de las canales de corderos. Las razas mas difundidas en la region, Merino y Corriedale, no
permiten lograr estos objetivos a corto plazo. La utilizacién de razas especializadas en
produccion de carne, en esquemas de cruzamientos terminales permitiria solucionar este
problema. Los estudios locales se han realizado sobre ovejas Merino, y los resultados no
han sido consistentes (Enrique et al.,1998; La Torraca et al., 1998). El objetivo de este
ensayo, fue estudiar la influencia de la raza del morueco sobre el crecimiento, terminacién
comercial y las caracteristicas de la canal de la progenie de ovejas Corriedale, en el noreste
de Patagonia.

MATERIAL Y METODOS

El ensayo se realiz6é durante los ciclos productivos 2002 y 2003 en el Campo Experimental
Patagones (40 ° 39’ S, 62 ° 54’ W, 40 msnm). Se utilizaron 240 ovejas adultas de la raza
Corriedale, que fueron estratificadas por peso y estado corporal y asignadas a cuatro razas
paternas: Corriedale (CO), Border Leicester (BL), lle de France (IF) y Texel (TX). La paricién
se extendio desde el 15/08 al 20/09. Al nacimiento, se identificaron los corderos, la madre, el
tipo de parto y la fecha. Se calculdé el peso ajustado y la ganancia diaria a los 90 dias
(destete). Las condiciones de terminacién comercial, se fijaron de acuerdo a los
requerimientos de los compradores locales de corderos livianos (peso minimo de 23 kg y
puntuacion de estado corporal superior a 2,5). Al destete, se faenaron todos los corderos
machos sin castrar registrandose el peso de la canal caliente. La conformacion, se evalud
utilizando los patrones vigentes en la Comunidad Econdémica Europea. Asimismo, se
realizaron mediciones objetivas de conformacién sobre la canal y se calcularon los indices
de compacidad de la pierna (ancho de grupa/largo de la pierna), compacidad de la canal
(peso /largo interno) y la relacion entre el ancho de térax y el largo interno de la res (Wr/L).
Se analizaron datos de 435 corderos nacidos, 390 destetados y 116 machos sacrificados.
Las variables continuas, se analizaron mediante modelos lineales que incluyeron efectos
fijos y aleatorios utilizando el programa PEST (Groeneveld y Kovac, 1990). La raza paterna,
afno de crianza, sexo y tipo de parto o crianza se trataron como efectos fijos. Los efectos
aleatorios, incluyeron el valor aditivo del animal y el efecto del ambiente permanente de la
madre. Las componentes de varianza, se estimaron mediante REML. La comparacion de
medias se realizO mediante contrastes de hipotesis utilizando un estadistico F. Para los
caracteres de la canal se incorporé la edad del animal como covariable. El analisis de
sobrevida y terminacion comercial, se realizé ajustando un modelo lineal generalizado,
asumiendo distribucion binomial del término del error experimental y utilizando funcion de
ligamiento logit. Para comparar las proporciones, se utilizé la prueba de Chi-cuadrado de
Pearson con la correccion de continuidad de Yates.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento y terminacion comercial: La interaccién tipo de parto-sexo resultd
significativa para peso al nacimiento (p<0,05). En los partos simples, los corderos machos
presentaron un peso superior al de las hembras (5,31 + 0,09 vs. 4,83 + 0,09 kg; p<0,05)
mientras que no hubo diferencias en los partos dobles. Al destete los machos fueron mas
pesados que las hembras (p<0,05); mientras que éstas presentaron mayor condicion
corporal a los 90 dias (p<0,05; Tabla 1). En este sentido, se ha mencionado una mayor
actividad lipogénica y tamafio de los adipositos en corderas (Mendizabal et al., 1997). Para
terminacién comercial, resultd significativa la interacciéon lactancia-sexo (p<0,05). Un
porcentaje significativamente mayor de machos, alcanzé la terminacidon comercial en
lactancias simples (82 % vs 62 %), pero no en lactancias dobles (41 % vs 43 %).

Tabla 1. Medias minimo cuadraticas del sexo de los corderos para caracteres de crecimiento
y terminacién comercial.

Sexo Sobrevida Ganancia diaria Peso 90 | Condicién |Edad a
(%) predestete (kg dia™) | dias (kg) | corporal |terminacién (dias)
Hembras 88,8 ° 0,206 ® 21,74 ° 28°2 77°2
Machos 88,9 ° 0,214° 23,02° 2,6° 75°

Letras diferentes por columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Las razas de carne, no aumentaron el peso al nacimiento ni la sobrevida (p>0,05). Los
animales cruza, resultaron mas pesados al destete y un mayor porcentaje alcanzo la
terminacién comercial (p<0,05) en menor tiempo (Tabla 2). La menor velocidad de
crecimiento de los corderos cruza TX respecto del resto de las cruzas, se deberia a la
muestra de padres utilizada. Estos provienen de rebafios cuyos padres fundadores,
importados desde Uruguay, han sido seleccionados por conformacién y menos por
velocidad de crecimiento (Bianchi et al., 1999). Los corderos cruza, alcanzaron la
terminacién en menor tiempo que los CO (p<0,05). Este aspecto, es particularmente
importante en los sistemas extensivos del noreste de Patagonia. Luego del destete, se
produce una marcada disminucién del crecimiento y calidad de las pasturas, en
consecuencia, los corderos pierden estado corporal.

Tabla 2. Medias minimo cuadraticas de la raza paterna para caracteres de crecimiento y
terminacién comercial.

Raza Peso al Sobrevida | Ganancia diaria | Peso 90 Condicion Terminacion Edad a
paterna | nacimiento (%) predestete dias (kg) corporal comercial (%) | terminacion
(kg) (kg dia™) (dias)
CO 4,67 ° 89,00 °® 0,193 ° 21,25° 2,6° 46,50 ® 81°?
BL 4,64° 92,00° 0,217™ | 2351°[ 26 68,20° 74°
IF 4,71° 90,50 2 0,225 ° 24,06° [ 29° 72,70° 73°
TX 4,76° 94,30 ° 0,205* | 23,00°] 28" 60,70 ° 76 %

Letras diferentes por columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Caracteristicas de la canal: A edad constante, los corderos TX x CO presentaron mayor
rendimiento (p<0,05). Esto explica, que si bien no se diferenciaran in vivo de los corderos
puros, las canales resultaran mas pesadas (Tabla 3). El mayor rendimiento de los corderos
cruza TX ha sido ampliamente documentado (Kremer et al., 2004, Wolf et al., 1980). Los
corderos cruza presentaron piernas y canales mas compactas (p<0,05), proporcionalmente
mas anchas que CO (p<0,5). Existe evidencia experimental, que soporta la traduccién de
estos resultados en mayor proporcion de cortes valiosos (Tatum et al., 1998).
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Tabla 3. Medias minimo cuadraticas de la raza paterna para caracteristicas de la canal.

Raza paterna Peso de la Rendimien Compacidad de Compacidad de la Wr/L
canal (kg) to pierna canal

CcO 10,612 [0,4241°2 0,988 2 0,200 @ 0,346 2

BL 1217° 10,4216 2 1,031° 0,220 ° 0,355 ®

IF 11,83° [0,4322% 1,034 ° 0,223° 0,374 °

TX 11,65° [0,4481° 1,025° 0,220° 0,366 °°

Letras diferentes por columna indican diferencia significativa (p<0,05).

Estas diferencias, se reflejaron en la clasificacion de las canales en categorias de
conformacion (Tabla 4). Mientras que las canales de corderos hijos de padres BL e IF se
concentraron en categorias superiores de conformacién (p<0,05), lo opuesto ocurri6 con las
canales CO y TX x CO (p<0,05). En cuanto al engrasamiento, se destaco la cruza BL x CO,
con mayor proporcién de canales en la categoria 4 (p<0,05). La diferencia entre el
comportamiento de IF y TX, coincide con lo reportado por Wolf et al. (1980), quienes
encontraron que a peso constante los corderos cruza IF presentaban mayor espesor de
grasa dorsal que TX.

Tabla 4. Distribucién de la conformacién y engrasamiento segun la raza paterna.

Conformacion Engrasamiento
Raza paterna |E U R 0 P 2 3 4
CcO 72 11°2 392 36° 72 7® 75° 18°
BL 43 46° 50 2 0° 0°? 0° 38° 62°
IF 92 51° 292 g 32 g 512 40
X 14° |18° 47° 21> Jo°® 18° 54  |28°

Letras diferentes por columna indican diferencia significativa (p<0,05).

Los resultados expuestos, indican que los cruzamientos mejoran el crecimiento y peso al
destete de los corderos (8,2 a 13,2 %). Esto produjo diferencias relevantes en la proporciéon
de animales que alcanzaron las condiciones minimas de comercializacion. Esta variable,
registré6 aumentos del 30,5 al 56,5 % en las cruzas. Los corderos cruza presentaron canales
mas compactas y consecuentemente fueron mejor clasificadas por conformacion. Se
concluye que la utilizacién de razas de carne en cruzamientos terminales, permitiria
incrementar la productividad de los rebafios locales.
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INTRODUCCION

La utilizacion de marcadores genéticos altamente polimérficos como los
microsatélites se ha generalizado en estudios de diversidad genética y de estructura
genética poblacional. El conocimiento de como la variacién genética esta partida entre
poblaciones puede tener importantes implicaciones en la biologia evolutiva, en la ecologia y
en el desarrollo de estrategias de conservacion.

Las estimaciones convencionales de diferenciacion genética entre poblaciones - Fgr
de Wright (1951) y/o su andlogo Rsr de Slatkin (1995) - son muy dependientes de las
diferentes estrategias de muestreo (espacial o temporal) adoptadas, ignorando si la muestra
esta estratificada por reciente mestizaje, migracion o hibridacion (Balloux y Lougon-Moulin,
2002). Por otra parte, los métodos basados en distancias genéticas agrupan a los individuos
en arboles filogenéticos, considerando los individuos como unidades taxondmicas operativas
(Bowcock et al., 1994). Estos métodos han sido muy utilizados ya que son faciles de aplicar
e intuitivos. Sin embargo, los clusters identificados pueden ser muy dependientes tanto del
método de estima de la distancia utilizado, como de la representacién grafica elegida.
Ademas, evaluar el significado estadistico de los clusters, que deben ser identificados
visualmente, puede ser problematico (Pritchard et al., 2000).

El reciente desarrollo de metodologias bayesianas (Pritchard et al., 2000; Falush et
al., 2003) ha proporcionado la capacidad de inferir estructura de los datos por la presencia
de desequilibrios de HWE y/o de ligamiento, asumiendo que el genotipo de cada individuo
es una mezcla al azar de un nimero de poblaciones diferentes. La poblacion muestreada es
subdividida en las diferentes subpoblaciones (tantas como sea posible) que efectivamente
agrupen los individuos, y en las que no existan desequilibrios o sean minimos.

En este trabajo se pretende caracterizar, mediante métodos bayesianos, la estructura
genética poblacional de la raza bovina Blanca Cacerefia con objeto de adoptar las
estrategias de conservacién mas adecuadas en el Plan de Conservacion de la raza.

MATERIAL Y METODOS

Hemos utilizado muestras de sangre de 246 animales (67 &'y 179 Q) de raza Blanca
Cacerefia, procedentes de las cinco ganaderias que constituyeron el actual nucleo de
conservacion y de seis ganaderias comerciales, y de los que se tenia evidencia molecular
de su pureza racial. EI ADN fue extraido utilizando el kit Perfect gDNA Blood Mini
(Eppendorf AG). Todos los animales se genotiparon con los 20 loci microsatélites (Tabla 1)
que fueron mas polimérficos en los estudios de variabilidad genética realizados en la raza.
Los microsatélites se amplificaron en reacciones de PCR mudltiplex y los amplicones
marcados fluorescentemente se separaron por electroforesis capilar en un analizador
genético ABl PRISM 3130 (Applied Biosystems, USA) y se analizaron mediante
GeneMapper®3.7.

Las estimaciones del numero de alelos por locus, heterocigosidad observada y
esperada, y los estadisticos F se estimaron mediante el programa GENETIX 4.05.2 (Belkir et
al., 2001). La estructura poblacional fue examinada utilizando el programa STRUCTURE 2.1
(Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003) sin informacién previa poblacional (suponiendo
que todas las muestras pertenecen a una Unica poblaciéon), usando 100.000 replicaciones
MCMC, después de descartar un periodo de 10.000, para alcanzar la estacionalidad de la
cadena. Dado que la estima del nimero de subpoblaciones (K) con STRUCTURE, puede
depender del modelo utilizado (Falush et al., 2003), hemos corrido varias simulaciones bajo
el modelo con mestizaje (con igual y diferente grado de mestizaje, o, para cada poblacion) y
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con los modelos de frecuencias alélicas no correlacionadas y correlacionadas (Modelo F)
entre las poblaciones. Los valores previos de K se fijaron entre 1 — 6, y se compararon los
Ln de la probabilidad de los datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestran el n°® de alelos (NA), la heterocigosidad esperada (He) y
observada (Ho) y el déficit de heterocigotos (Fis) de cada locus analizado en la raza.

Locus |NA He Ho Fis Locus | NA He Ho Fis
MM12 7 |0,7244 |0,7286 |-0,006 |INRA023| 4 | 0,5213 |0,5897|-0,132
HAUT27| 5 | 0,7164 | 0,8115|-0,133 | TGLAS53| 8 | 0,4633 |0,4274| 0,078
HELS 5 10,6945 | 0,6955 |-0,001 | ETH185| 3 | 0,5287 |0,6098| 0,154
CSSM66| 8 | 0,6791 |0,7276 |-0,072 |BM2113 | 4 | 0,4477 |0,4735|-0,058
INRAO032| 7 | 0,6703 | 0,7073|-0,055 [INRA063| 4 | 0,439 | 0,449 |-0,023
ETH3 5 10,6812 | 0,6955 |-0,021 |INRAOO5| 3 | 0,501 |0,5066|-0,011
TGLA122| 5 | 0,6694 | 0,7231|-0,080 TGLA227| 4 | 0,4435 |0,4468|-0,008
HAUT24| 5 | 0,6517 | 0,7059 |-0,083 [INRA037| 4 | 0,4431 |0,3934|-0,112
BM1818 | 3 | 0,6528 | 0,6157 | 0,057 |BM1824 | 4 | 0,4022 |0,4303| -0,07
HEL9 6 | 0,6238 | 0,6531 |-0,047 | ETH152| 5 | 0,4445 |0,5188|-0,168
Tabla 1. Numero de alelos (NA), heterocigosidades esperada (He) y observada (Ho) y
el déficit de heterocigotos (F;s) de cada locus analizado en la raza Blanca Cacerefa.

En los 246 animales de pura raza analizados hemos encontrado un total de 99 alelos
con los 20 loci microsatélites analizados. El n° de alelos por locus varié de 3 — 8, con una
media de 4,95 + 0,34 alelos por locus. Las heterocigosis medias esperada y observada
fueron de 0,595 + 0,025 y 0,570 + 0,026, respectivamente. El déficit medio de heterocigotos
en la poblacion total fue de -0,045 + 0,017.

En la Tabla 2 se presenta el resumen de las simulaciones realizadas para inferir el
numero de subpoblaciones (K) existentes en la raza. Hemos obtenido los mismos resultados
en cada uno de los modelos utilizados, las probabilidades de los datos [Ln P(D)] aumentaron
hasta K = 5, estimandose 5 subpoblaciones en la raza Blanca Cacerenia.

MODELOS
Frecuencias No correlacionadas Frecuencias correlacionadas. El “Modelo F”
idéntico o en todas | o Individual para cada | idéntico o en todas las | o Individual para cada
las poblaciones poblacién poblaciones poblacion
K |Ln P(D) [Var[LnP(D)]| Ln P(D) |Var[LnP(D)]| Ln P(D) |Var[LnP(D)]| LnP(D) |Var[LnP(D)]
1 1-9842.0 394 -9841.9 39.3 -9843.2 40.5 -9843.0 40.3
2 |-9603.5 242.2 -9632.1 270.3 -9588.3 223.3 -9586.4 218.3
3 [-9410.5 385.3 -9518.8 536.3 -9402.1 365.1 -9412.3 3794
4 |-9370.2 632.7 -9445.0 726.9 -9334.8 564.2 -9344.9 463.8
5 |-9228.8 656.3 -9391.9 904.6 -9276.7 615.6 -9297.7 689.2
6 |-9252.0 877.9 -9549.4 1410.2 -9341.9 985.9 -9332.8 839.2

Tabla 2. Inferencia del nimero de subpoblaciones (K) existentes en la raza Blanca Cacerefia con
los modelos de frecuencias correlacionadas y no correlacionadas, con iguales y diferentes grados
de mestizaje (a) estimados con el programa STRUCTURE.

El valor de K puede estar sobreestimado por la presencia de alelos nulos, por la existencia
de parentesco criptico o por una alta consanguinidad (Falush et al., 2003). En nuestro
estudio no hemos detectado alelos nulos en los analisis realizados con el programa Micro-
Checker v.2.3.3 (van Oosterhout et al., 2004). Ademas, el parentesco es suficientemente
conocido, ya que se realizan controles genealégicos desde hace décadas, y por ultimo el
nivel de consanguinidad estimado no es suficiente para justificar una sobreestimacion de K.
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En la Figura 1 se muestra la proporcion de afiliacion de cada genotipo a cada uno de
los 5 cluster encontrados en la poblacion BC analizada, ordenados dentro de cluster.
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La Tabla 3 muestra la proporcion de individuos de cada ganaderia asignados a cada
cluster. El superindice ™ muestra el nimero de individuos con una g, > 0,8 (% de
procedencia de cada genotipo individual en ese cluster).

Clusters Inferidos

Ganaderias Siglas | 1] 1l v \"/ n
CcC 0.084 [0.137 [0.048 [0.631™ [0.100 12

c o DX 0.060 [0.205™ [0.55077[0.138% [0.046 | 25
onservacionistas EC 0.084 [0.051 [0.084" [0.144™ [0.637%"| 42
EP 0.126 [0.074 [0.201™ ]0.4007[0.199® | 47

SR+P 0.066 |0.672"%]0.105 [0.073 _[0.083™ | 28

Comerciales ML+BC+FS+00.487®[0.249 [0.070 [0.061 [0.133 | 23
ON 0.289”]0.106  [0.158 [0.225" [0.222® [ 69

Tabla 3. Total 45 44 43 55 59 [246

Estos resultados indican que existe una tendencia de agrupacion de los animales
segun la ganaderia de procedencia. En 4 de los 5 cluster se agrupan los animales
procedentes de las ganaderias conservacionistas. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Parejo et al. (2002) con analisis RAPD en esta raza, y a los de Rosenberg et
al. (2002) en humanos. El modelo F asume que las K poblaciones representadas en la
muestra divergieron desde una poblacion ancestral comun, y experimentaron diferentes
cantidades de deriva. Las ganaderias actuales proceden en su mayor parte de una unica
poblacién que en los afios 70 constituy6 el nacleo de conservacion (Calero et al., 2000), y en
las que ha existido cierto grado de aislamiento reproductivo y escaso flujo genético entre las
ganaderias.

Estos métodos ademas de inferir estructura poblacional, permiten conocer la
ascendencia de los individuos y su grado de mestizaje lo que nos permitira planificar
adecuadamente los apareamientos de la siguiente generacion para el mantenimiento de la
variabilidad genética.
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INTRODUCCION

Entre las razas bovinas espafiolas, la Blanca Cacerefa es quizas la mas amenazada
de extincion. Esta localizada en el S.O. de Espaia. La disminucion del censo de esta raza,
como la de otras razas locales europeas, se ha producido paulatinamente en la segunda
mitad del siglo XX, como consecuencia de la expansion de otras razas altamente
seleccionadas e intensivamente gestionadas. En 1979 fue declarada como raza de especial
proteccion por el Ministerio de Agricultura. Desde entonces criadores y organizaciones
publicas han trabajado, con mayor o menor éxito, para conservar y recupera esta raza. Todo
esto junto a los analisis genéticos moleculares realizados (Parejo et al., 2002) ha permitido
el disefio de un plan coordinado de conservacién de la raza, en el que la gestion de la
conservacion se realiza tanto en un nlcleo de conservacion como en ganaderias
comerciales (Calero et al, 2000). Aunque existe un estricto control geneal6gico en el nucleo
de conservacion, en las ganaderias comerciales dedicadas a la produccién de carne se
conoce la practica ganadera de cruzar hembras de esta raza con sementales de razas
carnicas precoces, principalmente la raza Charolesa, para obtener hibridos con buenos
rendimientos. El conocimiento de la influencia genética de la raza Charolesa en los rebafios
actuales y la identificacion de los hibridos en la raza son necesarios para la gestién del Plan
de Conservacion.

La utilizacibn de marcadores genéticos altamente polimoérficos como los
microsatélites son una herramienta fiable y frecuentemente utilizada para la estimacioén de la
diversidad genética y de la estructura genética poblacional, parametros poblacionales
necesarios para la gestion de la conservacion en poblaciones de animales silvestres y
domésticos. Normalmente, los microsatélites son suficientemente variables como para
permitir la identificacién inequivoca de todos los individuos muestreados en una poblacién.
Se han desarrollado varios métodos que emplean genotipos multilocus para seleccionar o
excluir poblaciones como origen de los individuos y para inferir estructura poblacional. Estos
métodos incluyen una variedad de procedimientos de asignacién de maxima verosimilitud
(Paetkau et al., 1995, Rannala y Mountain, 1997, Cornuet et al., 1999) y de modelos de
agrupamiento bayesianos (Pritchard et al., 2000, Falush et al., 2003, Wilson y Rannala,
2003). En este estudio hemos utilizado 30 loci microsatélites para identificar los animales de
raza pura y contribuir con ello al manejo del Plan de Conservacion de la raza.

MATERIAL Y METODOS

Poblaciones de referencia: Hemos utilizado muestras de sangre completa de 112
animales (34 &'y 78 Q) de raza Blanca Cacerefia (BC), 60 animales (30 &'y 30 Q) de raza
Charolesa (CH) y 60 animales (31 &'y 29 Q) de la raza Retinta (RE). Las muestras fueron
recogidas de animales no emparentados e inscritos en los Libros de Registro de cada raza.
La poblacion de referencia de BC estuvo constituida por animales de raza pura (con
genealogia conocida), procedentes de las cinco ganaderias que constituyeron el actual
nucleo de conservacién. Se utilizaron 68 animales sin genealogia conocida procedentes de
6 ganaderias comerciales para los analisis de asignacion a raza e identificaciéon de hibridos.

El ADN gendmico de cada animal fue extraido utilizando el kit Perfect gDNA Blood
Mini (Eppendorf AG). Todos los animales fueron genotipados con los 30 loci microsatélites
recomendados por la FAO para los estudios de diversidad genética
(http://www.projects.roslin.ac.uk/cdiv/markers.html). Los 30 microsatélites se amplificaron
solos 0 en reacciones multiplex (3 -10 loci co-amplificaban) en 6 reacciones de PCR
independientes. Los productos de PCR marcados fluorescentemente se separaron por
electroforesis capilar en un analizador genético ABlI PRISM 3130 (Applied Biosystems, USA)
y se analizaron mediante GeneMapper®. Para estandarizar los resultados se han utilizado
seis muestras de ADN de referencia, Holstein, Ayrshire, Limousin, Charolais, Aberdeen
Angus y Piedmontese del Roslin Institute (Edimburgo).
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Las estimaciones del n° de alelos por locus, heterocigosidad observada y esperada,
los estadisticos F y el analisis factorial de correspondencias se estimaron mediante el
programa GENETIX 4.05.2 (Belkir et al., 2001). Las diferencias entre medias se estimaron
con el paquete estadistico STATGRAPHICS Centuriéon XV. El equilibrio Hardy-Weimberg se
comput6 mediante test exacto con el programa GENEPOP 3.4 (Raymond y Rousset, 1995).

Hemos utilizado el programa STRUCTURE 2.1 (Pritchard et al., 2000; Falush et al.,
2003) para inferir la estructura poblacional y asignar los animales a la poblaciébn mas
probable, bajo el modelo con mestizaje y frecuencias alélicas correlacionadas. Para estimar
la probabilidad de que un individuo pertenezca a cada poblacion de referencia hemos
utilizado el algoritmo de re-muestreo Monte Carlo de Paetkau et al., (2004) con 10000
individuos simulados, utilizando el criterio de asignacion de Rannala y Mountain (1997),
disponibles en el programa GeneClass v.2.0.f. (Piry et al., 2004, Baudouin et al., 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION
Se han detectado un total de 223 alelos en los 30 loci microsatélites y poblaciones de
referencia analizadas. Los valores de variabilidad genética encontrados en la raza BC fueron
significativamente menores que los observados para las tres razas analizadas (Tabla 1), y
similares a otras razas amenazadas, como la Mallorquina (Martin Burriel et al., 2003).

Raza MNA Ho + S.E. He + S.E. Fis PA
Blanca Cacerefia (BC) |3,53 +0,218% | 0,512 + 0,045 | 0,452 + 0,038° -0,132| 7
Charolais (CH) 5,97 +0,385° | 0,660 +0,032° | 0,664 + 0,030° 0,006| 36
Retinto (RE) 5,77 £0,341° | 0,652 £ 0,029° | 0,656 + 0,027° 0,006| 25
Total 7,43+0,400 | 0,586 +0,031 | 0,656 + 0,027 -0,048

Tabla 1. Numero medio de alelos por locus (MNA), heterocigosidades medias observada
(Ho) y esperada (H,), déficit de heterocigotos (Fis), y el n° de alelos privados de cada raza,
observados con 30 loci microsatélites en las tres razas analizadas. Los superindices indican
diferencias (P < 0.05) entre los valores medios.

Las estimaciones de los estadisticos F para todos los loci y poblaciones, mostraron
valores de diferenciaciéon racial (Fst = 0.213) mayores que los obtenidos en otras razas
europeas (8-11%) (MacHugh et al, 1998; Kantanen et al., 2000; Café6n et al., 2001).En
promedio, las razas tuvieron un - 4,8 % de exceso de heterocigotos (F;s), mientras que la
poblacién total alcanz6 el 17,5% (Fir). La mayor diferenciacion genética se encontr6 entre la
raza BC y las otras razas. No se encontraron loci microsatélites en desequilibrio H-W en las
tres razas a la vez.

El analisis factorial de correspondencias reveld una clara separacién de las tres
razas. Hemos obtenido resultados similares en los analisis realizados con STRUCTURE, sin
utilizar informacién previa poblacional, asumiendo que las poblaciones de referencia de las
razas constituian una Unica e hipotética poblacién. Las muestras se han agrupado en tres
“clusters” genéticos distintos (K = 3), cada uno correspondiente a una raza (Figura 1A).

La asignaciéon racial de los 68 individuos BC sin genealogia conocida y la
identificacion de los hibridos se realiz6 con STRUCTURE, con dos aproximaciones
modélicas: sin y con informacion poblacional previa. En el primer caso, los animales de cada
raza son asignados a los clusters 1, 2 6 3, estimando la probabilidad (g;) de que cada
genotipo pertenezca a cada uno de los tres clusters. En el segundo caso, asumimos que los
individuos proceden de una de las tres razas predefinidas, y structure asigna los individuos y
estima la probabilidad de que cada individuo tenga un ancestro en los otros grupos, tanto en
la generacion muestreada como en la 1?2 y 22 generaciones anteriores. En ambas
aproximaciones modélicas se han obtenido los mismos resultados. En 31 de los 68 animales
sin genealogia conocida las probabilidades de afiliacion a la raza BC eran g4 < 0.86. El resto
de los animales BC se agruparon en el cluster 1 con una proporcion de afiliacién g; > 0.99.
Los hibridos interraciales se identifican en la fig. 1B. Estos resultados han sido confirmados,
ademas, por el método de computaciéon de probabilidades de Paetkau et al. (2004), ya que
con excepcion de los 31 animales hibridos, el resto de los animales fueron excluidos de las
razas de las que no procedian y asignados a su verdadera poblacién de origen.

En el segundo modelo “con informacion poblacional” se ha inferido la ascendencia de
los 31 hibridos. La mayor parte de ellos fueron hibridos BC-CH. Asi, 2 animales mostraron
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una probabilidad q, > 0.98 (Cluster 2) de ser migrantes de la raza CH (hibridos con varias
generaciones de retrocruzamiento); 7 animales tuvieron ascendencia significativa en la
primera generaciéon pasada (un padre) y 14 en la segunda generacién (un abuelo) de raza
Charolesa (g, = 0.897). Excepto 1 animal que tuvo un abuelo en el cluster 3 (RE, g3 = 1), el
resto tuvieron ancestros en las segundas generaciones de los cluster 2 y 3 (4 animales) o de
los cluster 1, 2 y 3 (3 animales).
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Figura 1. Resumen de los resultados de agrupamiento asumiendo tres razas. Cada
punto muestra la proporcién individual de afiliacion (q;) de las muestras. Los Clusters 1 a
3 representan los genotipos BC, CH y RE, respectivamente. Los genotipos mestizos se
representan intermedios entre los clusters. A) Poblaciones de referencia. B)
Agrupamiento obtenido al incluir los 68 animales BC a asignar (N = 180).

En los ultimos afios se esta generalizando la utilizacién de los métodos bayesianos
para la deteccion de hibridos en animales domésticos (Freeman et al. 2005; Carfioén et al.
2006; Garcia et al. 2006). Nuestros resultados permiten identificar los animales de la raza
BC y los animales hibridos, confirmando la existencia de cruzamientos con una raza carnica
mejorante, como es la raza Charolesa. Esta identificaciébn constituye una de las fases
primordiales en el manejo y gestion del plan de conservacion, ya que permitira preservar el
acervo genético que la caracteriza y evitar la sustituciébn con otras razas foraneas, y puede
proporcionar una valoracion genética objetiva que facilite las decisiones para la concesion
de ayudas a la cria en pureza (Decreto 34/97, Junta de Extremadura)
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VARIABILIDAD EN LA REGION CODIFICANTE DEL GEN PRNP DE LA RAZA OVINA
CRIOLLA NEGRA “CHILOTA”
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INTRODUCCION

El gen PRNP, situado en el cromosoma 13 ovino (Castiglioni et al., 1998) es un gen de copia
Unica que codifica la proteina priénica PrP. Esta proteina tiene la cualidad de poder plegarse
de manera errénea, dando lugar a una glicoforma anormal y patégena, denominada PrP*e,
cuyo cumulo en el tejido nervioso provoca la encefalopatia espongiforme conocida con el
nombre de tembladera o scrapie (Baylis y Goldmann, 2004).

El gen pridnico ovino tiene un tamafio de 31 kb, tres exones y dos intrones, estando la
region codificante ORF en el ultimo de los exones (Comincini et al., 2000). Esta region tiene
una longitud de 771 pares de bases y muestra una elevada variabilidad, habiéndose
encontrado hasta el momento 42 mutaciones, de las cuales 4 son silentes, en 32 codones.

En el ganado ovino, se ha demostrado la influencia del gen PRNP sobre el desarrollo del
scrapie (Goldmann, 1993). Aunque por el momento son unicamente tres los codones (136,
154 y 171) que parecen mostrar influencia sobre la susceptibilidad a esta patologia, la
aparicion de nuevas mutaciones con efectos sobre el tiempo de incubacién, asi como sobre
la facilidad de conversion de la proteina fisiolégica a patdégena, obligan a ampliar el estudio
de la variabilidad en esta region.

La raza ovina criolla negra Chilota, tiene su origen en un reducido grupo de ejemplares
ovinos ibéricos, introducidos por los espafioles en 1568, en el archipiélago de Chiloé
(formado por unas 40 islas ubicadas en el extremo sur de Chile, entre los paralelos 41°44’ y
43°17' De latitud sur). El censo actual se cifra en unos 40.000 ejemplares aislados
reproductivamente. Los factores climaticos, geograficos y antropolégicos han definido un
tipo de animal pequefio, de lineas rectas, de variada policromia de lana, miembros y cara
cubierta y apreciable rusticidad, marcada especialmente por gran resistencia podal a la
humedad y tolerancia a parasitos gastrointestinales. En Chile no se ha diagnosticado scrapie
hasta el momento. Nuestro objetivo ha sido identificar la variabilidad del gen PRNP en una
oveja, la chilota, originada de ovinos ibéricos sin identificar y desarrollada en un ambiente
exento de scrapie y aislada reproductivamente.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién de este estudio se utilizaron un total de 34 muestras de sangre de
animales de la raza Chilota, procedentes de diferentes rebanos localizados en la isla de
Chiloé (la mayor del archipiélago). Una vez aislado el ADN mediante procedimientos
estandar, se amplific6 un fragmento de 989 pb que contenia las 771 pb de la regién
codificante del gen PRNP. Para ello se utilizé la siguiente pareja de cebadores: EllI-ORF-up
(5-AACTTTGTCCTTAGAGGAGAAAGAG-3') y EllI-ORF-dn (5-ATGAAAACAGGAAGGTTGCC-3)),
disefiada a partir de la secuencia del gen PRNP tomada de la base de datos GeneBank
(U67922). Tras la comprobacion de la reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa, se purifico el producto de PCR y se secuencié en sus dos cadenas, utilizando el kit
BigDye Terminators v.3.1 (Applied Biosystem), en un secuenciador automatico ABI3130.
Una vez obtenidos los electroferogramas, se analizaron utilizando el software “Sequencing
Analysis 5.2” y “SeqScape 2.5” de Applied Biosystem. Con objeto de obtener una mayor
calidad de resultados, Unicamente se han analizado secuencias con alto indice de calidad
(QV>20) en las dos cadenas del producto amplificado.

Trabajo financiado el Ministerio de Educacion y Ciencia (EET2003-00079)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Polimorfismos en los codones 136, 154 y 171: en la poblacién de 34 ovejas Chilota, se han
encontrado 4 de los 5 haplotipos considerados basicos en la susceptibilidad al scrapie
(ARQ, ARR, AHQ y VRQ), no apareciendo el alelo ARH. Como se puede apreciar en la
Tabla 1, el alelo salvaje ARQ fue el mas frecuente (69,11%), seguido del alelo resistente
ARR (26,48%). Unicamente se localizaron 2 animales heterocigotos para el alelo AHQ y uno
para el haplotipo susceptible VRQ.

Respecto a los genotipos, la forma ARQ/ARQ fue la mas frecuente. La frecuencia del
genotipo resistente ARR/ARR fue del 23,53%, pudiéndose considerar alta en una poblacién
sin incidencia de scrapie (en las razas espafolas la frecuencia de este genotipo ronda el
6%). Los otros 3 genotipos (VRQ/ARR, AHQ/ARQ y AHQ/ARR) aparecieron en un solo
animal.

Haplotipo Frecuencia (%) Genotipo Frecuencia (%)
ARQ 69,11 ARQ/ARQ 67,65
ARR 26,48 ARR/ARR 23,53
AHQ 2,94 AHQ/ARR 2,94
VRQ 1,47 AHQ/ARQ 2,94
ARH 0 VRQ/ARR 2,94

Tabla 1.- Frecuencias haplotipicas y genotipicas para los codones 136, 154 y 171 del gen PRNP
obtenidas en nuestra poblacién ovina Chilota.

En cuanto a las frecuencias alélicas, responden a valores comparables con los encontrados
en razas ibéricas, si bien la frecuencia de los alelos ARR y ARQ son ligeramente superiores
y el resto inferiores (Alvarez, 2007). Las frecuencias genotipicas, en desequilibrio Hardy-
Weinberg, responden claramente al efecto de la consanguinidad. La poblacion se formé a
partir de un pequefio niumero de animales, que no ha podido ser determinado, pero nunca
recibié nuevas aportaciones de animales.

Es de destacar el incremento que han sufrido las frecuencias de los alelos ARR (26,48%
frente a 24,78% en las razas espafiolas y 20,98% en las portuguesas) y ARQ (69,11% frente
a 65,68% en las razas espafolas y 67,29% en las portuguesas), aunque sea ligero. Las
diferencias en las frecuencias del resto de los alelos pueden ser debidas a los tamafios
muestrales, tanto de la poblacién de Chilotas como del resto de las razas (entre 9 y 20
muestras por raza). En ausencia de scrapie, el incremento de frecuencia de los dos alelos
ARR y ARQ, ¢ puede atribuirse unicamente a un efecto de deriva?

El gen PRNP produce una proteina que parece ser responsable de la aparicién de un
proceso patolégico grave. Sin embargo, es un gen que muestra una enorme variabilidad, de
forma que produce proteinas diferentes, algunas de las cuales presentan mayor facilidad
para cambiar a proteinas patéogenas (ARQ) y otras muestran mayor resistencia (ARR).
Parece logico que, en presencia de la enfermedad, se incremente la frecuencia de los alelos
que producen proteinas mas resistentes y en esto se ha basado la Comunidad Europea
para promover por primera vez una seleccion hacia un genotipo concreto. Pero, en ausencia
de la enfermedad, ambos alelos mantienen frecuencias altas.

La proteina PrP producida por el gen PRNP, ademas de estar implicada en el scrapie,
cumple diversas misiones fisiolégicas, entre las que podemos destacar su intervencion en:
procesos sinapticos (Brown, 2001), apoptosis (Thellung et al., 2000), funciones de activacion
y transporte (Reilly, 2000) y un largo etc. En todo caso, parece que la conversién de la PrP®
a PrP®¢, dirige a las células a la muerte por apoptosis. Es muy probable que la explicacién a
la enorme variabilidad que presenta este gen, a la evolucién de las frecuencias alélicas, a la
variabilidad alélica entre poblaciones y a otras muchas incognitas que continda suscitando
este tema, no se encuentre Unicamente en su relacion con el scrapie.
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Polimorfismos en toda la regidn codificante del gen PRNP: en la Tabla 2 se describen los
polimorfismos localizados en la region codificante del gen PRNP en la poblacion Chilota. El
numero total de polimorfismos fue de 9. Uno de ellos, el G145V, no esta descrito en la
literatura y se debié a una transversion g->t en la segunda base del codén 145, lo que
produjo el cambio del triplete GGC (glicina) a GTC (valina). De los 9 polimorfismos, 2
resultaron silentes en los codones 231 y 237, no produciendo cambio aminoacidico.

Codon Mutacion % Codon Mutacion %
Q101R CAG-CGG 2,94 R154H CGT-CAT 5,88
Q101 CAG 97,06 R154 CGT 94,12
M112T ATG-ACG 5,88 Q171R CAG-CGG 55,88
M112 ATG 94,12 Q171 CAG 20,59
A136V GCC-GTC 2,94 R171 CGG 23,53
A136 GCC 97.06 R231 AGG-CGG 17,64
L141F CTT-TTT 2,94 R231 AGG 82,36
L141 CTT 91,18 L237 CTC-CTG 17,64
F141 TTT 5.88 L237 CIC 82.36
G145V GGC-GTC 5,88

G145 GGC 94,12

A=alanina, F=fenilalanina, G=glicina, H=histidina, L=leucina, M=metionina, Q=glutamina, R=arginina,
T=treonina, V=valina

Tabla 2.- Lista de polimorfismos encontrados en la regién codificante del gen PRNP en nuestra
poblacion de 34 ovejas Chilota.

La variabilidad encontrada en la region codificante del gen PRNP en la oveja Chilota puede
considerarse elevada. Aunque el total de mutaciones descritas hasta ahora es de 42, en un
estudio realizado con 25 razas ibéricas (Alvarez, 2007), se identificaron un total de 15
puntos polimorficos. Todos los detectados en la oveja Chilota, salvo el anteriormente citado
correspondiente al codén 145, se han encontrado también en las razas ibéricas.

A modo de conclusién podriamos afirmar que la estructura del gen PRNP en la raza Chilota
se encuentra muy proxima al conjunto de razas ibéricas, que la frecuencia del alelo ARR es
alta y la del alelo VRQ es baja, a pesar de no haberse diagnosticado scrapie y que la
poblacién, a pesar de su aislamiento reproductivo, mantiene una alta variabilidad en este
gen.
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INTRODUCCION

El tamafio de camada es un caracter de considerable importancia econémica en conejo
(Armero y Blasco, 1992). Sin embargo, su seleccion ha tenido un éxito limitado, debido a su
baja heredabilidad (Blasco et al., 1993). Blasco et al. (1994) proponen la seleccion por
capacidad uterina como un método alternativo para mejorar el tamafio de camada en conejo
e inician un experimento de seleccion divergente por este caracter. Tras diez generaciones
de seleccion, Santacreu et al. (2005) encuentran una diferencia entre la linea de alta (H) y
de baja capacidad uterina (L) de 1.79 embriones a la implantacion y 2.35 gazapos al parto.
El menor desarrollo de los embriones observado por Mocé et al. (2004) en la linea L a las 72
horas de gestacion podria estar relacionado con la mayor mortalidad de esta linea a las 72
horas de gestacion (Mocé et al., 2004) y a la implantacién (Santacreu et al., 2005). Los
resultados de un analisis de segregacion compleja (Argente et al., 2003) sugerian como
probable la existencia de un gen mayor para el caracter capacidad uterina y para el nimero
de embriones implantados en esta poblacion. Las metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMPs) estan relacionadas con los procesos de proliferacion celular,
embriogénesis y angiogénesis que tienen lugar durante el desarrollo del embrion y su
implantaciéon. A su vez, la actividad enzimatica de las MMPs esta regulada por inhibidores
tisulares especificos (TIMPs). Uno de estos inhibidores tisulares (TIMP-1) parece tener un
papel importante en el desarrollo del embrién (Hwang et al., 2000). En el trabajo de Estellé
et al. (2006), realizado con conejos del experimento de seleccion divergente por capacidad
uterina (Argente et al., 1997), se observa una mayor expresion del gen TIMP1 en oviducto a
las 62 horas de gestacion en animales de la linea H en comparacion con la linea L.

El objetivo del presente trabajo es analizar el efecto del polimorfismo estudiado del gen
TIMP1 sobre el numero de embriones y su desarrollo a 48 y 72 horas de gestacion en una
poblacién de conejas F2 obtenidas del cruce reciproco de las lineas H y L. Este trabajo es
complementario a los presentados en estas jornadas por Garcia et al. (2007) y Peir6 et al.
(2007).

MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizé la misma poblacién de animales F2 que en los trabajos de Peir6 et al.
(2007) y Garcia et al. (2007).

Genotipado para el gen del TIMP1. Se realizaron extracciones de ADN gendmico a partir de
muestras de sangre siguiendo el protocolo del ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid PrepSation
(Applied Biosystems). Los animales fueron genotipados mediante pirosecuenciacion para el
SNP A/G identificado en el promotor del gen TIMP1 de conejo (Merchan et al, no
publicado).

Caracteres. Se recogieron los siguientes caracteres a 48 y 72 horas de gestacion: tasa de
ovulacién (TO); supervivencia embrionaria, estimada como el ndmero de embriones
recuperados normales utilizando la TO como covariable (SE); tasa de fecundacion, estimada
como el cociente de embriones recuperados respecto al total recuperado (oocitos y
embriones) multiplicado por 100 (TF); porcentaje de embriones en estado de inicio de
moérula (IM); porcentaje de embriones en estado de moérula compacta (MC), y porcentaje de
embriones en estado de blastocisto (B).

Analisis estadisticos. Los analisis se realizaron utilizando metodologia bayesiana. Los
modelos empleados para TO, TF, SE, IM, MC y B incluyeron los mismos efectos que los
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descritos en Peir6 et al. (2007), aunque en este caso el efecto del genotipo hace referencia
al gen TIMP1. Se usaron priors planos uniformes acotados para todos los parametros
desconocidos y se asumi6 que los datos se distribuian de forma normal. Las distribuciones
marginales posteriores de las variables analizadas fueron estimadas por Gibbs Sampling. Se
utilizé una cadena de 100,000 muestras descartando las primeras 20,000 (burning) y
salvando una de cada 10 muestras para evitar una alta correlacién. La convergencia fue
testada usando el criterio de Geweke.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se sacrificaron un total de 172 hembras a 48 horas de gestacion, de las cuales 73 eran
homocigotas AA y 11 homocigotas GG, y un total de 159 hembras a 72 horas de gestacion,
de las cuales 72 eran homocigotas AA y 7 homocigotas GG. La Tabla 1 muestra los
parametros de las distribuciones marginales posteriores de las diferencias entre el genotipo
AA (genotipo mas frecuente en la linea H) y GG (genotipo mas frecuente en la linea L) para
la tasa de ovulacion, la supervivencia y el desarrollo de los embriones a 48 y 72 horas de
gestacion. Estas distribuciones fueron aproximadamente normales. Los errores estandar de
Monte Carlo (MCse) fueron pequefios y el test de Geweke detectd la convergencia de todas
las cadenas. Una ventaja de las técnicas Bayesianas es la posibilidad de construir
facilmente cualquier clase de intervalo de confianza. De forma que podemos calcular la
probabilidad que la diferencia sea mayor de cero, y también la probabilidad que estas
diferencias sean econémicamente o biolégicamente relevante (Pr). En la Tabla 1 figuran las
cantidades que nosotros consideramos como diferencias relevantes.

Respecto a la TO, 1 évulo de diferencia entre las hembras del genotipo AA y GG puede
considerarse una diferencia relevante (b=1). La probabilidad que la TO sea mayor de 1 évulo
en el genotipo AA frente al genotipo GG es pequefia (P(D>b)=15%). Por lo que se puede
indicar que la diferencia estimada (D=0.38 6vulos, Tabla 1) es irrelevante. Tampoco los
genotipos AA y GG parecen diferir en TF, pues la probabilidad que la diferencia supere el
valor de relevancia establecido (b=8%) es cero. Estos resultados estarian de acuerdo con
los obtenido por Mocé et al. (2004), estos autores no encontraron diferencias en TO y TF en
las lineas parentales de alta y de baja capacidad uterina que dieron lugar a esta poblacion
F2.

En relacién a la SE y el desarrollo embrionario, se consideraron unas diferencias entre el
genotipo AA y GG de 0.25 embriones y 4% como diferencias relevantes respectivamente. A
las 48 horas de gestacion, los genotipos AA y GG no presentan diferencias relevantes para
SE ni para IM (D=-0.01 y -3.28%, respectivamente Tabla 1). Sin embargo a las 72 horas de
gestacion, la probabilidad que el genotipo AA tenga 0.25 embriones mas que el genotipo GG
es relativamente elevada (P(D>b)=83%, Tabla 1). Respecto al desarrollo embrionario, el
genotipo AA muestra un menor porcentaje de IM (D=-16.33%, P(D<-b)=86%) y un mayor
porcentaje de MC (19.85%, P(D>b)=87%, Tabla 1) que el genotipo GG. Un desarrollo
embrionario mas acelerado podria ser el responsable de la mayor supervivencia embrionaria
a las 72 horas de gestacion (0.88 embriones) y a la implantacion (2 embriones, segun
Merchan et al., datos no publicados) encontrada en el genotipo AA cuando se compara con
el genotipo GG, aunque estas diferencias desaparecen al parto (Merchan et al., datos no
publicados). Este resultado estaria de acuerdo con el mayor desarrollo y supervivencia de
los embriones observado por Mocé et al. (2004) a las 72 horas de gestacion en la linea H.

CONCLUSIONES
El polimorfismo estudiado para el gen TIMP1 parece tener un papel importante en el

desarrollo del embrién y su supervivencia a partir de las 72 horas de gestacion.
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Santacreu, M.A., Climent, A. Blasco, A. 2004 J. Anim. Sci. 82 : 68-73. ¢ Peiro, R., Merchan,
M., Santacreu, M.A. Argente, M.J. Garcia, M.L., Agea, |., Muela, R. Folch, J.M Blasco, A.
2007 ITEA e Santacreu, M.A., Mocé, M. L., Climent, A. Blasco, A. 2005 J. Anim. Sci. 83 :
2303-2307.

Tabla 1. Parametros de las distribuciones marginales posteriores de las diferencias entre el
genotipo AA y GG del gen TIMP1 para la tasa de ovulacion (TO), tasa de fecundacion (TF),
supervivencia embrionaria (SE), porcentaje de inicio de moérulas (IM) y porcentaje de
morulas compactas (MC).

D HPDgsos P(D>0) b Pr (%) P(D>b) Z
(%) (%) MCse
TO 0.38 -0.78, 1.50 74 1 16 15 0.006 -0.022
TF (%) -2.62 -4.86, 1.65 7 8 0 0 0.022 -0.144

. 48 horas gestacion

SE -0.01 -0.92, 0.89 49 0.25 58 29 0.004 0.625
IM (%) -3.28  -22.73,17.66 38 4 38 24 0.087 -0.388

. 72 horas gestacion

SE 0.88 -0.55, 2.21 90 0.25 88 83 0.006 -0.999
IM (%) -16.33  -39.49, 5.96 8 4 90 4 0.113  0.902
MC (%)  19.85 -7.68,46.4 92 4 92 87 0.135 0.902

D: media posterior de la diferencia entre los genotipos AA y GG; HPDgsy: region de alta densidad
posterior al 95%; P(D>0): probabilidad que la diferencia sea mayor de cero, b: diferencia relevante
asumida; Pr: probabilidad de la relevancia (probabilidad que D sea mayor que b en valor absoluto);
P(D>h): probabilidad que D sea relevante a favor del genotipo AA; MCse: error estandar de Monte
Carlo; Z: valor Z del test de Geweke.
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GENES CANDIDATOS PARA EL DESARROLLO EMBRIONARIO EN CONEJOS: Il. GEN
DE LA OVIDUCTINA
Garcia, M.L.", Muelas R.", Agea, |.", Merchan, M., Peird, R.%, Blasco, A2, Santacreu, M.A 3,
Folch, J.M.2, Argente, M.J."
' Divisién de Produccion Animal, Departamento de Tecnologia Agroalimentaria. UMH.
mariluz.garcia@umh.es
2 Unitat de Genética i Millora Animal, Departament de Ciencia Animal i dels Aliments. UAB
% Unidad de Mejora Genética, Departamento de Ciencia Animal. UPV

INTRODUCCION

En conejo, la seleccion divergente por capacidad uterina (Argente et al., 1997) durante 10
generaciones ha conducido a una diferencia en hembras unilateralmente ovariectomizadas
entre la linea de alta (H) y baja (L) capacidad uterina de 1.01 gazapos (Mocé et al., 2005)
cuando la respuesta a la seleccibn se estima mediante una poblacion control
crioconservada. Santacreu et al. (2005) estim6 las respuestas correlacionadas para el
numero de embriones implantados (1.79) y el tamafio de camada al parto (2.35) en hembras
intactas. Estudios complementarios delimitaron que las diferencias entre las dos lineas
seleccionadas divergentemente aparecian entre las 48 y las 62 horas de gestacion (Peir6 et
al., 2004), cuando los embriones se encuentran todavia en el oviducto. Parte de las
diferencias entre las lineas H y L se produjeron en las dos primeras generaciones de
seleccion (Blasco et al., 2005), por lo que se supuso que estas diferencias podrian ser
producidas por encontrarse segregando en la poblacion un gen mayor sobre la capacidad
uterina y el numero de embriones implantados (Argente et al., 2003).

La oviductina es una glicoproteina sintetizada por el epitelio del oviducto que favorece la
capacitacion espermatica, la fecundacion de los oocitos y el desarrollo embrionario
temprano (Buhi, 2002; Killian, 2004). Por tanto, el gen de la oviductina podria ser un gen
candidato para explicar las diferencias entre las lineas de conejo seleccionadas por
capacidad uterina de forma divergente.

Merchan et al. (2005) encontraron un SNP en el ex6n 11 del gen OVGP1 asociado a las
lineas H y L. El objetivo de este trabajo es conocer la relaciéon entre los genotipos de la
oviductina y el desarrollo embrionario de una poblacién F2 obtenida a partir de las lineas H 'y
L. Este trabajo es complementario al presentado en estas mismas jornadas por Argente et
al. (2007) para el gen TIMPI y Peiré et al. (2007) para el gen del receptor de la progesterona.

MATERIAL Y METODOS

Animales. La descripcion del material animal utilizado en esta experiencia esta descrito en
Peiré et al. (2007).

Genotipado del gen de la Oviductina. A partir de muestras de sangre se realizé la extraccion
del ADN gendmico siguiendo el protocolo de ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid PrepSation
(Applied Biosystems). Se disefid un par de primers sobre el exén 11 utilizando la secuencia
del ADNc de la oviductina del conejo (GenBank AF347052) y se amplificd un fragmento de
PCR de 174 pb. El genotipado del SNP G/C4413 se realizé6 por Pirosecuenciacion en un
equipo PSQ HS 96. El genotipo GG fue mas frecuente en la linea L y el genotipo CC fue
mas frecuente en la linea H.

Caracteres. Los caracteres estudiados fueron la tasa de ovulacién (TO) y la tasa de
fecundacion (TF). Ademas también se estudié la supervivencia embrionaria (SE) y el
porcentaje de embriones en cada uno de los estados de desarrollo: inicios de moérulas (IM) y
moérulas compactas (MC) a las 48 horas, y éstos y blastocistos (B) a las 72 horas después
de la monta (mas detalles en Peiré et al., 2007).

Analisis estadisticos. Los analisis se realizaron siguiendo la metodologia bayesiana y los
detalles de estos analisis junto los modelos utilizados son los descritos por Peiré et al.
(2007). En este caso el efecto del genotipo se corresponde con el gen de la oviductina, con
3 niveles; CC, CG y GG.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los resultados Unicamente se presentan las diferencias entre los homocigotos. Por ello,
se analizaron un total de 55 y 66 hembras CC a las 48 horas y a las 72 horas de gestacion,
respectivamente. Para el genotipo GG se utilizaron 29 hembras a las 48 horas de gestacion
y 18 hembras a las 72 horas.

En la Tabla 1 se presentan los pardmetros de las distribuciones marginales posteriores de
las diferencias entre los genotipos CC y GG para gen de la oviductina. Se consideré que una
diferencia de un évulo por hembra era una diferencia relevante (b=1), por tanto, la diferencia
estimada entre los dos genotipos se considera irrelevante (D=0.39; Pr=7%). Se considerd
como relevante una diferencia de un 8% en la TF. A pesar de que la probabilidad de que el
genotipo GG tenga una mayor TF que el genotipo CC es elevada (P(D>0)=93%), la
diferencia estimada entre los dos genotipos es irrelevante (D=-3.96%) y la probabilidad de
que sea relevante es nula. Este resultado esta en concordancia con los datos anteriores de
las lineas parentales, pues no se han encontrado diferencias significativas para la TO (Mocé
et al., 2004; Santacreu et al., 2005) ni para la TF entre las lineas H y L (Mocé et al., 2004;
Peiré et al., 2004).

Los genotipos CC y GG no presentan diferencias relevantes para SE a 48 horas post-coito.
Cuando se estudia el desarrollo de los embriones a las 48 horas post-coito, éstos se
encuentran en estados de desarrollo correspondientes a IM o MC. Una diferencia en el
estado de desarrollo de un 4% es lo que se ha considerado como relevante. La diferencia en
el porcentaje de IM entre los genotipos CC y GG se considera relevante (D= -6.16%) y a
favor del genotipo GG, predominante en la linea L. La probabilidad de que el porcentaje de
IM para el genotipo GG sea superior al genotipo CC es del 79% y de que sea relevante es
del 61%. Por tanto, las hembras con genotipo CC presentan un desarrollo embrionario mas
acelerado a 48 horas de gestacion.

La diferencia entre genotipos para SE a 72 horas post-coito se considera relevante (D= -
0.56; Pr=79%) y a favor del genotipo GG. Este resultado es concordante con el obtenido por
Merchéan et al. (2006) para esta misma poblacion, en la que el genotipo GG obtuvo mayor
numero de embriones implantados (D=-0.58; P(D>0)=15%). Los grados de desarrollo
embrionario encontrados en este momento de la experiencia fueron IM, MC y B. El genotipo
GG para el gen de la oviductina presenta mayor porcentaje de IM que el genotipo CC
(P(D>0)=86%), siendo esta diferencia relevante (D=-10.32%). Las diferencias para el
porcentaje de morulas compactas no se pueden considerar como relevantes (D=2.48%,
b=4%). El porcentaje de embriones catalogados como B seria superior al genotipo CC,
predominante en la linea H (7.84%). Por tanto, las hembras de genotipo CC presentan
también a 72 horas de gestacién un desarrollo embrionario mas acelerado que las de
genotipo GG.

CONCLUSIONES

Las diferencias alélicas encontradas para el gen de la oviductina en las lineas H y L podrian
explicar el diferente numero de embriones recuperados a 72 horas post-coito y el grado de
desarrollo de los embriones en estas lineas. El genotipo GG, predominante en la linea L,
presenta mayor numero de embriones recuperados a 72 horas post-coito y menor grado de
desarrollo de los embriones a 48 horas y a 72 horas de gestacién que el genotipo CC
predominante en la linea H.
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Tabla 1. Parametros de las distribuciones marginales posteriores de las diferencias entre el
genotipo CC y GG para la tasa de ovulacién (TO), tasa de fecundacion (TF), supervivencia
embrionaria (SE), porcentaje de inicio de mérulas (IM) y porcentaje de moérulas compactas
(MC).

0,
D HPDgss, P((?;)O) b Pr (%) P(D>b) (%) MCse z

TO 0.39 -0.37, 1.50 83 1 7 0 0.004 -0.499

TF (%) -3.96 -6.64, 0.89 7 8 1 0 0.022 -0.144
. 48 horas gestacion

SE 0.03 -0.64, 0.70 54 0.25 47 26 0.003 -1.142

IM (%) -6.16 -21.98, 7.08 21 4 70 9 0.073 -0.088
. 72 horas gestacion

SE -0.56 -1.71,0.38 14 0.25 79 6 0.005 1.135

IM (%) -10.32 -28.92,7.32 14 4 82 7 0.099 -0.973

MC (%) 248  -19.72,23.55 58 4 73 45 0.118 -0.973

D: media posterior de la diferencia entre los genotipos CC y GG; HPDgse,: region de alta densidad posterior
al 95%;P(D>0): probabilidad de que la diferencia sea mayor que cero; b: diferencia relevante asumida; Pr:
probabilidad de la relevancia (probabilidad que D sea mayor que b en valor absoluto); P(D>b): probabilidad
que D sea relevante a favor del genotipo CC; MCse: error estandar de Monte Carlo; Z: valor Z del test de
Geweke.

— 545 —



ITEA (2007), Vol. Extra N.° 28. Tomo II, 546-548

ESTIMACION DE LAS COMPONENTES DE VARIANZA PARA LAS CARACTERISTICAS
SEMINALES EN CONEJO. ANALISIS PRELIMINARES
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' Unidad de Mejora Genética, Departamento de Ciencia Animal, UPV
’Departamento de Tecnologia Agroalimentaria, UMH. mariluz.garcia@umh.es

INTRODUCCION

En conejo, se ha producido en los ultimos afios una expansion de la inseminacion artificial
en las granjas de produccion a través de centros de inseminacion que ofertan este servicio
técnico. Estos centros de inseminacién estan vinculados a los nucleos de mejora genética, a
partir de los cuales realizan la reposicion de los machos seleccionados por caracteres de
crecimiento.

Existen trabajos publicados para rentabilizar la produccion de estos centros de
inseminacion, mediante la obtencion de mas dosis seminales a partir de un eyaculado
(Viudes de Castro y Vicente, 1997; Castellini y Lattaioli, 1999), optimizando los parametros
de calidad espermatica (Kuzminsky et al., 1996; Castellini et al., 2003; Pascual et al., 2004),
estudiando los parametros cualitativos y cuantitativos del semen mas relacionados con la
fertilidad y la prolificidad (Brun et al., 2002a; Vicente et al., 2004; Lavara et al., 2005;
Garcia-Tomas et al., 2006b) o mejorando la eficacia de crioconservacion del semen (Mocé
et al., 2003).

Desde el punto de vista genético, también hay en la bibliografia estimas de los parametros
de cruzamiento para las caracteristicas espermaticas (Brun et al., 2002b; Garcia-Tomas et
al., 2006a), que indican que no existe superioridad de los machos cruzados en la mayoria de
los caracteres estudiados. El objetivo de este trabajo es estimar los pardmetros genéticos de
las caracteristicas espermaticas de una linea de conejos seleccionada durante 25
generaciones por velocidad de crecimiento en el periodo de engorde.

MATERIAL Y METODOS

Animales: Se utilizaron un total de 85 machos adultos, habituados a la recogida con vagina
artificial de una linea seleccionada por velocidad de crecimiento (linea R) de la Unidad de
Mejora Genética de la U.P.V

Muestras: Se recuperaron un total de 1022 eyaculados, examinandose el volumen, la
concentracion, dafios en el acrosoma y morfoanomalias, ademas se procedi6 al analisis de
los parametros de motilidad mediante el sistema de analisis de imagenes Sperm Class
Analizer.

Tras la recogida del eyaculado, se determin6 el volumen (VOL, ml) y se descartaron
aquellos eyaculados que presentaban coloraciones anormales. Posteriormente, se diluyeron
1:5 con TRIS-Citrico-Glucosa y se tom6 una primera muestra que se fijé con una solucion al
0.2% de glutaraldehido (950ul soluciéon + 50ul muestra) para determinar la concentracion,
los dafios en acrosomas y las morfoanomalias, posteriormente se tomd una segunda
muestra para valorar los parametros de motilidad utilizando para ello un microscopio con
placa termostatada a 37°C y objetivo 20X de contraste de fases.

Una vez tomadas las imagenes de motilidad, se analizaban con el software Sperm Class
Analizer. Los datos registrados fueron: porcentaje de espermatozoides méviles totales
(MOT, %), velocidad curvilinea total (VCL, p/s), velocidad rectilinea total (VSL, p/s),
velocidad media total (VAP, W/s), indice de rectitud (LIN, %), indice de linealidad (STR, %),
indice de oscilacion (WOB, %), amplitud media del desplazamiento lateral (ALH, ) y
frecuencia de batido del espermatozoide (BCF, Hz).

En las muestras fijadas, se determiné la concentracion (CONC, 10°spz/ml) utilizando una
camara Thoma y los dafos en el acrosoma (NAR, %) y las morfoanomalias (ANOR, %) se
evaluaron mediante un microscopio con contrate de fases a 400 aumentos.

Analisis estadisticos: el modelo utilizado incluia como efectos fijos, la estacion (4 niveles) y
la edad del macho en el momento de la recogida de la muestra (3 niveles; menos de 9
meses, entre 9y 15 meses, mas de 15 meses de edad). Como efectos aleatorios se tuvieron
en cuenta el efecto permanente no aditivo y el ambiental de un macho sobre todos sus
datos, el aditivo del animal y el error. El programa informatico utilizado fue el VCE, para
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hallar las soluciones REML de las componentes de varianza del modelo anterior (Neumaier
y Groeneveld, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

El nimero de datos, el minimo, el maximo, la media bruta y la desviacion tipica de los
caracteres estudiados se presentan en la Tabla 1. Los valores obtenidos para el volumen del
eyaculado (0.63 ml) y la concentracion (170.47*10°spz/ml) son inferiores a los presentados
por Garcia-Tomas et al. (2006a) utilizando los machos de crecimiento Ry C y por Brun et al.
(2002a) utilizando machos de lineas maternales. Sin embargo, el porcentaje de
espermatozoides catalogados como anormales (19.87%) y el NAR (84.2%) es del mismo
orden que los datos de Garcia-Tomas et al. (2006a), y el porcentaje de espermatozoides
moviles (64.17%) que los encontrados en los machos maternales por Brun et al. (2002a).
Los parametros de motilidad recogidos mediante el sistema de analisis de imagenes Sperm
Class Analizar son similares a los encontrados por Lavara et al. (2005), para esta misma
linea R.

En las Tablas 2 y 3 se indican las estimas de la h? y de los efectos p® (varianza de los
efectos permanentes entre la varianza fenotipica) para los caracteres seminales. Las
estimas de los efectos p? son superiores a las estimas de las h? para los caracteres
estudiados, excepto para el porcentaje de espermatozoides anormales, la motilidad, la
velocidad rectilinea total y la velocidad media total de los espermatozoides.

Las estimas de h? para el porcentaje de espermatozoides anormales, la motilidad y la
velocidad rectilinea total es elevada (0.488+0.052, 0.276+0.079, 0.213+0.070;
respectivamente). La velocidad media total y la frecuencia de batido del espermatozoide
presentan estimas moderadas (0.172+0.058, 0.132+0.080; respectivamente) y para el resto
de caracteres las estimas no serian diferentes de cero. Panella et al. (1994) obtienen unas
estimas de h? superiores a las presentadas en este trabajo (0.44 para el volumen; 0.60 para
la concentracion y 0.56 para la motilidad).

En general, las referencias encontradas en porcino son también superiores. El volumen de
semen de verraco presenta un h? de entre 0.14-0.58 y la concentracién de 0.14-0.49 segun
Grandjot et al. (1997), Oh et al. (2003) y Smital et al. (2003). Las diferencias encontradas por
los autores son debidas a las distintas poblaciones de porcino con las que han trabajado, al
modelo utilizado y al azar. Grandjot et al. (1997) y Smital et al. (2003) estiman un h? para la
motilidad espermatica de 0.05 y 0.38, respectivamente. La h® para el porcentaje de
espermatozoides anormales en porcino es inferior a la estimada en conejo (0.34 + 0.033,
Smital et al., 2003).

CONCLUSIONES

El porcentaje de espermatozoides anormales, la motilidad y variables relacionadas con la
velocidad rectilinea, la velocidad media y la frecuencia de batido de los espermatozoides
presentarian varianza aditiva apreciable. Los resultados presentados en este trabajo se
pueden considerar preliminares ya que la base de datos se estd ampliando a través de un
organigrama de centros de inseminacion asociados a nucleos de mejora genética, asi como
el numero de variables medidas correspondientes a la morformetria de los espermatozoides.
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Tabla 1. Analisis descriptivos de las caracteristicas seminales.

VOL

CONC

ANOR

NAR

MOT

VCL

VSL

VAP

LIN

STR |WOB

ALH

Datos

1022

1004 | 965

965

839

812

811

812

811

811 811

806

Minimo

0.05

0 0

0 0

76 |07

3 7.1

15.7 |284

0.1

Méaximo

2.5

1650 |90

100

100

145.5

77.2

96.5

88.9

100 (921

6

Media

0.63

170.47

19.87

84.62

64.17

58.69

32.47

38.63

54.56

76.54 |65.78

2.7

Desviacion

0.38

164.21

18.19

14.03

26.30

22.53

15.8

17.39

13.35

10.41 {10.73

0.95

wirkININIoim

VOL: volumen (ml); CONC: concentracion en millones de spz por ml; ANOR (%):

porcentaje

de espermatozoides anormales; NAR (%): porcentaje de acrosomas no dafiados; MOT (%):
porcentaje de espermatozoides mdviles totales; VCL: velocidad curvilinea total (p/s); VSL:
velocidad rectilinea total (u/s), VAP: velocidad media total (u/s), LIN: indice de rectitud (%);
STR: indice de linealidad (%); WOB: indice de oscilacion (%); ALH: amplitud media del
desplazamiento lateral (u); BCF: frecuencia de batido del espermatozoide (Hz).

Tabla 2. Estimaciones de la h? y de los efectos p? con sus errores estandar para las
caracteristicas seminales: 12 parte.

VOL

CONC

ANOR

NAR

MOT

VCL

h

0.064+0.043

0.004+0.052

0.488+0.069

0.081+0.048

0.276+0.079

0.082+0.051

Z

0.098+0.043

0.373+0.062

0.040+0.055

0.212+0.047

0.171+0.067

0.132+0.047

VOL: volumen (ml); CONC: concentracién en millones de spz por ml; ANOR (%): porcentaje
de espermatozoides anormales; NAR (%): porcentaje de acrosomas no dafados; MOT (%):
porcentaje de espermatozoides moviles totales; VCL: velocidad curvilinea total (u/s).

Tabla 3. Estimaciones de la h?> y de los efectos p? con sus errores estandar para las
caracteristicas seminales: 22 parte.

VSL

VAP

LIN

STR

WOB

ALH

BCF

h

0.213+0.070

0.172+0.058

0.072+0.046

0.0+0.0

0.071+0.047

0.020+0.049

0.132+0.0

0.014+0.046

0.055+0.044

0.097+0.045

0.183+0.028

0.077+0.046

0.179+0.049

0.168+0.0

p
VSL: velocidad rectilinea total (u/s), VAP: velocidad media total (u/s), LIN: indice de rectitud

(%); STR: indice de linealidad (%); WOB: indice de oscilacién (%); ALH: amplitud media del
desplazamiento lateral (u); BCF: frecuencia de batido del espermatozoide (Hz).
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INTRODUCCION

Galicia posee un clima templado calido, caracterizado por veranos templados e inviernos
con temperaturas suaves y elevadas precipitaciones; estas condiciones permiten que,
durante la mayor parte del afio, el ganado salga diariamente al pasto. La raza autoctona
Rubia Gallega, de aptitud principalmente carnica y muy rustica, se ha empleado
tradicionalmente para el aprovechamiento de las praderas de la zona. Debido a la profunda
reestructuracion que esta sufriendo la ganaderia en Galicia, el nimero de cabezas de Rubia
Gallega ha aumentado significativamente en los ultimos afos, convirtiéndose en la raza
autéctona con mayor censo de Espafia.

En diversos estudios se ha comprobado que los nematodos gastrointestinales, y en mayor
medida el género Ostertagia, representa una causa importante de pérdidas econdémicas en
el ganado vacuno mantenido en régimen semiextensivo. Ademas, las infecciones causadas
por estos nematodos, generalmente cursan de forma subclinica, por lo que es dificil valorar
con exactitud la importancia real de estos parasitos, asi como de las mermas de rendimiento
que ocasionan.

El objetivo de este estudio es conocer la prevalencia de infeccion por nematodos
gastrointestinales en vacuno de raza Rubia Gallega explotado de manera extensiva o
semiextensiva, asi como identificar los géneros implicados con mayor frecuencia en las
gastroenteritis parasitarias.

MATERIAL Y METODOS
El estudio se realiz6 entre febrero de 2001 y marzo de 2004, y en él se analizaron 1158
muestras de heces de vacas de raza Rubia Gallega explotadas por un sistema tradicional de
manejo en pastoreo extensivo o semi-extensivo en diferentes zonas de la provincia de Lugo.
Las heces se extrajeron del recto con guantes de plastico y una vez identificadas se
conservaron a 4° C hasta su procesado, que se realizé antes de las 48 horas de su
recogida.

Las muestras de heces se analizaron por duplicado empleando la técnica de flotacion en
solucién salina (Manual de Técnicas del Laboratorio Central Veterinario de Weybridge,
1986). Basandonos en las caracteristicas morfométricas de los huevos de los nematodos
presentes, diferenciamos Trichuris, Capillaria y Nematodirus y el resto de los estrongilidos.
Para determinar los distintos géneros y, en su caso, las especies de nematodos
gastrointestinales, se realizaron coprocultivos con el fin de obtener larvas de tercer estadio.
Se realizdé una mezcla de heces de animales pertenecientes a cada explotacion, que se
coloco en una estufa a 27°C, en oscuridad, y se incubd durante 15 dias. Para obtener las
larvas, las heces del coprocultivo se colocaron en dispositivos Baermann y se sigui6 la
técnica de migracion larvaria. La identificacion genérica o especifica se hizo segun las
descripciones realizadas por Borgsteede y Hendriks (1974) y Van Wyk et al. (2004).

RESULTADOS Y DISCUSION
En el 96% de las explotaciones se comprob6é que los animales eliminaban huevos de
estrongilidos y en menor proporcién, Capillaria (9%), Trichuris (1%) y Nematodirus (1%).
Estos resultados son similares a los hallados por Nogareda et al. (1987), Morrondo et al.
(2003) y Diaz et al. (2005) en ganado vacuno explotado en diferentes zonas de Galicia, y
superior a los obtenidos por Diez-Bafios et al. (1994a) y Paz-Silva et al. (1998) en bovinos
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gallegos. Este porcentaje de infeccion tan elevado se debe, probablemente, a que las
condiciones climaticas en Galicia propician la dedicacién de grandes extensiones al
pastoreo semiextensivo, lo que favorece la transmisién de parasitosis de ciclo directo, y en
especial, las causadas por nematodos gastrointestinales (Mezo et al., 1995).

Tras la realizacion de los correspondientes coprocultivos se identificaron larvas de
Ostertagia (91%), y en menor proporcion, de Oesophagostomum (59%), Trichostrongylus
(55%), Cooperia oncophora (51%) y Cooperia punctata (49%), siendo Chabertia,
Haemonchus y Bunostomum los géneros que se hallaron en menos del 15% de las granjas
estudiadas (12%, 11% y 9%, respectivamente). Los géneros y especies identificados en este
estudio coinciden con lo observado por Diez-Bafnos et al. (1994b), Mezo et al. (1995) y
Almeria y Uriarte (1999) en ganado vacuno.

El elevado porcentaje de infeccién por Ostertagia spp coincide con el obtenido por diversos
autores (Nogareda et al., 1987; Mezo et al., 1996; Almeria y Uriarte, 1999) en ganado
vacuno explotado en Espafa. Este hecho puede deberse a que cuando los animales se
reinfectan con larvas de Ostertagia spp so6lo se produce una resistencia parcial (Armour,
1989), y ademas porque las fases libres de Ostertagia son muy resistentes a las condiciones
adversas; en este sentido, Del Valle et al. (1978), sefialaron que las larvas de Ostertagia se
desarrollan y eclosionan a temperaturas de 5° C, aunque la temperatura 6ptima para su
desarrollo oscile entre 25 y 30° C.

Debido al elevado porcentaje de infeccion por nematodos gastrointestinales en vacas Rubia
Gallega explotadas en semiextensivo, es recomendable desarrollar medidas encaminadas a
reducir su prevalencia, lo que deberia incluir, ademas de cambios de manejo, la
administracion estratégica de antihelminticos.
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INTRODUCCION
Aungue no es sencillo calcular las pérdidas que las infecciones o infestaciones parasitarias
infieren en la ganaderia, en algunos casos es posible cuantificar los dafos, como ocurre
cuando se producen bajas como consecuencia de un determinado proceso. Sin embargo, la
mayoria de las enfermedades parasitarias cursan de forma insidiosa, lo que hace que sdélo
puedan calcularse de forma aproximada las pérdidas que producen. No obstante, reflejan la
trascendencia de los problemas parasitarios en los animales domésticos y Utiles.

A pesar de esos inconvenientes, los criterios basicos para valorar las repercusiones de las
parasitosis son, segun Cordero del Campillo (1973) los siguientes: mortalidad; decomisos;
disminucion de los rendimientos; atenciones médico-veterinarias; y repercusiones sobre el
bienestar humano. La mortalidad y los decomisos podrian calcularse con determinada facilidad;
sin embargo, las otras pérdidas son, a menudo, imposibles de evaluar. En cualquier caso, las
cifras son muy elevadas.

La disminucién de la ganancia de peso es la caracteristica mas comun de la
tricostrongilidosis. Ademas, se ha comprobado que la tricostrongilidosis también produce
disminucién de la produccién de leche (Martinez-Gonzalez et al., 1996).

En cuanto a la produccién de lana en ganado ovino, las cifras también son demostrativas. En
Australia, se calcula que los corderos y ovejas infestados con unas 400 metacercarias de
Fasciola hepatica, mostraron una reduccion del 20-39% en la produccion de lana
independientemente de la edad y nivel de nutricion.

Muchas veces, los efectos de los parasitos no son muy aparentes. Sin embargo, el tratamiento
de los animales con un antihelmintico eficaz da lugar a una ganancia en peso de hasta 50% en
corderos infestados con tricostrongilidos (Reid y Armour, 1978). Bastan, ademas, cargas
parasitarias relativamente bajas (45-120 fasciolas) para que se vean comprometidas las
producciones ovinas, tanto en cuanto al desarrollo de los animales, como en la calidad del
vellén y peso de la lana (Hawkins y Morris, 1978).

Aunque la informacién sobre las pérdidas econdémicas ocasionadas por los nematodos
gastrointestinales en la produccién de rumiantes en Espafia no es muy abundante, Flores
(1983) cifraba estas pérdidas en ganaderia ovina en torno a los 7.000 millones de ptas. en
1981 y Garcia Pérez et al. (1993) indicaban beneficios econdmicos del 400% tras la
administracién de tratamientos antiparasitarios en ganado Lacho.

Berga Monge y Sanchez Mendoza (1990) han estimado las pérdidas econémicas en ovinos a
partir de los datos sobre prevalencia de los principales procesos parasitarios, estableciendo
una pérdida de peso por canal entre el 2% y el 10% para animales con estrongilosis, fasciolosis
o hidatidosis, y unas pérdidas de leche entre el 5% y el 10%. La evaluacion econdémica de las
pérdidas por enfermedades parasitarias establecida por los mencionados autores (incluyendo
ademas los decomisos y la muerte de los animales) alcanz6 un valor de mercado de mas de
3000 € en un solo afo y define a la fasciolosis como la parasitosis que mas pérdidas produce
(77,4% del total), aunque el estudio no se incluyeron oftras parasitosis también prevalentes,
como la cisticercosis.
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En este trabajo, hemos pretendido aportar algunos datos sobre pérdidas econdmicas en ovinos
derivadas directamente de un proceso parasitario frecuente como la cisticercosis hepatica
(Cysticercus tenuicollis). Para ello, hemos estudiado los decomisos de higados parasitados por
la fase larvaria de Taenia hydatigena realizados en un matadero industrial durante un periodo
de tiempo y se ha valorado tanto las pérdidas indirectas por la falta de ingresos como las
directas por los gastos derivados de la destruccion de los higados decomisados.

MATERIAL Y METODOS

Los datos presentados en el estudio se han obtenido a partir del total de corderos (dos meses
de edad, aproximadamente) sacrificados entre los meses de julio y diciembre de 2006 en un
matadero ubicado en la zona centro de Espana, procedentes de diversas comarcas castellano-
manchegas y andaluzas. Se indican en el estudio el nimero total de higados inspeccionados
mensualmente (equivalente al total de animales sacrificados) y de decomisos hepéticos por
distintas patologias. En funcion de dichos datos, se ha calculado el porcentaje mensual de
higados decomisados y lo que representa cada patologia originaria de decomisos respecto al
total de higados inspeccionados y al total de decomisados (porcentaje relativo). Asi mismo, se
ha calculado el promedio mensual de animales sacrificados y el de higados decomisados por
distintas causas, expresandose en este Ultimo caso tanto en valor absoluto como en
porcentajes.

Los costes generados por los decomisos hepaticos se han calculado considerando dos tipos de
pérdidas:
1. Pérdidas relativas a los gastos originados por la destrucciéon de las visceras; es decir,
“costes directos”.
2. Pérdidas originadas por la ausencia de venta de las visceras 6 “costes indirectos”.

Los costes se han calculado considerando un peso promedio para higados de corderos de dos
meses de 0,86 kg y un coste de destruccion actual de los decomisos de ovino de 0,15 €/kg, lo
que significa 0,129 € por higado decomisado. El calculo de los costes indirectos se ha basado
en la relacion de ventas de la empresa durante el semestre evaluado, resultando un precio
medio para los despojos de 1,12 €/kg. Esto se traduciria en una pérdida de 0,963 € por higado
decomisado.

RESULTADOS Y DISCUSION

El nimero de corderos sacrificados durante el semestre evaluado fue de 262.085, con un
promedio mensual de 43. 680 (+ 4.832). El 25% (65.619) de los higados fue decomisado
debido a infecciones por C. tenuicollis (84%; n = 55.121); el 16% restante (10.498) debido a la
presencia de abscesos hepaticos. Los promedios mensuales -calculados para los decomisos y
la proporcién relativa de los mismos- fueron, respectivamente, del 24,6%, 83,4% y 16,6%.

El 21% de los higados inspeccionados en el semestre fueron decomisados por cisticercosis,
con un promedio mensual del 20,6%.

Considerando los gastos consecutivos a la destruccién de visceras y las pérdidas por
disminucion de ventas segun los parametros indicados anteriormente, los costes derivados de
los decomisos por cisticercosis hepatica fueron: 7.110,6 € por costes directos de destruccion y
53.092,5 € por disminucion de las ganancias, lo que representa una pérdida total de 60.203,1 €
en el semestre evaluado. Considerando un promedio mensual de 10.033,05 €, los decomisos
por cisticercosis hepatica ha supuesto un coste anual de unos 120.000 €.

Entre las repercusiones econdémicas directas de las parasitosis estan los decomisos de las
visceras o canales afectadas. Probablemente, las principales causas de decomisos hepaticos
en la especie ovina en Espafia son de origen parasitario, destacando la fasciolosis y la
hidatidosis (Berga Monge y Sanchez Mendoza, 1990), aunque es probable que otras
parasitosis hepaticas altamente prevalentes en nuestra ganaderia ovina -como la dicroceliosis
y la cisticercosis- contribuyan en buena medida a las pérdidas por decomisos.

Resulta inicialmente llamativo observar que, en el matadero estudiado, las dos Unicas causas
de decomisos de higados de cordero sean la cisticercosis visceral y los abscesos hepaticos
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(adquiridos probablemente por via onfalégena), siendo con mucho la infeccion por C. tenuicollis
la causa mas importante. El origen de los corderos sacrificados, procedentes de areas de clima
seco, justificaria la ausencia de fasciolosis, y la edad de los animales explicaria la ausencia de
otras patologias parasitarias frecuentes en ovinos adultos, como la hidatidosis y la dicroceliosis.

Sin animo de realizar un andlisis epidemiologico de los resultados, cabe sefalar que los
porcentajes mensuales de decomisos por cisticercosis hepatica se han mantenido en torno al
20%, lo que indica una prevalencia de parasitacion bastante constante durante el periodo de
estudio, suponiendo para la empresa un coste medio mensual de unos 10.000 €.

De estos resultados se deduce el insuficiente nivel sanitario de las ganaderias proveedoras de
la empresa y, por extension, probablemente de muchas ganaderias ovinas de la mitad sur
peninsular. A su vez, dadas las caracteristicas epidemiolégicas de esta cestodosis larvaria,
totalmente equiparables desde el punto de vista de la transmisién perro/oveja a ofra
metacestodosis de importancia en salud publica (hidatidosis), los resultados de estudios
similares al nuestro podrian servir también de indicador sobre el grado de eficacia de las
campaiias de erradicacién de la hidatidosis.
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INTRODUCCION

Las parasitosis son consideradas como una de las principales causas de pérdidas
econdmicas en las explotaciones de rumiantes (Cordero del Campillo, 1970; Flores Lasarte,
1981). Esto ha supuesto que todo el sector se concienciase de su control . Asi, basandose
en estudios sobre la bionomia de los parasitos se han disefado diversas estrategias de
manejo que redujesen o evitasen las posibilidades de que los animales e infectasen
(rotacion de parcelas, pastoreo mixto vacuno-ovino, separacion por edades, acceso
restringido a charcas, etc.) y/o en la utilizaciéon de farmacos de muy diversas maneras o en
momentos “claves” (antes de la cubricion y/o antes del parto, en primavera y otofio, al salir al
pastoreo o al cambiar a los animales de praderas, rotacion de farmacos, combinacién de
farmacos de distinto espectro de actuacion o de diferente modo de accion, nuevas vias de
administracion, etc.).

Gracias a estas medidas, entre otras razones, la mayoria de las parasitosis de los rumiantes
en pastoreo en areas de secano se manifiestan de forma generalmente subclinica
(Fernandez Diez, 1968; Diez Bafos et al. 1991a,b) por lo que los tratamientos
antiparasitarios se aplican tan solo una o dos veces al afo.

Diversos estudios en ovinos espafoles, dirigidos mayoritariamente a los nematodos
gastrointestinales, han sefalado que casi el 100% de los ovinos se encuentra parasitados,
con mas de 200 especies parasitas descritas, si bien normalmente con cargas medias-bajas
(Fernandez Diez, 1968; Tarazona Vilas et al., 1985; Uriarte y Gabifa, 1987; Valcarcel et al.
1998). Sin embargo, la laboriosidad de los estudios de campo hace que este tipo de datos
no se actualice con excesiva frecuencia. La ausencia de datos actualizados junto con las
preocupantes denuncias acerca de la existencia en la Peninsula Ibérica de cepas de
helmintos resistentes a los farmacos (Requejo Fernandez et al, 1997, Alvarez-Sanchez,
2003, Alvarez-Sanchez et al, 2006), algunos de ellos de uso muy comun, nos hizo
plantearnos el presente estudio cuyo objetivo es aportar datos actualizados sobre los
parasitos mas habituales de los ovinos en pastoreo en areas de secano del centro
peninsular.

MATERIAL Y METODOS
El estudio se realiz6 en la finca experimental del CIA Deheson del Encinar (Toledo) entre los
afnos 2003 y 2004. Se trata de una dehesa de 715 Ha en la que pastan por separado vacuno
avilefio y ovino talaverano. Para el estudio se emplearon ovinos que seguian unas pautas
reproductivas de 1 parto al afio y eran alimentados fundamentalmente a base de pasto (1
oveja/Ha) suplementando en épocas de escasez herbacea. Los animales se desparasitaron
con albendazol (5 mg/kg pv, po, febrero) y con ivermectina (1ml/50 kg, en octubre).

Mediante necropsias mensuales se estudiaron los endo y ectoparasitos de un total de 67
animales (entre cinco y ocho al mes) de edades comprendidas entre uno y 10 afios de edad.
El dia anterior a la necropsia se tomaron muestras de heces para determinar la eliminacion
fecal de huevos (hpg= huevos por gramo). Se determiné la carga parasitaria en abomaso e
intestino delgado y ciego (cestodos y nematodos gastrointestinales), higado y vesicula biliar
(trematodos), esofago y diafragma (sarcosporidiosis) y en la cabeza (miasis cavitarias).
Previamente a las necropsias se realizd una inspeccion externa para evidenciar
ectoparasitos. También se recogieron mensualmente garrapatas de la vegetacion.

La necropsia y la eliminacion fecal de huevos se realizaron con las técnicas de laboratorio
habituales revisadas por Garcia Romero et al. (2000) y Valcarcel Sancho et al. (2000a,b). La
presencia de microquistes de sarcosporidios se determiné por triquineloscopia. La recogida
de garrapatas de la vegetacion se realiz6 mediante la técnica de arrastre de una toalla de
felpa de 2 m? durante 30 minutos.
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RESULTADOS

Los nematodos gastrointestinales fueron los parasitos mas frecuentes afectando al 87% de
los animales muestreados con un promedio de 1259 vermes (min: 30, max: 25480). Al
estudiar su distribucion en el tracto gastrointestinal, las cargas parasitarias mas elevadas
correspondieron al intestino delgado y al abomaso, con muy poca parasitacion del ciego
(607, 507 y 1 vermes de promedio, respectivamente). Las cargas mas elevadas tuvieron
lugar en septiembre y mayo. Del total de 11890 vermes identificados, las tres especies mas
abundantes fueron Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus vitrinus y Nematodirus
fillicollis (39,00%, 36,69 % y 14,41%, respectivamente). El resto de especies identificadas
(Teladorsagia trifurcata, Ostertagia lyrata, O. kolchida, O. ostertagi, Trichostrongylus axei, T.
capricola, T. colubriformis, Nematodirus spathiger y Haemonchus contortus) tuvieron muy
poca representacion. En relacion con la edad de los animales, como es habitual en estas
parasitosis, los animales menores de dos afios y mayores de ocho tuvieron las cargas mas
elevadas (promedio de 2964 y 967 vermes, respectivamente). El tratamiento antihelmintico
en primavera (ABZ) redujo el 100% de los vermes pero el de octubre (IVM) sélo eliminé al
96,4%. La eliminacion fecal de huevos de estos nematodos gastrointestinales también fue
relativamente baja (promedio de 307 hpg, min: 15, max: 3030).

Se encontraron diversos estadios larvarios de Oestrus ovis en 16 de 65 animales (24,62%)
con las mayores prevalencias de julio a septiembre (maximo en agosto con un 83,33% de
animales positivos). Durante el resto del aifo no se detectaron larvas, excepto en dos
animales en el mes de enero (40% de los muestreados ese mes).

Pudimos recoger ejemplares de garrapatas prendidos en las ovejas en el 19,40 % de los
animales desde abril hasta octubre con las mayores prevalencias en septiembre (71,43%).
Sobre un total de 125 ejemplares recogidos, se identificaron dos géneros : Hyalomma, el
mas abundante (96%) y Rhipicephalus, con una sola especie por género: H.lusitanicum'y R.
bursa. En la vegetacion solo recogimos ejemplares desde abril a agosto, siendo julio y
agosto los meses en los que las capturas fueron mas abundantes. En estos muestreos
recogimos sobre todo H. lusitanicum: 886 ejemplares (larvas, ninfas y adultos),
Rhipicephalus pusillus (11 adultos) y Dermacentor marginatus (una hembra).

Se detectaron microquistes de sarcosporidios en el eséfago de cinco animales (7,57%) y en
el diafragma de otros nueve (13,47%) si bien no coincidieron las fechas en las que se
detectaron. Asi, en el esofago se hallaron fundamentalmente entre marzo y mayo mientras
que en el diafragma aparecieron las mayores prevalencias en septiembre y octubre. No se
identificaron especificamente estos microquistes.

No se encontraron trematodos ni cestodos en las necropsias (higado, vesicula o intestino
delgado) asi como tampoco se observo excreccion fecal de huevos de estos grupos
parasitarios.

DISCUSION

Como era previsible, los nematodos gastrointestinales fueron el grupo parasitario mas
abundante y constante de todos los estudiados si bien con niveles medios bajos como
parece ser la norma en estas areas castellano-manchegas (Tarazona Vilas, 1974; Tarazona
Vilas et al., 1985; Garcia Romero et al., 1993; Valcarcel Sancho et al., 1998). En cuanto a la
distribucion de especies, se ajustd también a lo descrito con anterioridad salvo por la
escasez de ejemplares de T. axei. A pesar de representar cargas medias bajas, el nivel de
infeccion fue casi tres veces superior al hallado quince afios antes en la misma finca (Garcia
Romero et al., 1993; Valcarcel Sancho et al., 1998). Este hecho hizo que nos planteasemos
la posibilidad de que hubiese algun tipo de resistencia a los antihelminticos o de algun fallo
de manejo (Valcarcel Sancho et al., 2005). La eficacia de los dos productos empleados -ABZ
e IVM- fue adecuada. No obstante, no es posible sospechar la existencia de resistencias a
este producto puesto que no se realizaron técnicas como el porcentaje de reduccién de la
eliminacién de huevos (FECRT), el ensayo de inhibiciéon de la alimentacion larvaria (LFI),
etc.
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La presencia de H. lusitanicum y R. bursa en las ovejas puede considerarse normal, al ser
ambas especies habituales en los rumiantes domésticos y silvestres de la Peninsula. Aparte
de que H. lusitanicum fuese la especie mas frecuente, la gran desproporciéon entre el
numero de capturas de esta especie en la vegetacién en comparacion con el resto de
ixédidos puede justificarse por el hallazgo de dos “nidos de larvas” con 402 y 381 ejemplares
que supusieron una considerable elevacion en el recuento de esta especie. La importancia
de “nidos” radica en poder localizar el inicio del ciclo anual de esta garrapata de tres
hospedadores en las épocas mas calurosas. Aunque R. pusillus fue abundante en la
vegetacion, la ausencia de parasitacion en el ovino por esta especie se justifica por su
caracter monotropico alimentandose casi exclusivamente en conejos. D.marginatus fue
recogido muy escasamente como es habitual en estas zonas.

En relacién con las miasis, el 25% de los animales tenia larvas de Oestrus ovis en las
cavidades craneales. Encontramos larvas casi exclusivamente en los ovinos muestreados
en verano sin que existiera relacion alguna con la edad; tampoco el numero de larvas por
animal fue elevado. Aunque no eran parte del estudio, en algunas ovejas y en otros
animales del rebafio, también detectamos miasis semiespecificas o0 gusaneras localizandose
principalmente a nivel interdigital y perineal. La presencia de estas larvas de moscas era
especialmente importante en los meses mas calurosos y generalmente ocurria tras el
desprendimiento de ixddidos. Las moscas hacian la puesta en o alrededor de la herida
sangrante que dejaban las garrapatas y al crecer las larvas comenzaban a alimentarse del
tejido circundante produciendo heridas y una destruccion tisular tan grande que algunas
ovejas a las que no se les detectaban a tiempo llegaban a morir. En nuestra opinion, esta
artropodosis debe ser objeto de estudios para determinar con mayor exactitud su bionomia
y, sobre todo, establecer medidas de control adecuadas.

Estos resultados confirman que las principales parasitosis de los ovinos adultos en éstas
areas de secano son las gastroenteritis parasitarias y las artropodosis, dejando en un
segundo plano las cestodosis, trematodosis y sarcosporidiosis.
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INTRODUCCION

La paranfistomosis es una trematodosis causada por parasitos de la familia
Paramphistomidae, que tienen un ciclo bioloégico similar a Fasciola hepatica, y de hecho
comparten el hospedador intermediario, principalmente caracoles del género Lymnaea
(Ollerenshaw y Smith, 1969). Los paranfistomos afectan con mayor frecuencia a rumiantes
jovenes (terneros, cabritos y corderos), son causantes de alteraciones digestivas y
hematicas que a veces incluso pueden causar bajas. Las alteraciones se deben
principalmente a los trematodos juveniles, y se discute la patogenicidad de los adultos (Diaz
et al., 2006). Se han descrito varios géneros y especies de Paramphistomidae, entre los que
destacan Paramphistomum (P. cervi, P. ichikawi, o P. microbothrium), Cotylophoron,
Gigantocotyle y Calicophoron. La especie mas habitual en Europa es Calicophoron
daubneyi.

La infeccion por Paramphistomidae depende directamente de condiciones ambientales
adecuadas para el hospedador intermediario, fundamentalmente temperaturas suaves y
precipitaciones frecuentes. En el presente trabajo se analiza la cronobiologia de C. daubneyi
en el Noroeste de Espafia, estudiando la parasitacién de vacas Rubia Gallega.

MATERIAL Y METODOS
Durante el periodo de marzo de 2001 - febrero de 2004, se recogieron 724 muestras
individuales de heces de vacas Rubia Gallega de 121 explotaciones en régimen semi-
extensivo. La seleccion de los animales se realiz6 mediante el paquete estadistico SPSS
(version 12.0).

Las muestras se analizaron mediante la técnica coprologica de sedimentacién, y los
resultados se presentaron como el nimero de huevos por gramo de heces (h.p.g.). Para
establecer el patrdn climatico de la zona de estudio, se recopilaron los valores mensuales de
temperaturas maxima y minima, precipitacibn y humedad relativa de 20 estaciones
meteorologicas automatizadas. Los resultados se procesaron con Microsoft Excel, y el
analisis estadistico con SPSS, empleando las pruebas de Chi-cuadrado, ANOVA vy
Bonferroni post hoc.

RESULTADOS Y DISCUSION

a) Patrén climatico

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en las variaciones anuales de
los valores de las temperaturas maxima y minima, precipitaciéon ni humedad relativa, de
modo que se representaron como un patrén climatico anual (Figura 1). Las precipitaciones
maximas se registraron en noviembre-diciembre y en abril.

Las temperaturas mas elevadas se registraron durante los meses de verano y las mas bajas
en invierno. El porcentaje de humedad relativa se mantuvo mas o menos constante,
variando entre 58,3% en enero y 70,7% en noviembre.

b) Variacién estacional de infeccion

La prevalencia media de paranfistomosis fue moderada (19%; 95% IC: 16, 22), y su
importancia queda demostrada por el hecho de que en cinco meses se superd el 20%
(Brotowidjoyo y Coperman, 1979). Estos resultados coinciden con los datos de otras zonas
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de Francia (Szmidt-Adijdé et al., 2000), Italia (Agosti et al., 1980) o Turquia (Tinar et al.,
1992).

El porcentaje de infeccidbn mas alto se obtuvo en septiembre 2(66%) y el mas bajo en
diciembre (4%), resultando estas diferencias significativas (X"= 9,621, p= 0,001); no
obstante, no se aprecié correlacién entre la prevalencia de infeccién y los parametros
climaticos.

La cifra maxima de eliminacién de huevos se obtuvo en mayo y la minima en diciembre,
comprobandose asimismo que eran diferencias significativas (F= 4,452, p= 0,004). La
infeccion de rumiantes se produce por la ingestién de metacercarias de C. daubneyi, y su
presencia esta ligada a la de los caracoles hospedadores intermediarios (Lymnaea
truncatula en el noroeste de Espafia). Si tenemos en cuenta que los huevos del trematodo
aparecen en las heces de los rumiantes 2-3 meses después de la ingestion de
metacercarias (Rolfe et al., 1991), y que en el presente estudio las mayores prevalencias se
encontraron en septiembre y marzo, se puede avanzar que la infeccién de los animales se
produciria principalmente en junio y diciembre.

Segun estos resultados durante estos periodos se deberia producir la mayor emision de
cercarias por los caracoles hospedadores intermediarios, favoreciendo mucho la presencia
de metacercarias en el pasto y con ello las probabilidades de maxima infeccion de las vacas.
Entre los meses de diciembre y abril se registraron temperaturas medias de 5° C,
apreciandose incremento desde mayo a octubre. Christensen y Nansen (1976) comprobaron
que los limneidos precisaban temperaturas superiores a 4° C para sobrevivir.

Las precipitaciones mas abundantes tuvieron lugar en abril para disminuir a continuacion
hasta septiembre. El incremento de las temperaturas maxima y minima, unido al de la
pluviosidad, deberia haber estimulado la liberacién de numerosas cercarias entre mayo-
junio, lo que propiciaria la mayor infecciéon de los animales entre junio-agosto.

Es interesante conocer bien estos periodos en las distintas regiones para interpretarlos
correctamente en el momento de planificar pautas de control de esta trematodosis.
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Figura 1.- Parametros climaticos, prevalencia de paranfistomosis y eliminacién de huevos de C.
daubneyi.
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INTRODUCCION
Entre los perjuicios econémicos causados por la hipodermosis destacan disminucién de la
produccion de leche, reduccion del valor de la canal, depreciacion del cuero, etc.

De las seis especies citadas dentro del género Hypoderma, soélo dos parasitan de forma
obligada al ganado vacuno: Hypoderma bovis e Hypoderma lineatum. En el Noroeste de
Espafia predomina H. lineatum frente a H. bovis. Las larvas 1 de H. lineatum se desplazan
por el tejido conjuntivo de la parte anterior del pecho y abdomen, hasta la submucosa
esofagica, donde permanecen temporalmente. Tras este periodo de reposo, las L-1 reinician
una migracion prolongada durante meses hacia la piel del dorso, donde forman los “barros o
bubones”, que son nédulos en cuyo interior se desarrollan las larvas hasta su tercer estadio.

El objetivo de este trabajo es estudiar las variaciones mensuales de infestacién por
Hypoderma lineatum y al mismo tiempo comprobar la influencia de factores como zonas
climaticas, razas y edad de los animales.

MATERIAL Y METODOS
Desde mayo de 2004 hasta marzo de 2005, se obtuvieron semanalmente 20 es6fagos de
bovinos procedentes de las 4 provincias gallegas y sacrificados en matadero. Los eséfagos
se identificaron individualmente mediante el niumero de canal del que procedian. Los
muestreos se dieron por finalizados cuando durante tres muestreos consecutivos no se
observaron L-1 de H. lineatum en el es6fago. Se abrié longitudinalmente el eséfago para
buscar las posibles larvas en la submucosa.

La mayoria de los animales muestreados eran de raza frisona. Con respecto a la edad de los
animales se establecieron tres grupos: uno formado por animales de <4 afios, otro integrado
por vacas cuya edad estaba comprendida entre los 4 y 9 afios y un ultimo grupo compuesto por
bovinos de =10 afios. Para estudiar la influencia del clima o de la zona geografica de
procedencia, se establecieron, basandonos en la clasificacion de Carballeira et al. (1983),
cuatro areas o zonas climaticas: centro, montafia, costa y transicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 539 esoéfagos examinados, 104 (19,3%) presentaban larvas 1 de Hypoderma
lineatum en su submucosa. El diagnostico “post-mortem” de la hipodermosis a través de la
busqueda y hallazgo de L-1 en la submucosa esofagica, constituye un método fiable de
diagnostico, siempre que se realice sobre un numero suficiente de animales y durante los
periodos del afio adecuados. Los porcentajes de parasitacion obtenidos en el matadero
resultaron muy inferiores a los obtenidos con la deteccién de anticuerpos (Panadero, 1996).
Esta diferencia puede atribuirse a la mortalidad de las larvas durante su migracién
intraorganica, ya que, de acuerdo con Gingrich (1980), la mayor parte de las larvas que no
completan su desarrollo y por tanto no alcanzan los lugares de reposo invernal, son
destruidas en las primeras fases de la migracion.

Al examinar las variaciones de la prevalencia a lo largo de los periodos de estudio (Figura
1), observamos que la mas elevada fue en los meses de julio (25,6%) y especialmente en
octubre (42,3%). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Panadero ef al. (1998) y
Fernandez et al. (2005), quienes también observaron porcentajes mas altos de eséfagos
parasitados entre octubre y noviembre.

Al tener en cuenta la zona climatica de procedencia (Figura 2) de los animales positivos,
observamos que las prevalencias mas elevadas se observaron en la montafia (30,6%),
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mientras que las mas bajas se registraron en las zonas costeras (8,3%). Estas diferencias
fueron significativas, siendo la prevalencia en la costa significativamente menor que en las
otras zonas (p=0,0097, g.l.=1; x?=10,4218).

Estos resultados coinciden con los de Panadero et al. (2000), quienes comprobaron,
mediante ELISA indirecto, que los animales procedentes de la franja costera gallega, cuyos
veranos se caracterizan por temperaturas relativamente elevadas y precipitaciones intensas,
presentaban los porcentajes mas bajos de parasitacién. De acuerdo con estos autores, el
factor con mayor influencia sobre la seroprevalencia de la hipodermosis era la precipitacion
global y en menor medida la temperatura y la intensidad del viento. En este sentido, Talegon
(1969) refiriéndose a la provincia de Lugo, observé que los animales de las localidades mas
afectadas por hipodermosis eran los de las zonas altas de montafia y los menos afectados
los de la zona costera.

Al considerar la raza (Figura 3) observamos que la prevalencia mas alta se presenta en las
vacas de raza rubia (31,3%), seguidas por las frisonas (18,5%) y sus cruces (15,7%). No
obstante estas diferencias observadas, no resulraron estadisticamente significativas (p>
0,05). Estos resultados coinciden con los de Panadero et al. (2000) quienes observaron los
valores mas altos de seropositividad en las vacas de raza rubia gallega, si bien en su caso
las diferencias si fueron significativas.

Al tener en cuenta la edad de los animales (Figura 4), los porcentajes mas elevados de
vacas infestadas corresponden a los animales de mas edad (25,0%), seguidos por los méas
jovenes (20,5%) vy, finalmente por los de 5-9 afios (16,2%). No obstante, mediante la prueba
x*> no se encontraron diferencias significativas con respecto a la edad de los animales
(p>0,05).

La ausencia de relacion entre la edad de los animales y la prevalencia por Hypoderma ha
sido una constante en distintos estudios llevados a cabo en Galicia (Panadero et al., 2000;
Castillo, 2003), en los cuales se considera un factor importante el nimero de contactos
previos que el animal haya tenido con las moscas de Hypoderma, por su repercusion a nivel
inmunitario. En todo caso, el planteamiento de este estudio en un muestreo de matadero no
permitié disponer de muestras suficientes de animales entre 1 y 2 afios, lo que posiblemente
permitiria comparar los resultados de un modo mas cercano a la realidad.
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ANALISIS DE LA INTENSIDAD DE PARASITACION POR LARVAS-1 DE Hypoderma
lineatum EN GANADO VACUNO DE GALICIA
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Parasitologia y Enfermedades Parasitarias. Dpto. Patologia Animal. Facultad de Veterinaria.
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INTRODUCCION
Aunque los sintomas y las lesiones de la hipodermosis son poco evidentes, esta parasitosis
es responsable de pérdidas economicas importantes que la convierten en una de las
enfermedades parasitarias a controlar de forma correcta.

La biologia de Hypoderma sp. estd muy condicionada por los factores medioambientales que
influyen directamente sobre el desarrollo de los estadios libres del parasito. El clima condiciona
de una parte la cronologia de los periodos de riesgo para la infestacion, y por otra, la intensidad
de parasitacion. También influyen en el ciclo de este parasito otros factores dependientes del
hospedador como la raza y edad (Benakhla et al. 1993, Panadero et al., 1995).

En este estudio se analiza la influencia del area climatica, raza y edad de los animales sobre
la intensidad de parasitacion por L-1 de Hypoderma lineatum durante su permanencia en la
mucosa del eso6fago.

MATERIAL Y METODOS

Entre mayo de 2004 y marzo de 2005 acudimos semanalmente a un matadero local, en el que
se sacrifican bovinos procedentes de diversas zonas del noroeste de Esparia, preferentemente
de Galicia. Tras la evisceracién de los animales en la cadena de sacrificio se recogieron,
aproximadamente 20 eso6fagos sobre los que se investigo la presencia de L-1, para el
diagnéstico de H. lineatum. Los muestreos se dieron por finalizados cuando, durante tres
visitas consecutivas, no se observaron L-1 de H. lineatum en ningln eso6fago. De cada animal
muestreado se recopilaron los siguientes datos: municipio y provincia de procedencia, edad y
raza. Con respecto a la edad de los animales se establecieron tres grupos: < 4 afos, 5-9 afios y
210 afios para comparar los resultados respectivos.

Galicia por su situacién en el Noroeste de la Peninsula Ibérica, tiene un clima oceanico, con
inviernos frios y lluviosos y veranos calurosos y secos. No obstante, en su territorio hay
variaciones climaticas ostensibles que permiten diferenciar zonas climaticas distintas. Para
estudiar la influencia del clima y de la zona geografica de procedencia de los animales, se
establecieron, cuatro areas o zonas climéticas en Galicia: Centro, Montafia, Costa y Transicion,
basandonos para ello en la clasificacion de Carballeira et al. (1983) (Figura 1).

Se utilizé el analisis de varianza multifactorial para determinar si habia diferencias
significativas en la intensidad de parasitacion teniendo en cuenta la procedencia, raza y
edad de los animales.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 104 eséfagos parasitados (19,3%) se extrajeron un total de 720 L-1, con un ndmero
medio de larvas por es6fago considerado como moderado (6,92 + 6,2); que resulté inferior a
lo hallado por Panadero et al. (1998) y Fernandez et al. (2005) en Galicia y por Martinez-
Moreno (1992) y Hurtado (1997) en Andalucia y Caceres, respectivamente.

La distribuciéon del numero de L-1/ es6fago puede verse en la Figura 2. En la mayoria
(59,6%) de los eso6fagos parasitados se hallaron entre 1 y 5 larvas, y Unicamente en el 2,9%
se observaron mas de 30 larvas 1 de Hypoderma lineatum. Si se considera que en un
estudio previo realizado en Galicia por Panadero et al. (1998) el porcentaje de es6fagos que
albergaban mas de 30 larvas era del 8,8%, por lo que se deduce que la intensidad de
parasitacion ha experimentado una reduccion en estos afios transcurridos.

Al tener en cuenta las zonas climaticas (Figura 3), se advierte que estd mas parasitada la
montafa (9,6+7,8), seguida de cerca por la costa (9,1+13,3), centro (7,519,6), y finalmente,
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la zona de transicion (6+7,6). Las diferencias halladas no fueron estadisticamente
significativas (p>0,05), por lo que, de acuerdo con Panadero et al. (2000), podemos afirmar
que si bien la zona climatica puede condicionar el porcentaje de parasitacién por H.
lineatum, sin embargo, no parece influir sobre el numero de larvas 1 recogidas de cada
esofago. Esta situacién podria explicarse si se considera que en la zona de montafa la
temperatura media durante el estudio fue menor lo cual reduciria la eficacia de puesta de las
moscas. Ademas, al ser la prevalencia mas elevada en la zona de la montafa, es probable
que los animales hayan desarrollado mayor resistencia frente a las reinfestaciones
(Panadero et al., 2000).

Con respecto a la raza (Figura 4) la mas parasitada fue la Rubia Gallega (10,8+14,1),
seguida por los cruces (7,8+7,4) y la frisona (6,4+7,8). No obstante, en nuestro estudio estas
diferencias no fueron significativas (p>0,05).

Nuestros resultados no concuerdan con lo descrito por Benahkla et al. (1993) en Argelia,
quienes observaron que la raza frisona presentaba, en general, mayor nimero de barros
que otras razas autoctonas lo que atribuyeron al grosor de la piel.

Al tener en cuenta la edad de los animales muestreados (Figura 5) vemos que la intensidad
de parasitacion fue muy similar en los diferentes grupos, de modo que no se encontraron
diferencias significativas entre ellos (p>0,05). Estos resultados tampoco coinciden con lo
obtenido por Benakhla et al., (1993) y Panadero et al., (1995), quienes indican que los
animales mayores tendian a presentar intensidades de infestacién mas bajas debido,
probablemente, a que los contactos previos con las larvas del parasito ejercen un cierto
grado de proteccion cuya valoracion no resulta sencilla en condiciones de campo.
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NIVELES LEUCOCITARIOS CIRCULANTES EN GANADO VACUNO DURANTE LA FASE
ESOFAGICA DE Hypoderma lineatum (DIPTERA: OESTRIDAE)

Vazquez, L., Panadero, R., Dacal, V., Cienfuegos, S., Fernandez, G., Diez, P., Morrondo, M?
P., Lépez, C.*
Parasitologia y Enfermedades Parasitarias. Dpto Patologia animal. Facultad de Veterinaria
de Lugo. Universidad de Santiago de Compostela. 27002 Lugo. *clopez@lugo.usc.es

INTRODUCCION

La hipodermosis es una miasis que afecta preferentemente al ganado vacuno mantenido en
pastoreo. Su importancia se ha puesto de manifiesto en diversos estudios efectuados en
Leodn, Asturias, Galicia, Andalucia, Extremadura. A pesar de disponer de farmacos eficaces,
los porcentajes de parasitacion siguen siendo altos en amplias zonas de nuestro pais y de
otros europeos, africanos y americanos. La migracion intraorganica de las larvas 1 de
Hypoderma spp. provoca respuesta inmunitaria tanto humoral como celular. La primera se
estudiado ampliamente con numerosas técnicas que detectan anticuerpos (Colwell y Baron,
1990; Panadero et al., 2000) y antigenos parasitarios (Panadero y col., 2002); sin embargo,
no se ha demostrado relacién entre los niveles de inmunoglobulinas séricas y el grado de
resistencia alcanzado por los animales (Pruett y Barret, 1985, Panadero, 1996). Por el
contrario, Nelson y Weintraub (1972) y Baron y Weintraub (1987) encontraron cierta
correlacion entre la intensidad de la respuesta inmunitaria celular y la mortalidad larvaria en
el hospedador, especialmente durante la fase de penetracion de las larvas. En esta
respuesta celular cutanea se han identificado y cuantificado diversas poblaciones celulares
(Lopez et al.,, 2005).

Cada una de las poblaciones leucocitarias desempefia funciones especificas en los
mecanismos inmunitarios, y su mayor o menor demanda en los tejidos responde a estimulos
especificos que seran los que determinen su presencia en la circulacién sanguinea.

El objetivo este estudio es observar si esa respuesta cutanea inicial, de importancia para la
resistencia frente a la infestacion por Hypoderma, se mantiene posteriormente durante la
fase interna de la infestacién y si se traduce en cambios en las poblaciones leucocitarias
sanguineas.

MATERIAL Y METODOS

Durante el periodo en el que las larvas 1 de H. lineatum se encuentran en su fase esofagica
(junio-febrero) en el noroeste de Espafia (Fernandez, 2005) se tomaron muestras de sangre
de 92 vacas sacrificadas en un matadero de Lugo. La sangre se recogi6é en tubos Vacutainer
con anticoagulante (EDTA). Tras su evisceracion se recogieron eséfagos y se investigo la
presencia larvas de Hypoderma lineatum en la submucosa esofagica.

Las muestras de sangre se procesaron para determinar diferentes poblaciones leucocitarias
(granulocitos, monocitos y linfocitos) mediante un contador hematolégico semiautomatico
(ABACUS Junior Vet; DIATRON, Viena, Austria).

El andlisis de las posibles diferencias entre los niveles leucocitarios de la poblacion de
animales positivos y negativos se hizo con una prueba de regresion logistica. También se
analiz6 la correlacién entre el nUmero de larvas de H. lineatum observadas en cada es6fago
y los valores de las tres poblaciones leucocitarias estudiadas. Los programas estadisticos
utilizados fueron OS4, v.1 rev.9 (William G. Millar, enero 2007) y SPSS v.14.02 (SPSS Inc.,
1989-2005).

RESULTADOS
De los 92 animales examinados, 46 resultaron positivos a Hypoderma lineatum y en los
otros 46 no albergaban larvas. En la figura 1 se observa que los recuentos de granulocitos
en los animales negativos son inferiores a los de los infestados, mientras que las cifras de
linfocitos son muy similares en ambas poblaciones y las de monocitos fueron mas elevados
en las vacas no parasitadas.
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Figura 1. Resultados de las poblaciones leucocitarias en los bovinos positivos (o)
y negativos (m)

No obstante, el modelo general de regresién logistica no muestra diferencias significativas
en los resultados de las células estudiadas, tomadas en conjunto, entre los animales
positivos y negativos ( y ?= 1,622; p= 0,654). Consideradas individualmente, ninguna de las
poblaciones leucocitarias estudiadas es capaz de discriminar animales positivos de
negativos (p= 0,252, OR (Odds ratio)= 1,0002+0,0003, p= 0,568, OR= 1,0002+0,0007 y p=
0,537, OR= 0,9999+0,0003 para granulocitos, monocitos y linfocitos, respectivamente).

La tabla de contingencia que muestra la identificacién de los animales mediante la regresion
logistica frente a la observada al examinar los eséfagos se muestra en el cuadro siguiente:

Esperados
Negativos | Positivos | Total
Negativos 24 22 46
Observados |5 itivos 26 20 46
Total 50 42 92

Tampoco ha habido correlacion entre las diferentes poblaciones leucocitarias y el nimero de
L1 alojadas en cada animal (Correlacion de Pearson: p= 0,997, p= 0,323, p= 0,498, p= 0,246
para la poblaciéon leucocitaria en conjunto, granulocitos, monocitos vy linfocitos,
respectivamente).

DISCUSION
Los resultados del estudio no han podido demostrar diferencias entre las poblaciones
leucocitarias circulantes en animales infestados por Hypoderma durante su fase esofagica y
los que no lo estaban. Esto concuerda con lo obtenido por otros autores (Nelson y
Weintraub, 1972; Colwell, 1985, Nelson, 1987; Panadero, 1996), quienes detectaron un
aumento significativo en los niveles de glébulos blancos en general, y de eosindfilos y
monocitos en particular, coincidiendo con las primeras fases de migracion larvaria y durante
la movilizacion posterior de las L1 hacia el dorso y su transformaciéon en L2 y L3; esta
situacion difiere de lo observado durante la permanencia de las larvas en los lugares de
reposo. De acuerdo con Gingrich (1980) esto se deberia a que durante la fase de reposo
invernal, el escaso estimulo antigénico ejercido por las larvas reduce notablemente la
respuesta celular sea poco marcada. Durante este periodo de reposo, la escasa respuesta
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celular se traduciria en una baja tasa de mortalidad larvaria. Por el contrario, la mayor
destruccion larvaria tendria lugar durante la penetracion de la piel o durante la migracion las
larvas al dorso de los animales. No obstante, la determinacion de la respuesta celular
circulante en casos de infestacion Hypoderma requiere tener en cuenta el numero de
infestaciones previas que hayan sufrido los animales.
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ALGUNOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EN OVEJAS INFECTADAS POR Teladorsagia
circumcincta ALIMENTADAS CON UNA DIETA HIPOPROTEICA
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INTRODUCCION

Los tricostrongilidos del tracto gastrointestinal son muy frecuentes en los rumiantes en
pastoreo de todo el mundo. Desde hace afos, se ha estudiado con interés la influencia de la
nutricion sobre la resistencia a las infecciones por estos parasitos, debido a que los
animales sometidos a un estado nutricional por debajo de las necesidades requeridas
tendran mas dificultades para controlar la infeccion que los que no lo estén. En este trabajo
hemos estudiado la dinamica de algunos parametros bioquimicos en ovejas resistentes y
susceptibles a la infeccion por Teladorsagia circumcincta alimentadas con una dieta
hipoprotéica.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé con un grupo de 22 ovejas adultas de raza Churra, de las que 11 eran
susceptibles a la infeccién por T. circumcincta y 11 resistentes. Desde un mes antes de
comenzar el ensayo hasta que finalizd, 42 dias post-reinfeccion, las ovejas se alimentaron
con una dieta hipoprotéica. El dia 0, los animales se infectaron con 30.000 L3 de T.
circumcincta 'y a los 7 dias se desparasitaron albendazol (7,5 mg/kg). Después de 7 dias, se
reinfectaron con 60.000 L3. Durante todo el ensayo, y previamente al mismo, se tomaron
muestras de sangre a todos los animales para determinar los siguientes parametros:
proteinas totales, albumina, calcio y fosforo. Los analisis se realizaron en el LTI (Laboratorio
de Técnicas Instrumentales) de la Universidad de Leon.

RESULTADOS
Los valores iniciales la las proteinas totales (g/dl) (Fig. 1) se encontraban por debajo de los
normales para una oveja adulta (6-7,5 g/dl) (Benjamin, 1984). Aunque aumentaron
ligeramente durante la infeccidn, después de la reinfeccién se normalizaron. Al comparar los
valores entre los animales resistentes y susceptibles, no se observaron diferencias
significativas.

Fig. 1. Niveles de proteina total (g/dl) Fig. 2. Niveles de albumina (g/dl)
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En cuanto a la determinacion de la albumina sérica (Fig. 2), se observdé un aumento
progresivo, desde valores normales hasta alcanzar un maximo de 3,22 g/dl el dia 35 post
reinfeccién en el grupo de animales resistentes. Estas cifras, que son superiores a las
normales (2,96 g/dl) (Benjamin, 1984), suelen asociarse a un estado de deshidratacion en
los animales. Durante el ensayo, la albumina fue mas alta en los resistentes que en los
susceptibles, pero tampoco hubo diferencias significativas entre ambos grupos.
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Fig. 3. Relacion albumina/proteina total
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Sin embargo, al determinar el ratio albumina/proteinas totales (A/P) (Fig. 3); es decir, la
proporcidn que representa la albumina en relacién a las proteinas totales, se comprobé que
la relacion era diferente para ambos grupos inmediatamente después de la primera
infeccion, siendo mayor en las ovejas resistentes que en las susceptibles hasta el final del
experimento. Ademas, hubo diferencias significativas (p < 0,01) entre ambos grupos los dias
-10, -3, 4, 35 y 42 post reinfeccion.

También se midieron los valores séricos de calcio y fosforo. Los niveles del calcio (Fig. 4)
mostraron un ligero incremento durante el estudio y con una cinética muy similar en los dos
grupos, sin apreciarse diferencias entre ambos. De todas formas, los valores se situaron
siempre dentro de la normalidad (2-3 mmol/l) (Kelly, 1972). También se determind la relacién
entre los valores de calcio y los niveles de albumina en suero a lo largo de todo el ensayo.
En este caso se encontré una relacion significativa (p < 0,01) entre ambos parametros ya
que la mitad del calcio presente en el suero se encuentra unido a la albumina.

Fig. 4. Niveles de calcio (mmol/l) Fig. 5. Niveles de fésforo (mg/dl)
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Al determinar los valores séricos del fosforo (Fig. 5) se observé un incremento progresivo del
mismo pero siempre dentro de la normalidad (5-8 mg/dl) (Kelly, 1972). La cinética, tanto en
el grupo resistente como en el susceptible, fue similar, sin observarse diferencias
significativas entre los animales.

Por otra parte, se calcul6 el ratio calcio/fésforo (Ca/P) (Fig. 6) a lo largo del experimento y se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos el dia 17 post reinfeccion.

Fig. 6. Relacion calcio/fosforo
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DISCUSION
Durante este estudio se han estudiado algunos parametros bioquimicos en ovejas —
resistentes y susceptibles a T. circumcincta- infectadas experimentalmente con el nematodo
y sometidas a una dieta hipoprotéica.

El descenso del ratio A/P, principalmente en los ovinos susceptibles, se debié a un aumento
de los valores de las proteinas totales (globulinas y albumina). Encontramos diferencias
significativas (p < 0,01) entre ambos grupos los dias -10, -3, 4, 35 y 42 post reinfeccion.
Teniendo en cuenta que en un estudio previo (Martinez-Valladares y col., 2005), no se
encontraron diferencias significativas entre los animales resistentes y susceptibles en el
titulo de IgA, las diferencias en la relacion A/P podrian deberse a otras globulinas, que no
han sido identificadas durante el ensayo. En condiciones de hipoproteinemia y con el fin de
diferenciar animales susceptibles de resistentes a la infeccion, ademas de conocer el titulo
de IgAs, es necesario comparar las albuminas y las proteinas totales ya que engloban los
anticuerpos de naturaleza protéica.

En cuanto a los niveles de calcio y fosforo en sangre, se han observado valores dentro del
rango normal aunque si puede ser de utilidad el ratio Ca/P para describir las diferencias
entre ambos grupos.
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INTRODUCCION
En nuestro pais, uno de los problemas parasitarios que tiene mayor trascendencia
econdmica y sanitaria en los pequefos rumiantes es la tricostrongilidosis, que afecta al 80-
95% de los rebafios. Con independencia de datos puntuales, en general estas infecciones
son responsables del 30% de las pérdidas en las producciones animales, asociadas a una
disminucién de la ganancia de peso y de la produccién de leche.

Su control debe apoyarse en el conocimiento de la epidemiologia, la administracion de
antihelminticos y un manejo adecuado. En la practica, se basa en la aplicacion estratégica
de antihelminticos de amplio espectro, ya sea solos o combinados con los de espectro
reducido para controlar otros procesos parasitarios, como la fasciolosis (Sangster, 1999;
Jackson y Coop, 2000).

Sin embargo, el uso inadecuado de los antihelminticos ha favorecido la aparicion y el
desarrollo de poblaciones de parasitos resistentes, lo que constituye un serio problema
porque limita las posibilidades de uso de muchos antiparasitarios. En la practica, la
resistencia antihelmintica (RA) aparece cuando una parte de la poblacion parasita tolera
dosis terapéuticas de un antihelmintico que es eficaz contra otras poblaciones de la misma
especie.

La RA en ftricostrongilidos es un fendmeno mundial y afecta a las tres familias de
antihelminticos de amplio espectro estando implicados los principales géneros de
tricostrongilidos: Haemonchus, Teladorsagia y Trichostrongylus. En otros paises existe
mucha informacién al respecto (Sangster, 1999; Jackson y Coop, 2000); los niveles de
prevalencia mas elevados se han denunciado en Sudamérica, Sudafrica, Australia, pero
también en algunos paises de nuestro entorno, como UK, donde comprometen la viabilidad
de las propias explotaciones.

En Espafia se necesitan estudios en todo el pais para determinar la extension del problema.
No obstante, diversos trabajos realizados por nosotros han puesto de manifiesto que mas
del 15% de los rebafios que hemos estudiado presentan resistencia a los bencimidazoles o
a las lactonas macrociclicas; y que en el caso de los imidazotiazoles, las cifras se aproximan
al 35%.

Por tanto, actualmente el control de la tricostrongilidosis debe ser integrado, con objetivos
bien definidos destacando entre ellos evitar la aparicién y el desarrollo de la RA. Entre las
repercusiones de la aparicion de RA hay que sefalar que una vez que se ha seleccionado
una poblacion resistente a un farmaco, en la mayoria de los casos no hay retorno a la
susceptibilidad, aunque se utilicen farmacos con distinto mecanismo de accion en los
siguientes tratamientos (Jackson y Coop, 2000).

Con objeto de mejorar el control de las tricostrongilidosis, hemos realizado -en condiciones
experimentales y durante varias generaciones- la seleccion de una cepa de nematodos
gastrointestinales resistente a ivermectina y levamisol para conocer la evolucion de la RA 'y
la posible reversién de la misma.

MATERIAL Y METODOS
A partir de las especies parasitas recuperadas en el coprocultivo post-tratamiento de una
explotacion con resistencia a la ivermectina y al levamisol mediante el método de reduccién
de huevos en las heces —FECRT- (Coles et al., 1992) y el ensayo de inhibicion de la
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ingestion larvaria —LFIA- (AIvarez-Sénchez et al, 2005), se ha llevado a cabo,
paralelamente, una seleccion in vitro e in vivo frente a ivermectina y levamisol.

En la seleccién in vitro se utilizdé el ensayo de motilidad larvaria (LMA). Esta técnica se
basa en la capacidad de las larvas 3 (L3) de migrar a través de una malla cuando se
incuban en un medio con antihelmintico. Para ello, se afiadieron unas 5.000 L3 sobre una
malla de nylon de 3 cm y un diametro de poro de 30 um que se colocé dentro de uno de los
6 pocillos de una placa microtiter. Se incubaron durante 2,5 horas a 23°C en una dilucion de
ivermectina (Merial) o levamisol (Sigma). La dilucion de ivermectina y levamisol utilizada en
el proceso de seleccion se calculd a partir de la DEsy obtenida en el LFIA. Finalmente, se
recogieron las L3 que migraron al fondo de la placa.

Con las larvas recuperadas en el LMA, se infectaron corderos donadores. A los 30 dias
post-infeccion se procedié a realizar la seleccién in vivo, para lo cual se trataron los
corderos donadores con un 25% de la dosis recomendada de ivermectina (IVOMEC®,
Merial) y levamisol (ENDEX®, Novartis) durante los tres primeros tratamientos. En los dos
siguientes se utilizé el 40% de la dosis recomendada para ambos farmacos. Se realiz6 el
recuento de huevos antes y después del tratamiento y un coprocultivo post-tratamiento para
recuperar las L3 que se emplearon en la siguiente fase de seleccion. Con el fin de hacer un
seguimiento de las cepas seleccionadas se realizaron varios LFIA para cada antihelmintico
en cada generacion y se calculd el porcentaje de eficacia.

RESULTADOS Y DISCUSION
El porcentaje de eficacia del levamisol y la ivermectina frente a la cepa utilizada en el
estudio, mediante la realizacion del FECRT, fue del 86,54% y del 94,23%, respectivamente.
Ademas, la DEsy observada en el LFIA fue de 0,3 ug/ml para el levamisol y de 0,0063 pg/ml
para la ivermectina, ambas por encima de los valores descritos en las cepas susceptibles
(Alvarez-Sanchez et al., 2005).

En el coprocultivo realizado antes del tratamiento, se observaron las siguientes especies: T.
circumcincta (6%), Trichostrongylus spp. (41%), Chabertia ovina (49%) y H. contortus (4%).
Los resultados del coprocultivo tras el tratamiento con ivermectina fueron: 75%
Trichostrongylus spp, 14% T. circumcincta y 11% H. contortus; mientras que tras el
tratamiento con levamisol: 47% T. circumcincta, 49% Trichostrongylus spp y 4%
Nematodirus spp.

Seleccién de resistencia frente a ivermectina.

Las larvas obtenidas de los coprocultivos post-tratamiento con ivermectina, se seleccionaron
durante cinco generaciones sucesivas. En cada una, se llevaron a cabo diez LFIA para la
deteccion de la resistencia a lactonas macrociclicas e imidazotiazoles, ademas de la
FECRT. Después del tratamiento con ivermectina (0,2 mg/Kg), se observd un descenso en
los porcentajes de reduccion desde la poblacion inicial -generacién 0- (94,23%) hasta la 5°
generacion (60,70%). La reduccion fue mas marcada entre la 1° y la 3° generacion,
descendiendo de 90,50% a 70,35%. La especie mas resistente a ivermectina fue H.
contortus.

En el LFIA con ivermectina se produce un incremento estadisticamente significativo de las
DEs, desde la 1° a la 5° generacion. Ademas, las DEs, presentan diferencias significativas
con las especies susceptibles de referencia y a medida que transcurre el proceso de
seleccion, se aproximan los valores de las cepas resistentes de laboratorio.

En el LFIA con levamisol, también hay diferencias significativas en las DEs, a medida que
avanza el proceso de seleccion. Sin embargo, en este caso descienden las DEs, desde la 1°
a la 5° generacion, siendo mas marcado entre la 1° y la 3° generacion. Ademas, las DEs, de
la generaciéon 0, 1 y 2 presentan diferencias significativas con las cepas susceptibles de
referencia, mientras que no se observan estas diferencias con las DEsy de las generaciones
3, 4 y 5. Por tanto, se produce una reversion a la susceptibilidad al levamisol tras la
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seleccion de resistencia a la ivermectina, no observandose diferencias significativas en la
DEs, a partir de la 3° generacion.

Seleccién de resistencia frente a levamisol

Como en el caso anterior, las larvas obtenidas de los coprocultivos post-tratamiento con
levamisol se seleccionaron durante cinco generaciones sucesivas. Asi, tras el tratamiento
con levamisol (7,5 mg/Kg), se observo un descenso en los porcentajes de reduccion desde
la generacion 0 (86,54%) hasta la 5° (46,30%). Esta reduccion era mas marcada entre la 1°
y la 3° generacion, descendiendo de 79,50% a 57,50%. La especie mas resistente a
levamisol fue T. circumcincta.

En el LFIA con ivermectina, se produce un descenso de las DEs, desde la 1° a la 5°
generacion y se observan diferencias significativas con las especies susceptibles de
referencia, mientras que a medida que transcurre el proceso de seleccion, la diferencia con
las DEsy de las cepas resistentes de laboratorio aumenta. Por tanto, no se produce una
completa reversioén a la susceptibilidad.

En el LFIA con levamisol, hay diferencias significativas entre la 1° y la 5° generacion. Sin
embargo, entre la 1° y la 2° generaciéon no hay estas diferencias. Estos resultados indican
que el proceso de seleccidon de resistencia frente al levamisol es mas lento que frente a la
ivermectina, donde si se observan diferencias significativas entre las DEs, de cada
generacion.

Es dificil explicar las razones por las que no ha habido reversion de la resistencia a
ivermectina en el proceso de seleccién con levamisol, mientras que al contrario si se ha
producido. Sin embargo, la naturaleza multifactorial del proceso de seleccion y el tipo de
mecanismo de resistencia condicionan que los genes que confieren resistencia se acumulen
en mayor o en menor medida en la poblacién, pudiendo ser ésta una de las posibles causas
(Waller et al., 1988).
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INTRODUCCION

Las condiciones favorables para el desarrollo externo de los parasitos que aporta el riego de los
pastos unido a la intensificacién proporcionada por el manejo reproductivo y por el aumento de
la carga ganadera de los sistemas de produccion de regadio, ha dado como resultado un
incremento importante de las infecciones por nematodos gastrointestinales, con fuerte
presencia de Haemonchus contortus (Tarazona et al., 1985). La pérdida de la inmunidad
adquirida frente a los nematodos gastrointestinales (NGI) en torno al parto (Lloyd, 1983) va
acompafada de un aumento de la excrecion fecal de huevos de parasitos en las ovejas que
propicia la contaminacién masiva de los pastos en un periodo en el que hay animales jévenes,
que son particularmente sensibles a la infecciéon (Brunsdon, 1966; Armour, 1980). La
trascendencia de este fenémeno, conocido como “periparturient rise” (PPR), en la
epidemiologia de las infecciones por NGI es tan manifiesta que la desparasitacion de las
ovejas en torno al parto es una medida habitual para el control de la infeccién (Taylor et al.,
1990). El PPR ha sido bien documentado por Barger (1993), sin embargo los mecanismos que
lo inducen son complejos y todavia hoy no bien conocidos. En las dos ultimas décadas se ha
puesto en evidencia que el estado nutritivo del huésped es un factor importante en la relacién
huésped-parasito y podria jugar, por tanto, un papel decisivo en la aparicion del PPR. El fuerte
aumento que la resistencia a los antihelminticos ha experimentado en las ultimas décadas
(Leathwick et al,2001), asi como la creciente demanda de productos de calidad y
saludables, exigen el desarrollo de métodos de control menos dependientes de los
tratamientos farmacolégicos. En este contexto, se hace indispensable conocer el ritmo y las
causas asociadas a la excrecién de huevos en torno al parto para poder implementar
aquellas alternativas no farmacolégicas que limiten su impacto en los ciclos de infeccion. El
objetivo del presente trabajo fue estimar el modelo anual de excrecién de huevos en
rebafios ovinos de regadio que realizan tres partos cada dos afios y valorar la posible
implicacion del balance energético de las ovejas sobre la eliminacion de huevos durante el
periparto.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realizé durante tres afios consecutivos sobre 60 ovejas de raza Rasa
Aragonesa de 2-4 afos de edad, que formaban parte de un rebafio de 400 animales,
naturalmente infectado por nematodos gastrointestinales que no recibié ningun tratamiento
antihelmintico durante el periodo experimental. El rebafio se mantuvo en pastoreo rotacional
sobre praderas permanentes de festuca - alfalfa entre marzo y noviembre, mientras que
entre diciembre y febrero el pastoreo se realizé sobre nabo forrajero. El manejo reproductivo
siguié un sistema de 3 partos / 2 afios, con parideras en febrero, junio y octubre. Las ovejas
experimentales estuvieron distribuidas homogéneamente en las épocas de paricion, y los
corderos nacidos se criaron con sus madres hasta los 50 dias en que fueron destetados.

Cada dos semanas durante todo el ensayo se determiné la excrecién fecal de huevos de
cada oveja experimental por el método de McMaster (Raynaud, 1970) y el porcentaje de
géneros presentes mediante coprocultivo de larvas. Con la misma periodicidad se evalud la
condicién corporal de las ovejas del rebafio por el procedimiento de Russel et al., (1969). A
intervalos semanales se valord la contaminacion larvaria de la hierba en una de las praderas
de la explotacion, siguiendo la técnica de Taylor (1939).

Los analisis estadisticos fueron realizados mediante ajuste de modelos lineales generales
(SAS, SAS Institute Inc., Cary, NC). Previo a los analisis los datos fueron normalizados,
mediante la transformacion log (n + 1) para el recuento de huevos y arcoseno para el porcentaje
de géneros en coprocultivo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La evolucién de la contaminacion de la hierba por larvas infectantes de nematodos
gastrointestinales fue muy similar durante los tres afios de estudio. Anualmente se
observaron tres periodos de maxima contaminacion (Fig. 1). El primero, entre enero y abril,
estuvo constituido por larvas trashibernantes y mostré a mitad de febrero los valores mas
elevados; el segundo desde el inicio de junio hasta finales de julio, procedié de los huevos
excretados por las ovejas durante la primavera y alcanzé el maximo valor en la segunda
mitad de junio. El tercero aparecié entre octubre y noviembre y tuvo su origen en los huevos
excretados durante el verano e inicio del otofio. El riesgo de infeccién para los animales
difiri6 notablemente entre estos tres periodos, mientras que el primero no tuvo
practicamente significacion por estar los animales pastando las praderas de nabos, los otros
dos representaron periodos de riesgo real de infeccion.

El ritmo de eliminacion de huevos mostré una evolucién analoga en los tres afios de estudio,
tanto para las ovejas gestantes como vacias, ajustdndose a un modelo bimodal, con
maximos durante el verano y otofio (Fig. 1). Durante los primeros meses del afio la
excrecion de huevos se mantuvo en un nivel moderado y similar en todos los animales, no
observandose indicacién alguna de la existencia de fenomeno del PPR en el modelo de
excrecion de las ovejas gestantes durante la paridera de febrero. Sin embargo, en las
parideras de junio y octubre las ovejas gestantes mostraron un aumento significativo
(p<0,001) de la excrecion de huevos respecto a las vacias que también aumentaron, que
fueron precedidos o coincidentes con fuertes incrementos de la poblacion de larvas
infectantes en la hierba. En estas 2 épocas, los recuentos de huevos en torno al parto
siguieron el patron del PPR descrito en la literatura (Salisbury y Arundel, 1970; Armour,
1980; Barger, 1993), comenzando a aumentar cuatro semanas antes del parto y alcanzando
un valor maximo alrededor de la cuarta semana post-parto para descender posteriormente
hasta situarse en valores proximos a los observados al inicio del periodo considerado a las
12 semanas del parto.

Este modelo de excrecién de huevos aparecié negativamente asociado a la evolucion del
balance energético que presentaron los animales, estimado a partir de la condicién corporal
(CC), que mostré un drastico descenso entre las 6 semanas previas y las 6 posteriores al
parto como consecuencia del diferencial energético entre ingestién y demanda de nutrientes
durante el final de gestacion e inicio de lactacion. A partir de ese momento, las menores
necesidades para la produccion de leche se tradujeron en un balance energético positivo
con el consiguiente aumento de la CC de las ovejas.

La clara asociaciéon observada entre los niveles de reservas energéticas y la respuesta inmune
frente a los NGI (Valderrabano et al., 2002; Valderrabano y Uriarte, 2003) sugiere que el
desarrollo del fenomeno del PPR es consecuencia de un mayor nivel de anidacién y desarrollo
larvario derivado de la inmunodepresion asociada al balance energético negativo que tiene
lugar en torno al parto (Valderrabano et al., 2006). Esto explicaria la ausencia de PPR en la
paridera de febrero ya que el manejo del pastoreo invernal impidié el contacto de los animales
en la fase de inmunodepresion con la poblacion de larvas infectantes de la pradera.

Los resultados del presente trabajo parecen indicar que el PPR es un fendmeno de origen
multifactorial en el que deben concurrir la presencia de larvas infectantes en el pasto como
factor determinante y la inmunodepresion en torno al parto como predisponente y modulador
de su expresion. Asi mismo sugieren, que la implementacién de medidas de control
conducentes a la obtencion de pastos limpios en primavera y el manejo adecuado de la
alimentacion al inicio de la gestacion podria ser una estrategia adecuada para reducir la
utilizacion de antihelminticos.
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Figura 1. Evolucion anual de la excrecion de huevos en
rebafos con 3 partos / 2 afos
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INTRODUCCION
El acaro ectoparasito Varroa destructor fue detectado por primera vez en Portugal en el afio
1986 (Belchior, 1996). Desde entonces se distribuyé por todo el pais y aun hoy es el agente
causante de la principal patologia asociada a nuestras colonias de abejas meliferas. Sus
multiples consecuencias perjudiciales, directas o indirectas, son largamente reconocidas a
nivel mundial, particularmente por su relevancia econémica y ambiental.

En Portugal existen, dos acaricidas homologados para el tratamiento de la Varroasis, cuyos
principios activos son el fluvalinato y el amitraz, con las designaciones comerciales de
Apistan® y Apivar®, respectivamente. Una dependencia casi exclusiva de estos principios
activos (con alguna frecuencia utilizados de forma repetida y desordenada) ha llevado, entre
otras consecuencias negativas, a una gran presién de seleccién sobre las poblaciones
nacionales de Varroa, con la posibilidad de aparicion de fenémenos de resistencias.
Ademas, son varios los relatos en la comunidad cientifica que comprueban el fenémeno de
una creciente resistencia del parasito Varroa destructor a los acaricidas sintéticos mas
usados en la lucha contra la Varroasis, en colonias de abejas meliferas europeas y
americanas (Colin et al, 1997; Mozes-Koch et al, 2000; Thompson et al, 2002; Trouiller,
1998 y 2001).

Un proyecto de ambito nacional surge asi, con base en la necesidad de clarificar, en el
contexto especifico de la apicultura portuguesa, el nivel de la eficacia terapéutica de los
acaricidas que estan disponibles y fueron autorizados por los servicios oficiales. Por lo que,
el objetivo de éste trabajo es testar la eficacia actual del Apistan® en la lucha contra la
Varroasis.

MATERIAL Y METODOS

El muestreo de este trabajo representa el 1% de la cabafa de colmenares existentes en
Portugal Continental. En una primera fase, se han seleccionado al azar cinco apicultores por
concejo que han contestado a una encuesta por teléfono y de donde ha sido posible obtener
informaciones, tales como, la forma de utilizacion de los acaricidas, el nimero de
tratamientos efectuados, las épocas de utilizacién. Asi se garantizaba la posibilidad de que
las poblaciones de Varroa, hospedadas en sus colonias, tenian condiciones favorables para
desarrollar fendomenos de resistencia al Apistan®. De estos cinco apicultores, se eligieron
dos a tres por concejo con el objetivo de realizar visitas a los colmenares. En cada
colmenar, fueron estudiadas 10 colonias, donde fueron recogidas 20 muestras de cerca de
250 obreras adultas por muestra. De estas muestras, 10 fueron utilizadas como grupo
testigo y otras 10 para el rastreo de resistencias al Apistan. De manera a efectuar el primero
“rastreo rapido” a nivel nacional, sobre la posible existencia de poblaciones de Varroa
resistentes al Apistan, fueron realizados estudios de campo, utilizando “kits de campo”,
segun la metodologia descrita por la “National Bee Unit” (Reino Unido).

Se consider6é que, si un estudio de campo presentase una eficacia por debajo del 60%
(porcentaje de mortalidad relativa al nimero total de acaros estudiados en las muestras de
abejas), seria indicador de posibles fendmenos de resistencia a este principio activo. Por lo
que, en la situacién en que los estudios de campo presentaron “eficacias terapéuticas”
inferiores en el 80% se procedid a su repeticion, para la confirmacion de los resultados.
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RESULTADOS Y DISCUSION
A nivel nacional, el 57% de los estudios de campo efectuados para evaluacion de la eficacia
del fluvalinato sobre las poblaciones de Varroa hospedadas en las colonias testadas fueron
conclusivos, revelando colonias con poblaciones de Varroa actualmente ya resistentes a
este principio activo. Estas colonias deberan alcanzar niveles de morbilidad/tasas de
mortalidad afiadidas, si son continuamente tratadas con este principio activo.

La eficacia media nacional de los estudios de campo efectuados en colonias con
poblaciones de Varroa consideradas resistentes al fluvalinato fue del orden del 26%. Este
valor es inferior a cerca de un tercio del valor esperado en poblaciones de Varroa aun
susceptibles.

El nimero medio de Varroas (18) encontradas en cada uno de los estudios de campo
efectuado en colonias hospedadoras de poblaciones de Varroa consideradas resistentes al
fluvalinato confiere credibilidad a la anterior consideracion de la eficacia esperada de los
tratamientos con este principio activo en las mismas colonias (Tabla 1).

Este trabajo evidencia ademas, una fuerte y persistente presion de selecciéon para el
desarrollo de poblaciones de Varroa crecientemente resistentes al fluvalinato. En esta
situacién, debera ser prudentemente ponderada una reduccion significativa del uso
generalizado de este principio activo. Esta reduccion, o su parada temporal, debera ser
encarada como una tentativa para la creacion de condiciones auxiliares de forma a permitir
una regresion natural de la dimensién de este fendmeno de resistencia.
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Tabla 1. Caracterizacion del numero total de Varroas observadas y de la eficacia del fluvalinato
(ambos en colonias hospedadoras de poblaciones de Varroa resistentes), por distrito.

Eficacia terapéutica del Fluvalinato en

. Varroas los estudios de campo efectuados en
Nu(r;r;zg)sde observadas colonias que presentaban poblaciones
Distrito considerados — de Varroa resistentes —
Media estandar Minimo Maximo Media estandar

Aveiro 15 11,0 3,0 6,3 60,0 324 4,6
Beja 57 17,0 2,0 0,0 60,0 24,0 27
Braga 32 17,0 4,0 6,7 60,0 35,7 3,
Bragancga 23 16,0 4,0 0,0 57,9 31,3 4,0
Castelo Branco 67 23,0 2,0 0,0 60,0 29,8 1,9
Coimbra 37 15,0 2,0 5,9 60,0 32,4 23
Evora 134 24,0 2,0 0,0 60,0 17,5 1,6
Faro 36 19,0 3,0 0,0 53,8 22,0 3,1
Guarda 66 13,0 2,0 0,0 60,0 29,5 2,4
Leiria 17 14,0 3,0 0,0 55,6 34,1 41
Lisboa 8 21,0 9,0 20,0 60,0 40,8 6,7
Portalegre 86 19,0 3,0 0,0 60,0 30,2 21
Porto 13 12,0 2,0 15,8 57,1 40,4 3,7
Santarém 37 15,0 2,0 0,0 60,0 25,3 2,8
Setubal 122 21,0 2,0 0,0 60,0 21,0 1,6
Viana Castelo 18 17,0 3,0 9,1 60,0 33,7 41
Vila Real 25 20,0 4,0 0,0 60,0 27,9 4,2
Viseu 90 11,0 1,0 0,0 60,0 27,3 20
Total Nacional 883 18,0 1,0 0,0 60,0 26,4 0,6
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INTRODUCCION

El control de nematodos gastrointestinales en rumiantes se ha basado tradicionalmente en
el uso profilactico y terapéutico de compuestos antihelminticos comerciales (Coop and
Sykes, 2002). Sin embargo, el uso continuo de estos productos ha resultado en la aparicién
a nivel mundial, de resistencia en los nematodos (Waller, 1997). Debido a los crecientes
problemas de resistencia y también debido a la contaminacién que estos antihelminticos
causan tanto al ambiente como a los alimentos de origen animal, algunos investigadores se
han avocado al estudio de formas alternativas de control parasitario. Algunos de los
métodos alternativos son considerados de largo plazo, incluyendo estos la generacion de
ganado con resistencia genética a parasitos y también el desarrollo de vacunas. Alternativas
como el consumo de forrajes ricos en metabolitos secundarios por parte de los animales y el
control bioldgico a través del uso de hongos pueden ser consideradas alternativas de corto
plazo. El estudio del efecto de metabolitos secundarios de plantas sobre el control de
parasitos en ovinos se ha enfocado principalmente en los taninos, el presente trabajo
recopila los primeros resultados obtenidos in vitro usando metabolitos distintos como son las
lectinas.

El término lectinas es usado para todas aquellas proteinas que son capaces de enlazarse
con carbohidratos, no poseen actividad enzimatica y no son producto de una respuesta
inmune. (Goldstein et al., 1980; Varki et al., 1999). Las lectinas han sido encontradas en
plantas, bacterias, invertebrados y vertebrados. Las lectinas provenientes de las plantas son
producidas como metabolitos secundarios de las mismas, con funciones diversas tales
como: regulacion fisioldgica, defensa contra el ataque de patdégenos e insectos, almacén de
proteinas (Pusztai, 1980) y transporte de carbohidratos. El uso de lectinas ha sido estudiado
en diversas ciencias incluyendo la  biologia, bioquimica y medicina, encontrando
aplicaciones diversas para estos compuestos, tales como: la aglutinacién de eritrocitos,
estimulacién mitogénica e inhibicion del crecimiento de tumores (Goldstein et al., 1980;
Hernandez-Cruz et al, 2005).

Trabajos previos demuestran que las lectinas pueden tener efecto directo sobre algunos
parasitos. En éste sentido, Tobata-Kudo et al. (2005) usando larvas L; de Strongyloides ratti
en una prueba de migracion de larvas, encontraron que algunas de las enzimas y lectinas
utilizadas suprimian significativamente la migracién de las mismas. Estos autores sugerian
que las funciones quimo-sensoriales del parasito eran alteradas. Las lectinas utilizadas en
este estudio eran la concanavalina A (ConA), aglutinina del germen de trigo (WGA) y la
aglutinina de la soya o soja (SBA) a concentraciones de 0.5 mg/ml.

El presente estudio se enfoca en el uso in vitro de lectinas vegetales a fin de evaluar su
potencial para el control de parasitos gastrointestinales en ovinos. Para el mismo se utilizo el
ensayo in vitro de inhibicion de ingestion larvaria (Alvarez-Sanchez et al., 2005), con tres
diferentes especies de parasitos gastrointestinales, Teladorsagia circumcincta, Haemonchus
contortus 'y Trichostrongylus colubriformis.

MATERIALES Y METODOS
A partir de las heces de ovinos donantes infectados monoespecificamente, se extrajeron
huevos de las distintas especies de parasitos que fueron incubados por 24 horas a 22 °C.
Luego de la eclosién y una vez obtenidas las larvas de primer estadio (L), estas se
incubaron en lectinas durante dos horas, luego las larvas se alimentaron con 10 pl de E. coli

! Trabajo financiado parcialmente por CDCH-Universidad Central de Venezuela
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fluorescente (5-isotiocianato de fluoresceina-FITC, Sigma Chemical) y luego se incubaron
por otras 18 horas a la misma temperatura. Las larvas con fluorescencia en el tracto
digestivo fueron contadas como larvas alimentadas. Para esta determinacion se usé un
microscopio fluorescente invertido con filtro azul (longitud de onda 470 nm) (Alvarez-
Sanchez et al., 2005). Las lectinas fueron evaluadas en concentraciones de 0.5 hasta 500
pa/ml en triplicado y comparadas con agua destilada como control positivo. Las distintas
concentraciones usadas y el porcentaje de larvas con fluorescencia fueron analizadas
usando ANOVA de dos vias y luego graficadas. Los datos fueron analizados usando el
logaritmo de las concentraciones, a través del analisis Probit a fin de calcular la Dosis Eficaz
50 (DEsp) para cada lectina, que corresponde a la concentracion inhibitoria del 50% de las
larvas expuestas a la lectina. El paquete estadistico utilizado fue el Minitab (Versiéon 13.1,
2000).

RESULTADOS Y DISCUSION
Luego del realizar estudios preliminares con trece lectinas distintas, las 3 mas potentes
fueron escogidas (Lec?, Lec2 y Lec3). Las Figuras 1 a, b y ¢ muestran para las distintas
especies parasitarias, el numero de larvas fluorescentes para el control y las tres lectinas, en
todos los casos se encontré una clara relacion dosis-respuesta. Los resultados que se
muestran en la Tabla 1 senalan los valores de DEsg

Aun cuando todas las lectinas tuvieron un efecto inhibitorio sobre las larvas L4, cuando el %
de larvas alimentadas fue comparada entre lectinas y especies parasitarias, se encontr6é que
Lec1 produjo la mayor inhibicién (P<0.0001) y la especie T. colubriformis result6é ser la mas
susceptible (P=0.0034). Estos resultados encontrados con lectinas y parasitos
gastrointestinales son novedosos y demuestran que aun cuando los taninos han sido
estudiados como los principales metabolitos secundarios de plantas con potencial
antihelmintico, deben incluirse nuevos metabolitos y profundizar la investigacion con éstos
tanto in vitro como in vivo.

Tabla 1. Efecto de las lectinas, expresado como Dosis Eficaz 50 (DEs), sobre larvas
L, de tres especies distintas de parasitos gastrointestinales.

DEs, (ug/ml)
Parasito Lectinas | Media se Rango
Lect 8.26 5.8 6.58 10.97
Haemonchus contortus Lec2 58.65 10.3 42.17 84.17
Lec3 69.39 15.1 46.57 111.03
Lect 7.31 1.6 5.05 11.97
Teladorsagia circumcincta Lec2 59.05 141 37.86 97.94
Lec3 78.86 20.2 49.61 137.46
Trichostrongylus Lect 4.27 0.9 2.84 7.043
colubriformis Lec2 8.06 25 4.56 15.96
Lec3 27.98 9.9 16.02 97.82

se: error estandar
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INTRODUCCION

En los paises desarrollados la produccion de carne de aves en sistemas alternativos es
minoritaria y esta ligada a la calidad de los productos (Castellini ef al., 2002), sin embargo en
los paises en desarrollo aproximadamente el 80% de las aves se cria en libertad (FAO,
1998). Las aves criadas en libertad soportan mayor cantidad y variedad de parasitos que las
mantenidas en explotaciones intensivas (Abebe et al., 1997; Permin et al., 1999). La relacién
hospedador-parasito es compleja y dinamica, pudiendo producir efectos no observables,
disminucién de las producciones, enfermedad e incluso muerte. El propésito de este trabajo
es comparar las producciones de dos lotes de pollos criados en sistemas tradicionales
donde proliferan los parasitos, “en libertad” y “en corral”, con las de otro lote “control”
alimentado con pienso convencional medicado.

MATERIAL Y METODOS
Se emplearon pollos de raza Extremefia Azul que eclosionaron el 1 de julio de 2004 en la
Finca Valdesequera (Badajoz) y se criaron en naves, alimentados con pienso de arranque
convencional medicado con anticoccidiosicos, hasta las 6 semanas de edad, momento en
que se dividieron al azar en lotes que se enviaron a tres fincas colaboradoras.

Los pollos del lote control se alimentaron con pienso convencional medicado y maiz ab
libitum y los ultimos 33 dias tuvieron acceso a una parcela de pradera de regadio donde
nunca se habian criado aves. El lote en libertad accedié libremente al terreno de cultivo de
regadio, aprovechando los restos de postcosecha de maiz y los de frutas y hortalizas. El lote
criado en corral se aliment6 con trigo ab libitum y restos de cultivos horticolas. En el primer
mes se registré mortalidad por aplastamiento: 16% en el lote control y 12% en el libre.

En noviembre, a los 4,5 meses de edad, se sacrificaron 20 pollos de cada lote. Se
registraron el peso en vivo al sacrificio (PV) y el de la canal eviscerada sin cabeza ni tarsos
(PC). Se calcul6 el porcentaje de rendimiento carnico (Rdto=PC*100/PV) y la ganancia diaria
de peso vivo desde el nacimiento al sacrificio (GD=PV/dias edad).

Las muestras para el estudio parasitolégico se mantuvieron congeladas hasta su
procesamiento en laboratorio. La traquea, el proventriculo y la molleja se abrieron
longitudinalmente y se examinaron al microscopio estereoscopico (tras retirar la capa cornea
de la molleja). El eséfago, el buche, el intestino y los dos ciegos se abrieron
longitudinalmente y se introdujeron por separado en recipientes identificados, afiadiendo
agua destilada con 2% de Tween80 hasta cubrirlos. Los es6fagos y buches se maceraron
10-15 dias en frigorifico antes de su observacion con objeto de facilitar el desprendimiento
de la mucosa. De cada tramo intestinal se extrajeron los helmintos de mayor tamafio,
después se raspd la mucosa, extrayendo los mas pequefios con ayuda del microscopio
estereoscopico. Las observaciones se repitieron hasta no hallar parasitos.

La epidermis de los tarsos se mantuvo un mes en agua con 10% de NaOH, del liquido
resultante se colaron y centrifugaron 10cc, con el sedimento se hicieron tres flotaciones en
solucién de sacarosa (d=1,32) que se observaron al microscopio (100X).

Los helmintos se identificaron directamente a la lupa o se observaron al microscopio en una
gota de agua destilada o de lactofenol. Se anot6 el grado de maduracién de los cestodos y
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el sexo de los nematodos. Debido a la labilidad de Davainea proglottina, Amoebotaenia
cuneata e Himenolepis spp. solo se anotd su presencia para calcular la prevalencia.

La identificacion morfolégica de los parasitos se hizo segun las publicaciones de Euzéby
(1981), Soulsby (1987), Khalil et al. (1994), Tarazona (1999), Reid y McDougald (2000) y
Ruff y Norton (2000).

Los datos se analizaron estadisticamente con el programa XLSTAT. Se comprob6 la
normalidad de las distribuciones, se hizo un andlisis de varianza, el test de Fisher y el test
de Student con un 95% de intervalo de confianza, asi como el analisis de la correlacién.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el lote control solo se detectdé un trozo de estrobilo de Hymenolepis spp. en un ave (5%
de prevalencia). Todas las aves de los otros dos lotes estaban parasitadas, siendo mixtas
todas las infestaciones. En el lote en libertad se identificaron 4 especies de nematodos, 5 de
cestodos y 1 acaro, albergando cada ave de 4 a 9 especies, el 85% de los pollos tenian de
5 a 7 especies. En el lote del corral se identificaron 2 nematodos y 3 cestodos, el 50% de los
pollos tenia dos especies, el 30% tres y el 20% cuatro. En el lote en libertad el 100% de las
infestaciones fueron mixtas nematodo/cestodo y en el de corral el 45%. Los resultados
parasitologicos se exponen en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados parasitolégicos en los lotes de pollos mantenidos en libertad y en corral.

Lote en libertad Lote en corral
Parasito Prevalencia Carga de Prevalencia Carga de
Media | Rango Media | Rango
NEMATODOS 100 39 3-341 100 27 9-68
Capillaria annulata 100 39 1-116 0
Capillaria caudinflata 90 8 1-23 0
Ascatridia galli 65 6 1-11 100 13 1-50
Heterakis gallinarum 90 68 1-214 100 13 3-27
CESTODOS 100 41 9-184 40 8 1-23
Raillietina tetragona 100 27 6-63 0
R. echinobothrida 80 18 1-38 30 6 1-22
Raillietina cesticillus 15 8 1-17 20 4 1-13
Davainea proglotina 40 0
Amoebotaenia cuneata 15 0
Hymenolepis spp. 0 15
ACAROS 15 0
Cnemidocoptes mutans 15 0

El lote control consiguié unos resultados productivos (Tabla 2) similares a los de otros dos
lotes de pollos procedentes de la misma incubacién, “ecolégico” y “convencional”, que
fueron criados con pienso en parques exteriores de secano y que tuvieron leves
parasitaciones por un cestodo de patogenicidad moderada, Choanotaenia infundibulum
(Muriel y Garcia, 2005). En cuanto a peso vivo al sacrificio, los lotes criados en libertad y en
corral no difieren significativamente entre si (p=0,303) y si lo hacen con el lote control
(p=0,01).La carga de helmintos difiere significativamente en los tres lotes (p<0,01). El indice
de correlacion entre el peso vivo y la carga total de helmintos es r=—0,49, siendo r=-0,43 la
correlacion con la carga de nematodos y r=-0,40 con la de cestodos. El indice de correlacion
entre el peso vivo y el numero de especies de helmintos albergadas es mas significativo, r=-
0,69 (coeficiente de determinacion r2=0,47).

En Asia, He et al. (1990) estimaron en 8% la pérdida de peso de los pollos infestados por

nematodos y en 16% en caso de infestacién mixta nematodo/cestodo. En Africa, Magwisha
(1997) obtuvo en pollos criados en libertad un 19,3% de ganancia de peso extra tratandolos
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mensualmente con mebendazol. En Sudamérica, Skallerup et al. (2005) cifran la diferencia
en el peso vivo entre pollos tratados y no tratados con antihelminticos 2,5 meses antes del
sacrificio a los 81 dias de edad, en 39%. En el presente estudio, la diferencia de peso vivo
de las aves de los lotes criados en libertad y en corral respecto al lote control fue 37% y 35%
menor respectivamente.

Tabla 2. Resultados productivos de los tres lotes de pollos analizados.

Lote Edad (dias) | PV (gr) PC (gr) | Rdto (%) | GD (gr)
Control 136 2050,26 | 1351,08 64,88 15,08
Libre 135 1287,05 | 839,55 63,53 9,53
Corral 137 1332,23 | 842,80 61,80 9,72

PV= peso en vivo al sacrificio; PC= peso de la canal eviscerada sin cabeza ni
tarsos; Rdto= rendimiento carnico (PC*100/PV); GD= ganancia diaria de peso
vivo desde el nacimiento al sacrificio (GD=PV/dias edad).

La alimentacion deficiente en proteina y las helmintosis condicionaron los resultados
productivos en los dos sistemas tradicionales estudiados. El sistema de cria en libertad fue
econdmicamente mas rentable que la cria en corral pues la alimentacion no fue un insumo.
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INTRODUCCION

Neospora caninum es un protozoo intracelular obligado, considerado en la actualidad
como una de las causas mas frecuentes de aborto en ganado vacuno en todo el mundo
(Dubey et al., 2006). La incidencia de abortos en los animales infectados puede
sobrepasar el 40% ocurriendo la mayor parte de ellos entre el 5° y 7° mes de gestacion.
Las razones por las que ciertos animales abortan y otros no, son desconocidas. A
diferencia de Toxoplasma gondii que estimula una inmunidad protectora tras una infeccién
primaria, N. caninum puede causar repeticion de abortos en el ganado vacuno (Anderson
et al., 1995, Corbellini et al., 2006). De hecho, las terneras nacidas de vacas seropositivas
tienen un mayor riesgo de abortar que las terneras nacidas de madres seronegativas,
(Anderson et al., 1995; Lépez-Gatius et al., 2004).

Se considera que una vaca seropositiva frente N. caninum lo sera durante toda su vida
(Hietala y Thurmond 1999; Davison et al., 1999) y los titulos de anticuerpos pueden
permanecer elevados durante afos (Stenlund et al., 2003), aunque también algunos
estudios han puesto en evidencia fluctuaciones en los titulos de anticuerpos.

En el presente estudio, se analizé el estado serolégico frente N. caninum en una
explotacion con una alta tasa de seroprevalencia y de abortos asociados a N. caninum
durante 3 afios consecutivos. El objetivo del estudio fue analizar las fluctuaciones de
anticuerpos frente N. caninum a lo largo del tiempo y establecer el riesgo de aborto
repetitivo en animales seropositivos y seronegativos que permanecieron los 3 afos en el
explotacion. También analizamos la prevalencia, aborto y repeticion de aborto en la
explotacion completa a lo largo de 3 afios.

MATERIAL Y METODOS

En los tres afios de estudio, la explotacion estuvo compuesta por un total de 259, 222 y 231
animales respectivamente. De ellos, 122 animales permanecieron en la explotacion durante
los 3 afios de estudio. Se trataba de una explotacion de elevada produccion lechera (con
una media de 10.230 kg de leche por vaca y afo) con una tasa de reposicion del 30%.
Todos los animales estaban libres de brucelosis y tuberculosis y habian sido vacunados
frente BVD e IBR. No habia perros en la explotacién. Todos los animales fueron
inseminados artificialmente. El diagndstico de gestacion se baso en ultrasonidos a los 34
dias post-inseminacion y palpacion rectal a los 90 y 180 dias y posterior seguimiento hasta
parto o fecha de aborto. Se registraron todos los abortos que tuvieron lugar entre los 90 y
265 dias de gestacion.

El analisis seroldgico se realizd en las muestras procedentes de la campafa de brucelosis
mediante la técnica de ELISA CIVTEST anti-Neospora (Hipra, Girona) siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial. Seis fetos abortados procedentes de madres
seropositivas y 1 procedente de madre seronegativa fueron analizados mediante técnicas
histolégicas y/o PCR en el cerebro.

Para cada animal se obtuvieron datos de titulo de anticuerpos frente N. caninum, edad,
numero de lactacion (novillas gestantes = lactacion 0), aborto y repeticion de aborto.
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El riesgo de aborto en animales seropositivos y seronegativos se compard mediante test
Chi-cuadrado. Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa
estadistico SPSS 12.0. Los posibles efectos de la edad y lactacién en la seroprevalencia,
o riesgo de aborto se analizaron mediante ANOVA. En todos los analisis el nivel de
significacion estadistica fue de P < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

La seroprevalencia de anticuerpos frente N. caninum en la explotacion completa
disminuy6 del 31,7% el primer afio de estudio al 24,8% en el segundo y al 19,9% en el
tercero, mientras el riesgo de aborto en la explotacién pasoé de un 20,6% el primer afio al
5,6% en el segundo y al 9,9% en el tercero. Estas disminuciones en la seroprevalencia y
riesgo de aborto en la explotacion se debieron a la instauracion de medidas de control en
la explotacion a partir del segundo afio de estudio. Las medidas de control consistieron en
la eliminacién de animales seropositivos a N. caninum que habian abortado y a la
inseminacion de animales seropositivos con semen de ganado de carne, dado que las
terneras hibridas légicamente no permanecen en la explotacion. De hecho, la
inseminacion de vacuno lechero con semen procedente de vacuno de carne reduce el
riesgo de aborto en dichos animales (Lépez-Gatius et al., 2005).

Un total de 414 gestaciones fueron diagnosticadas durante los 3 afios de estudio, de ellos
290 en animales seronegativos y 124 en seropositivos. El riesgo de aborto en animales
seropositivos (39,5%) fue significativamente mayor que en animales seronegativos (1,4%)
indicando una relaciéon causal de los cuadros de aborto y N. caninum en la explotacion.
Ademas se confirmé la presencia del parasito, bien mediante técnicas histolégicas o por
PCR en los 6 fetos de madres seropositivas, mientras el procedente de una madre
seronegativa fue negativo. No hubo efecto significativo de la edad o nimero de lactacion
en la prevalencia observada.

Del total de abortos observados en animales seropositivos, el 51% de los animales
repitieron aborto y de ellos un 36,8% eran animales que habian tenido historial previo de
abortos. En los 122 animales que permanecieron en el explotaciéon durante los 3 afios, la
seroprevalencia de anticuerpos frente N. caninum fue de un 18%, incrementandose a un
21,3% en el segundo y tercer afio de estudio. Unicamente 4 animales seroconvirtieron en
el segundo y tercer afio de estudio, el resto mostré el mismo estado serolégico durante los
3 afos de estudio. De acuerdo con nuestras observaciones, Hasler et al. (2006)
observaron que sélo 2 de 30 animales seropositivos y 1 de 30 seronegativos modificaron
su estado serologico durante la gestacion, indicando una gran estabilidad de los
anticuerpos frente N. caninum en ganado adulto.

De un total de 220 gestaciones analizadas en los 3 afios de estudio en este grupo, 171 en
animales seronegativos y 49 en seropositivos, todos los abortos tuvieron lugar en
animales seropositivos y el porcentaje de animales que presentaron abortos repetitivos
fue de un 61,5%, y un 26,7% de ellos presentaron historial de aborto previo. Una vaca sin
historial de aborto previo, aborté cada uno de los 3 afios de estudio. Anderson et al.
(1995) concluyeron que solo una pequefia proporcion de vacas (<5%) podian repetir
aborto causado por N. caninum. Nuestros resultados indican que en vacas infectadas
cronicamente por N. caninum puede ocurrir un alto porcentaje de abortos repetitivos.
Recientemente, Corbellini et al. (2006) han observado que una vaca con historial previo
de aborto es 2,4 veces mas propensa a abortar un feto infectado por N. caninum que
vacas sin historial previo de aborto. Estos resultados indicarian que las vacas infectadas
por N. caninum que sufren abortos no son capaces de desarrollar inmunidad protectora
frente la infeccién (Thurmond e Hietala, 1997; Corbellini et al., 2006) y la inmunidad
existente no previene el aborto repetitivo en vacas adultas. Por tanto la eliminacion de
vacas que han abortado 2 o mas veces es una medida de control que puede reducir el
riesgo de aborto en la explotacion.

En conclusion, estos resultados indican que la seropositividad frente N. caninum es muy
estable a lo largo del tiempo, y que las vacas infectadas por N. caninum presentan altas
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tasas de abortos repetitivos. En los rebafios infectados, la eliminacion selectiva de vacas
que hayan sufrido aborto repetitivo, y/o la reduccién del nimero de animales seropositivos
nacidos en el rebafo mediante inseminacion con semen de vacuno de carne seria una
estrategia efectiva en la reduccion del riesgo de aborto en las explotaciones. Los datos
confirman la utilidad de un muestreo serolégico anual para detectar la infeccién por N.
caninum en las explotaciones de ganado vacuno lechero y para la aplicacion de medidas
de control en las mismas, de acuerdo con los resultados de Dijkstra et al. (2003) y Larson
et al. (2004).
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INTRODUCCION

La Lengua azul es una enfermedad virica cuyos principales vectores bioldgicos son ciertas
especies de dipteros del género Culicoides, siendo Culicoides imicola el principal vector. El
virus parece infectar a todas las especies conocidas de rumiantes, aunque la enfermedad
suele manifestarse de forma mas severa en el ovino (incluso produciendo la muerte), en
especial en determinadas razas, y en algunas especies de ciervos.

Hasta la fecha, todas las epizootias de Lengua Azul y Peste Equina (cuyo vector también es
C. imicola) acaecidas en la Peninsula Ibérica han estado limitadas geograficamente a la
mitad sur de la misma. Los trabajos pioneros realizados sobre C. imicola en la Peninsula
Ibérica (Ortega et al., 1997, Rawlings et al., 1997) demostraron que esta limitacion
geografica estaba asociada a la distribucion del vector, presente principalmente en el
suroeste de la peninsula, en donde se dan de forma mas generalizada los requisitos
necesarios de habitat para mantener poblaciones estables y abundantes. Sin embargo, el
hallazgo en otros estudios mas recientes de poblaciones de esta especie de mosquito en las
Islas Baleares y Cataluia (Miranda et al., 2003, Sarto i Monteys, 2005), asi como la
aparicion de la enfermedad en regiones europeas mas al norte del paralelo 40° N, hacen
sospechar de una expansion septentrional de la enfermedad y de sus vectores.

MATERIAL Y METODOS

Insectos. 255 insectos fueron recogidos de 58 localizaciones en Espafia.

Extraccion de DNA y analisis del gen COI. EI DNA total fue extraido de mosquitos
individualmente usando el kit Nucleo Spin Tissue (Mancherey-Nagel, Diren, Germany). El
DNA mitocondrial (50 ng) fue amplificado usando los siguientes cebadores: 5'-
GGAGGATTTGGAAATTGATTAGT-3' y 5- CAGGTAAAATTAAAATATAAACTTCTGG-3
(Dallas et al., 2003) en un volumen final de 25 pl conteniendo 5 pmol de cada cebador, 200
uM dNTPs, 2 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 0.1% Triton X-100 y 0.5 U Taq
polymerase (Biotools, Spain). Se amplificé un fragmento del gen CO/ de 523 p.b. (de 1 a 10
C. imicola de cada localizacion), secuenciando dicho producto amplificado con los
cebadores descritos anteriormente.

Anadlisis estadistico. Los indices de variacion nucleotidica, estructura haplotipica, y test de
neutralidad fueron calculados usando DnaSP 4.0 (Rozas et al., 2003). MEGA 2.0 fue
utilizado para calcular la matriz de distancias entre poblaciones, y para construir arboles
filogenéticos neighbour joining, utilizando métodos de remuestreo “bootstrap”. El calculo del
estadistico Fst, asi como la distribucién de la variabilidad total encontrada entre poblaciones
se calculd usando el programa Arlequin (http://anthropologie.unige.ch/arlequin/). La
distribucion del numero de diferencias nucleotidicas entre cada combinaciéon de haplotipos
(distribucién “mismatch), y el indice de Harpening raggedness fueron calculados para
estimar recientes expansiones numéricas, asi como espaciales, usando Arlequin.
Finalmente, Network version 4.1.1.2 (http://www.fluxus-engineering.com), se utilizé para
establecer conexiones en red (median joining networks) entre los haplotipos de nuestra
muestra. Las relacciones entre los haplotipos del gen COIl fueron analizados a dos niveles
jerarquicos de C. imicola: 1) Poblaciones de C. imicola en Espafa, 2) C. imicola total (las
secuencias analizadas en este estudio y las depositadas en la base de datos GenBank de
otros paises y localizaciones: AJ867227, AJ867228, AJ877224, AJ877225, AJ867232-
AJB67234, AJB67226, AJ549415-AJ549426, AJB67229-AJ867231, AJ549388-AJ549392,
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AF078097, AJ549393-AJ549414, AF080531, AF080532, AF080534, AF080535, AF078098-
AF078100, AF069231-AF069233, AF069249).

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuencia analizada del gen COI de los C. imicola en Espafa, contiene 19 haplotipos
definidos por 15 sitios polimoérficos, existiendo dos sustituciones no-sindnimas (en las
posiciones 69 y 136). Considerando la poblacién total, se encontraron 34 haplotipos
definidos por 27 mutaciones, siendo cinco sustituciones no-sindnimas (posiciones 46, 69,
115, 136, y 253). En total, 11 nuevos haplotipos no descritos hasta ahora fueron
encontrados en la poblacion Espafiola (GenBank acc. Number DQ868882, DQ868883,
DQ868886-DQ868890, DQ868892, DQ868894, DQ871030). La diversidan nucleotidica (r) y
haplotipica (Hd) en Espafia y la poblacién total fueron = = 0.00132 + 0.17 x 10° - Hd=0.428+
0.043, y n = 0.00344 + 0.14 x 10°- Hd=0.596+ 0.035, respectivamente. En las poblaciones
espafiolas se encontro la maxima diversidad en Ceuta, Tarifa y Mijas, mostrando que un
importante flujo genético ocurre entre el Norte de Africa y Espafia. El exceso de alelos
encontrados, no implica altos niveles de variacion, ya que la muestra presento un exceso de
variantes en baja frecuencia y una variante en alta frecuencia. Los niveles de variacién en la
poblacién mundial fueron similares a las espafolas.

En la poblacion Espafiola, los indices de diferenciacién genética mostraron que las
poblaciones analizadas no se pueden considerar como poblaciones aisladas, mostrando un
elevado flujo genético entre las mismas (Nm=125.98 migrantes por generacion). El analisis
AMOVA mostr6 que el 96.44% de la varianza total fue debida a diferencias genéticas entre
individuos, mostrando una poblacién minimamente estructurada (Fst= 0.00398). En la
poblacion mundial de C. imicola estructurada como Mediterraneo occidental (Portugal,
Espafia, Marruecos e ltalia), Mediterraneo Oriental (Israel y Grecia) y Sudafrica, Fst y Nm
fueron 0.788 y 0.07 respectivamente, siendo el 78.8% de la varianza total debida a
diferencias entre poblaciones. Dallas et al. (2003), sugieren que el nivel de subdivisién
maternal en C. imicola entre el Mediterraneo occidental y Oriental es alto, y comparable con
la divisién geografica de los serotipos del BT Virus (BTV) en los brotes aparecidos en el
Mediterraneo. Esto fue confirmado en nuestro estudio analizando la distribuciéon “mismath”
entre poblaciones. Dos picos indican la presencia de grupos divergentes de haplotipos
(Figura 1), un pico en 0 diferencias nucleotidicas (haplotipos del Mediterraneo occidental) y
el segundo en 4 diferencias nucleotidicas (haplotipos del Mediterraneo oriental), indicando
dos origenes genéticos distintos. Ademas, el analisis de conexiones de red (median joining
networks) mostraron un haplotipo faltante (mv1) entre los haplotipos orientales y
occidentales (Figura 2), confirmando los dos origenes distintos. Los analisis de conexiones
de red también mostraron en la poblacién Espafiola una estructura filogenética de estrella,
teniendo en su centro el haplotipo mas comun (Figura 2). Este tipo de estructura poblacional
se explica como una rapida expansion tras en proceso genético de cuello de botella, siendo
en estos casos la diversidad nucleotidica y haplotipica baja. Estos resultados junto con el
arbol filogenético neighbour joining sugieren la falta de flujo genético entre el mediterraneo
oriental y occidental, exceptuando el Mediterraneo Central en el que haplotipos encontrados
en Sicilia se encuentran en Culicoides imicola del Mediterraneo Oriental y Occidental
(Dallas et al., 2003).

Para verificar si la poblacién espafiola estaba en expansién se llevaron a cabo diversos test
de neutralidad. El test de Fu’s Fs resulté significativo (-21.57196 ; p< 0.001), indicando una
clara desviacion de la frecuencia de alelos esperada debido al excesivo numero de alelos
raros. El test Tajima’s D fue -1.99 (P < 0.05), mientras que el test D* fue -1.353 (P > 0.10).
Los indices negativos de los test de Fu and Li’s and Tajima’s indican un exceso de
variantes en baja frecuencia, pudiendo esta baja frecuencia de mutaciones nuevas, ser un
indicador de expansién de la poblacidon. Para confirmar esta hipétesis, se calculd la
distribucion mismatch de la poblacion Espafiola (Figura 1), mostrando una distribucién
unimodal, como es esperable en el caso de una expansién de la poblacion(Rogers y
Harpending, 1992; Slatkin y Hudson, 1991), con altos niveles de migracion entre las
poblaciones vecinas(Ray et al., 2003; Excoffier, 2004). Por otra parte la distribucion de
datos no difieren de lo esperado bajo un modelo de expansion numérica de la poblacién
(Suma al cuadrado de las desviaciones = 0.00038, P = 0.650; indice Harpending's
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raggedness = 0.12, P = 0.800) o espacial (suma al cuadrado de las desviaciones = 0.00038,
P = 0.800; indice Harpending's raggedness = 0.12, P = 0.700). El indice Harpending's
raggedness fue bajo, lo que indica una distribucién unimodal. Estos resultados y la
presencia de un haplotipo comun en todas las poblaciones muestreadas, asi como la
aparicién por primera vez de Culicoides imicola en localizaciones mas al norte de la
peninsula que no habian aparecido hasta la fecha, indican una expansion de la poblacion
hacia nuevas localizaciones situadas mas al norte de la peninsula. Asumiendo, que todos
los haplotipos encontrados son igualmente competentes para la transmision del virus por
vectores, la expansion hacia el norte de la Peninsula Ibérica tiene importantes implicaciones
en la epidemiologia y expansién de la BTV.
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INTRODUCCION

La lengua azul es una enfermedad producida por un virus del género Orbivirus, Familia
Reoviridae cuya principal via de transmisién es a través de la picadura de dipteros del
género Culicoides, que son el hospedador primario del virus. Se ha demostrado que este
virus es capaz de infectar a numerosas especies de rumiantes produciendo formas leves o
inaparentes de la enfermedad. Sin embargo, y dependiendo del serotipo implicado, puede
cursar con formas graves de enfermedad en algunas razas de ovejas que estan
ampliamente distribuidas por Europa, pudiendo ocasionar elevadas mortalidades en la
cabafia ganadera.

Histéricamente, en Europa, los brotes de lengua azul han sido de caracter esporadico y
limitados al sur del continente. No obstante en la Ultima década la presencia de esta
enfermedad en Europa ha sido casi constante y con una clara y progresiva expansion hacia
el norte, detectandose en areas en las que nunca habia sido declarada antes. Esta
progresion de la enfermedad parece estar asociada al cambio climatico y al consiguiente
incremento de las temperaturas, lo que habria favorecido la expansion de las poblaciones de
Culicoides imicola, el principal vector hasta ahora en Europa, asi como al incremento de la
capacidad vectorial de otras especies de Culicoides sp., como seria el caso de Culicoides
dewulfi, el vector responsable de la reciente epizootia de lengua azul en el norte de Europa
(Purse et al. 2005).

Entre las medidas propuestas actualmente para limitar la transmision de esta enfermedad
entre las especies domésticas de rumiantes en Europa esta la recomendacion de confinar a
los animales en el interior de establos y construcciones ganaderas. Esta medida se basa en
la suposicion de que C. imicola prefiere alimentarse sobre animales que estan al aire libre en
vez de en animales alojados en el interior de construcciones. Sin embargo, esta medida de
protecciéon, que también se exige como un requisito necesario previo al movimiento de
animales, es puesta en duda por algunos estudios cientificos en los que se sugiere que el
vector es perfectamente capaz de acceder al interior de las construcciones y que la facilidad
de acceso esta condicionada por las caracteristicas de las mismas (Barnard 1997). Por este
motivo se ha considerado necesario investigar sobre la verdadera proteccion que brindan las
construcciones ganaderas frente a la picadura de estos vectores de lengua azul y sobre la
eficacia de algunas medidas complementarias que son aplicadas de forma rutinaria con la
intencion de incrementar la seguridad de las construcciones.

En el presente trabajo se exponen los resultados obtenidos en una serie de ensayos,
realizados en el marco del Convenio de Colaboracion entre la Universidad de Zaragoza y
TRAGSEGA para el desarrollo del Proyecto de I+D+i “Determinacion de la eficacia de los
sistemas de prevencion y lucha frente al vector de la lengua azul” desarrollados para evaluar
la eficacia del uso combinado de mallas e insecticidas como método para reducir la entrada
al interior de instalaciones ganaderas de ejemplares pertenecientes al género Culicoides.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo de campo se desarrollé durante el afio 2006 en las instalaciones del CENSYRA en
Badajoz y consistié en la realizacion de dos ensayos experimentales. Para la realizacion de
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ambos ensayos se utilizaron trampas especificas para la captura de dipteros equipadas de
un ventilador cuya funcién es succionar a los ejemplares que son atraidos por la trampa,
introduciéndolos en el interior de un recipiente plastico parcialmente lleno de agua y etanol
para facilitar la conservacion de los ejemplares capturados. Como atrayente, estas trampas
van dotadas de una lampara de luz ultravioleta y de una fuente de CO2. Como la actividad
de los culicoides es eminentemente vespertina y nocturna, éstas trampas se activan
automaticamente al anochecer mediante un fotosensor, permaneciendo activas hasta el
amanecer.

Ensayo 1: Estuvo orientado a evaluar la eficacia de diferentes combinaciones de tamafio de
malla y productos insecticidas para reducir el paso de los culicoides a su través. En total se
testo la eficacia de 25 tratamientos correspondientes a la combinacion de cinco mallas con
tamafio de orificio de 2x2mm, 5x5mm, 10x10mm, 20x20mm y 40x40mm y de cinco
insecticidas (diazindn, malation, cipermetrina, deltametrina y permetrina) ademas de otros
cinco tratamientos correspondientes a las cinco mallas sin insecticida. Para llevar a cabo el
ensayo cada trampa se instalé a 2m de altura y en el interior de un bastidor metalico de
forma cubica y de 1m de lado. Cada una de las mallas utilizadas fueron fijadas a todas las
caras del bastidor rodeando completamente a la trampa. EIl ensayo se llevé a cabo durante
46 noches consecutivas. Durante cada noche se instalaron 12 trampas con diferentes
combinaciones de tratamientos mas dos trampas control sin malla. Las posiciones de las
trampas fueron permutadas de forma sistematica cada noche con el fin de anular la
variabilidad en las capturas debida a la localizacién del punto de muestreo.

Ensayo 2: Este ensayo consistié en evaluar en condiciones reales la eficacia de dos de los
tratamientos anteriores (malla x insecticida) para limitar la entrada de culicoides al interior de
una nave de ganado ovino. Para ello, la nave se dividid en tres modulos aislados uno de
otro, distribuyendo el rebafo de ovejas entre los tres médulos. En el interior de cada médulo
se instalaron tres trampas para la captura de dipteros y otras seis en el exterior de la nave a
modo de control. Durante cinco noches consecutivas se realizd un muestreo previo tanto en
los tres modulos como en el exterior de la nave. Posteriormente, en dos de los modulos, y
en funcién de los resultados en el anterior ensayo, se procedié a cubrir todas las ventanas y
puertas con malla de 10x10mm, la cual fue rociada con diazindn y cipermetrina en cada uno
de los modulos tratados respectivamente, dejando el tercer moédulo como control.
Posteriormente el muestreo con las trampas se prolongd durante catorce noches mas.
Debido a la sobredispersion de los datos, el analisis estadistico se llevd a cabo mediante
modelos lineales generalizados, previa transformacion logaritmica del numero de ejemplares
capturados. Para el ajuste de los modelos se utilizé una distribuciéon de errores gamma y la
funcion logaritmica como funcién de enlace.. En ambos ensayos la variabilidad en las
capturas debida a las diferentes condiciones climaticas de cada dia fue considerada en el
modelo como una variable aleatoria. En el ensayo 1, ademas, también se consider6 la
variabilidad debida a la posicion ocupada por las trampas en cada muestreo. Los resultados
se analizaron tanto para el total de ejemplares pertenecientes al género Culicoides sp.
(incluido C. imicola) como para C. imicola por separado.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los modelos ajustados a los datos del ensayo 1 explicaron el 42,80% y el 38,12% de la
varianza de los datos para Culicoides sp. y C. imicola respectivamente. ElI modelo
estadistico ajustado a los datos del ensayo 1 no detect6é ningun efecto significativo (p>0.05)
del factor malla o del factor insecticida sobre el nimero de Culicoides sp. o de C. imicola
capturados en las trampas tratadas en comparacion a las trampas control. Si bien, en
ambos casos, en las comparaciones post-hoc realizadas entre las diferentes niveles con
malla y el nivel sin malla se observé que las capturas realizadas por las trampas rodeadas
por las mallas de menor tamano (2x2mm y 5x5mm) fueron superiores a las capturas de las
trampas control, siendo esta tendencia estadisticamente significativa en la malla 2x2mm
para Culicoides sp. (p<0.05) y en la malla 5x5mm para C. imicola (p<0.05). El tamafo de
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malla de 10x10mm fue el que presentd el menor nimero de ejemplares capturados tanto
para Culicoides sp. como para C. imicola. si bien estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Respecto al factor insecticida no se detectdé ninguna
tendencia ni diferencia significativa en las comparaciones post-hoc entre las capturas de las
trampas tratadas con alguno de los insecticidas respecto a las trampas no tratadas.
Respecto al ensayo 2, los modelos ajustados explicaron el 38,62% y el 46,77% de la
varianza de los datos para Culicoides sp. y C. imicola respectivamente. En ambos casos se
detectaron diferencias muy significativas (p<0.001) entre el numero de ejemplares
capturados dentro de cada uno de los mddulos y el exterior de la nave. En ambos casos
también, la reduccion de la cantidad de ejemplares capturados después del tratamiento fue
significativamente mayor (p<0.05) dentro de la nave que en el exterior. Las comparaciones
post-hoc evidenciaron que el numero de ejemplares capturados en ambos casos en el
interior de la nave fue siempre superior a los capturados en el exterior de la misma. Esta
diferencia fue significativa (p<0.01) para Culicoides sp. para el médulo control y el tratado
con malla y diazindn y muy significativa (p<0.001) para los mismos moddulos en el caso de C.
imicola. Respecto a la reduccion del nimero de ejemplares capturados después de la
instalacién de la malla y su tratamiento con insecticida, las comparaciones post-hoc
evidenciaron que para ambos grupos ésta reduccion fue siempre mayor y estadisticamente
significativa (p<0.05) para los tres modulos en comparacion a la reduccion de capturas en el
exterior de la nave, pero no hubo ninguna diferencia en el grado de disminucion de las
capturas entre el moédulo control y los tratados.

Los resultados obtenidos en el ensayo 1 demuestran que la utilizacion de mallas con tamafio
de orificio igual o superior a 2x2mm no representan ningun obstaculo para el paso de
dipteros del género Culicoides al interior de las explotaciones. Por el contrario, las dos
mallas utilizadas con menor diametro mostraron tendencias evidentes a incrementar el
numero de culicoides capturados por las trampas, probablemente por la menor ventilacion y
el consiguiente incremento de la concentracion de CO2 en el interior del bastidor y alrededor
de la trampa, lo que incrementoé su poder de atraccion.

Los resultados también sugieren que ninguno de los cinco insecticidas utilizados tiene un
efecto repelente sobre los dipteros del género Culicoides. De manera similar, la eficacia de
estos productos como insecticidas cuando son rociados sobre las mallas se podria
interpretar como reducida, posiblemente porque estos dipteros de pequefio tamafio no se
lleguen a posar sobre la malla. No obstante el disefio de estos ensayos no permite evaluar
el efecto de los insecticidas sobre la capacidad de los culicoides para picar al hospedador a
medio y largo plazo, ya que con el disefio utilizado los culicoides probablemente fueron
capturados por las trampas antes de que su viabilidad se viese comprometida por los
efectos toxicos del insecticida. Seran necesario la realizacion de nuevos experimentos para
evaluar este punto.

Los resultados del ensayo 2 son plenamente coincidentes con los del anterior ensayo,
evidenciando la reducida proteccion que supone la instalacion de mallas, incluso tratadas
con insecticidas, para reducir la presencia de culicoides en el interior de explotaciones
ganaderas. El hecho de que el numero de culicoides capturados después del tratamiento
descendiese mas dentro de la nave que en el exterior, incluso en el mddulo control, podria
explicarse por la propia dinamica de la poblacién de culicoides a la finalizacién de su ciclo
anual. El resultado mas interesante, no obstante, es la mayor cantidad de C. imicola
capturados en el interior de la nave respecto al exterior, lo que sugiere que esta especie es
capaz de penetrar activamente, y no solo de forma pasiva como se creia, al interior de las
instalaciones ganaderas atraida por la presencia de posibles hospedadores. Este hallazgo
deberia conllevar el replanteamiento de algunos aspectos de la epidemiologia de la lengua
azul asi como de algunas de las medidas propuestas para su control.
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INTRODUCCION

La enfermedad del Maedi-Visna (MV) es una lentivirosis de distribuciéon universal, que en
Espafia esta presente en la inmensa mayoria de rebafios analizados. En Aragén, estudios
previos (Lujan et al.,, 1993), han demostrado que casi la totalidad de rebafos sufren la
infeccidn y que la clinica asociada a dicha infeccién es muy importante. En este marco, en el
afno 2002, el Gobierno de Aragon, en colaboracion con la Universidad de Zaragoza comenzd
a financiar una campafia de control del MV a nivel autondmico, a través de un estudio
voluntario, mediante una técnica ELISA (Elitest®). Tras el analisis de 132 rebafos y mas de
63.000 animales durante el primer afio, se pudo observar que el 100 % de rebafios
presentaba la infeccion con un 54,6% de seroprevalencia media en Aragon. Dada la
importancia de los resultados, la campafia se amplié durante cuatro afios mas (2002-2006),
analizandose un total de 527 rebafios y un total de 370.256 muestras de suero. Tras
establecer tres categorias diferentes de seroprevalencias, (baja, <25%; media, 25-50% vy
alta, > 50%), se realiz6 un estudio epidemiolégico basado en encuestas (Leginagoikoa et al.,
2006) en 25 explotaciones seleccionadas.

MATERIAL Y METODOS
Rebafios y animales estudiados. El niumero de rebafios y de animales analizados durante el
periodo 2002-2006, se expresa en las Tablas 1 y 2. En el primer andlisis la seleccién de los
rebafios fue realizada por el Gobierno de Aragén en base a la inscripcién en libros
genealdgicos; posteriormente la decisidon de incluir nuevos rebafios o mantener los que ya
habian sido analizados recay6 en los veterinarios responsables, en funcion de las medidas
tomadas y del interés mostrado por los ganaderos.

Tabla 1. NUmero de rebafios anuales analizados por primera vez, en
la campana de Maedi-Visna

2002 2003 2004 2005 2006 Total

Zaragoza 41 97 40 27 10 215
Teruel 77 39 38 25 7 186
Huesca 14 50 35 17 10 126

Total 132 186 113 69 27 527

Tabla 2. Muestras séricas totales analizadas a lo largo del periodo 2002-2006
2002 2003 2004 2005 2006 Total

Zaragoza 28.680 37.286 35.518 48.735 29.893 180.112

Teruel 27.096 16.523 34.055 24336 15.362 117.372

Huesca 7.594 22.847 19.563 9.587 13.191 72.782

Total 63.370 76.656 89.136 82.658 58.446 370.256

De los 370.256 sueros analizados, 260.954 corresponden a muestras de animales
analizados por primera vez (Tabla 3).

Programa de control. Tras un primer analisis de los animales mayores de 6 meses del

rebafio, se procedié a clasificar a los rebafios en tres categorias diferentes segun su
seroprevalencia: baja, <25%; media, 26-50% vy alta, > 51%. Los rebafos de
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“seroprevalencia baja” pasaban a formar parte del “Programa de control voluntario A” (Fig.
1), en el cual se debia obtener la reposicion a partir de madres seronegativas y centrar el
desvieje en las ovejas seropositivas; como medidas adicionales y optativas se recomendaba
el sacrificio de los animales positivos y la separacion, en caso de que fuera posible, en dos
rebafios de animales seropositivos y seronegativos. A estos rebafios se les realizé un
analisis anual de los animales seronegativos y de la reposicion mayor de 6 meses. Al
alcanzar un nivel de seroprevalencia inferior al 5% (“rebafio controlado”), se procedi6 al
sacrificio de los animales positivos, el cual fue compensado econdémicamente por el
Gobierno de Aragon. A partir de entonces, el rebafio pasaba a considerarse ‘“libre”
manteniéndose el estatus si la seroprevalencia era 0% o “indemne” si se mantenia libre
durante tres afnos consecutivos. Los rebafos de “seroprevalencia media” pasaban a formar
parte del “Programa de control voluntario B”, adoptando las mismas medidas que el
“Programa de control voluntario A”, al que pasaban a pertenecer cuando su seroprevalencia
bajaba del 25%. En el caso de rebafios de “seroprevalencia alta”, sélo se analizaron los
animales de los ganaderos que solicitaron formar parte de la campafia y tomaron medidas
de control como en las otras categorias.

/ Primerjnélisis \

Seroprevalencia baia. <25% Seroprevalencia media, 26-50 %

P \

Seroprevalencia alta, >51 %

Programa de control voluntario A i Programa de control voluntario B

-« T

No intervencion en primera fase

Obligatorio:  Recria de corderas de madres seronegativas / Analisis anual de los seronegativos >6 meses

Optativo: Sacrificios / Searegaciones
.. « v » 0, H \
Declaracion de “rebafio controlado”, <5% i Declaracion” rebafio de seroprevalencia baja”, <25%
Declaracion de “rebafio libre”, 0% l

*

Declaracion de “rebafio indemne”, 0% por 3 afios

Programa de control voluntario A

Figura 1. Esquema de clasificacion de los rebafios componentes del programa de control.

Estudio epidemiolégico Se llevo a cabo mediante la realizacion de encuestas basadas en
las realizadas en el Pais Vasco en un total de 25 explotaciones de diferentes
seroprevalencias: baja (n=8), media (n=8) y alta (n=9) con el objetivo de tratar de identificar
aquellos factores de manejo y caracteristicas propias de la explotacién que pudieran estar
relacionados con una mayor presencia y transmision del virus del MV en el ganado ovino.
Analisis estadistico. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el paquete informatico
STATISTICA 6.0. Las posibles diferencias existentes entre los valores de seroprevalencia en
las distintas provincias, zonas veterinarias y modelos de manejo de la explotacion se
testaron usando tests no paramétricos, entre ellos: test de Kruskal-Wallis, test de U de
Mann-Whitney, test de correlaciones de Spearman, y test de rangos de Wilcoxon.

RESULTADOS Y DISCUSION

El porcentaje de animales seropositivos encontrados tras el primer analisis de los animales
de la explotacion, aparece resumido por provincias en la Tabla 3.
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Las seroprevalencias de las provincias de Zaragoza y Teruel demostraron estar cerca del
50% mientras que la provincia de Huesca se acercaba al 70 %. Esto resulté en una
diferencia estadisticamente significativa para esta provincia. Ademas el numero de rebafios
con seroprevalencias altas o muy altas también era significativamente mayor en la provincia
de Huesca, como se aprecia en la Tabla 4.

Tabla 3. Numero de animales analizados* y % de positivos
N@ %

animales animales

positivos positivos

Animales
analizados*

Zaragoza 117.862 58.574 49,7
Teruel 81.378 37.589 46
Huesca 61.714 41.681 67,5

Total 260.954 137.845 52,82

* Solamente analizados por primera vez.

Tabla 4. Numero de rebarios distribuidos segun su seroprevalencia
0-25% 26-50% 51-75% 76-100% TOTAL

Zaragoza 46 65 59 45 215
Teruel 52 52 47 35 186
Huesca 21 19 28 58 126
Total 119 136 134 138 527

En cuanto a la evolucion de las seroprevalencias en aquellos rebafios analizados mas de
una vez y que tomaron algun tipo de medida de control, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la seroprevalencia inicial y la final (test de rangos de
Wilcoxon) en aquellas explotaciones cuyas medidas de control fueron dejar reposicion de
madres seronegativas y/o centrar el desvieje en animales seropositivos. En las
explotaciones cuyo control fue dejar reposicidon de madres seronegativas y sacrificio de los
animales positivos, se observd una tendencia a la disminucion de la seroprevalencia,
aunque no fue estadisticamente significativa ya que las explotaciones partian de una
seroprevalencia inicial baja o muy baja y su nimero no fue elevado. En el caso de las
explotaciones que no tomaron ninguna medida de control se aprecié una tendencia al
aumento de la seroprevalencia, aunque ésta no fue estadisticamente significativa. Al
analizar los resultados de las encuestas epidemioldgicas se observé una correlaciéon
positiva y estadisticamente significativa entre la seroprevalencia y el censo del rebafo.
Otros parametros que mostraron una tendencia a la correlacion, aunque no
estadisticamente significativa, fueron: area abierta disponible y m? totales por animal (mayor
seroprevalencia cuanto menor disponibilidad de espacio y ventilacién), la edad de destete
(mayor seroprevalencia en destetes mas tempranos) y apreciacion de sintomatologia clinica
asociada a maedi (mayor sintomatologia en explotaciones con mayor seroprevalencia).
Finalmente, como resultado del seguimiento serologico y de las medidas tomadas por los
ganaderos interesados, se han calificado en Diciembre de 2006 los primeros rebafios frente
a MV: “rebafos controlados” (n=14); “rebafos libres” (n=3); “rebafios indemnes” (n=4).
Estos son las primeras calificaciones otorgadas oficialmente con respecto a la prevalencia
del MV en Aragon y Espana.
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INTRODUCCION

En el ganado ovino espaiol afectado por la enfermedad causada por los lentivirus de
pequefios rumiantes (LVPR), las formas clinicas mas frecuentemente encontradas han sido
hasta hace pocos afnos la mamaria, la pulmonar o ambas conjuntamente, que constituyen la
afeccion conocida como Maedi. Mas recientemente, han aparecido dos brotes con formas
diferentes de la enfermedad. Uno de ellos, afectando a un elevado numero de ovinos Assaf
de Castilla y Ledn, presenta la forma nerviosa, o Visna (Benavides et al., 2006), poco
frecuente en Europa, y que de forma esporadica se ha detectado en caprinos joévenes
infectados por LVPR. El segundo brote, restringido a un rebafio Rasa Aragonesa de Aragon
(Lujan et al., 2005), presenta una afeccion articular, mas frecuente en ganado caprino. El
objeto de este estudio es determinar si los virus implicados en las distintas patologias
encontradas en Espafa, incluyendo las de ambos brotes, presentan unas caracteristicas
genéticas diferentes entre si y si se hallan genéticamente mas cercanos a los LVPR
prototipo aislados de caprinos (virus de la artritis encefalitis caprina, VAEC) o a los
procedentes de ovino (virus del Maedi Visna, VMV), en el contexto de la clasificacion
general en clados (A - D) propuesta por Shah et al. (2004).

MATERIAL Y METODOS

Se llevé a cabo una amplificacién de secuencias de LVPR de ovinos con las formas clinicas
nerviosa (de raza Assaf, aislado 698) y artritica (de raza Rasa Aragonesa, aislado 496), asi
como de ovinos de raza Latxa Navarra (aislados Ov1, Ov5 y Ov8) y caprinos de raza
Murciano-Granadina (aislados C1, C3 y C4), seropositivos sin cuadro clinico. Las
condiciones generales de la PCR fueron: 1 ug de DNA por reaccion, tampoén 1X (Biotools), 2
mM de Cl, Mg (Biotools), 225 uM de cada dNTP (Biotools), 20 pmol de cada cebadory 0,8 U
Pfu de Taq DNA polymerasa (Invitrogen) en un volumen final de 20 pl. Se amplificaron las
regiones: pol (~1200 nucledtidos, nt) utilizando la metodologia de PCR anidada y los
cebadores descritos por Shah et al. (2004); LTR (~300 nt), segun el procedimiento descrito
por Extramiana et al. (2002) con cebadores de Sonigo et al. (1985); y gag-p25 (~550 nt)
segun el procedimiento y cebadores descrito en Reina et al. (2006).

Ademas de las secuencias de aislados espafioles obtenidos en este trabajo, se utilizaron en
los alineamientos secuencias procedentes del GenBank tales como EV1 (851392, del Reino
Unido), KV1514 (M60610, de Islandia), SA-OMVV (M31646, de Sudafrica) y USA85-34
(AY101611, de USA) como secuencias completas de SRLV ovinos; CAEV-Co (M33677, de
USA), CAEV-Gansu (AY900630, de China) y CAEV1GA (AF322109, de Noruega) como
secuencias completas de SRLV caprinos, y secuencias de SRLV de ovinos y caprinos
suizos utilizadas por Shah et al. (2004) para establecer la actual clasificacion de LVPR en
clados (A1 A7, B4, B, Cy D).

Las secuencias de nt se analizaron y editaron con el programa BioEdit (Hall, 1999). Los
alineamientos multiples y la matriz de distancia de nt para los estudios filogenéticos se
realizaron con el programa bioinformatico ClustalX (Thompson et al., 1994). Los arboles
filogenéticos (cladogramas) se produjeron a continuacién por el método de Neighbour
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Joining, con la correccién de Kimura’'s (Saitou y Nei, 1987). Los limites de confianza
estadistica de la topologia del cladograma se determinaron con 1000 bootstraps. Para editar
y visualizar los cladogramas se utilizé el programa TREEVIEW 1.3 (Page, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis genético de las regiones pol y LTR (Fig. 1) y gag-pol y gag-p25 (resultados no
mostrados) demostré una coherencia entre los hallazgos de estas tres regiones del genoma
virico. Asi, el aislado 496, incluido en el clado B, se situaba mas cercano a la estirpe tipo de
VAEC (CAEV-Co, clado B,) responsable de cuadros artriticos (en caprinos), como
corresponderia al hecho de proceder de un individuo con patologia artritica (aunque se trate
de un ovino), que a las secuencias de SRLV de ovinos espafioles con patologia nerviosa
(698) o procedentes de rebafios con patologia pulmonar y mamaria (Ov1, Ov5 y Ov8). Por
otra parte todas las restantes secuencias utilizadas en los alineamientos, exceptuando las
de los clados B y C (incluida la de 496), presentaban una delecion de 6 nucleotidos
(correspondientes a dos glicinas) en gag-p25 (resultados no mostrados), confirmando la
naturaleza VAEC del aislado 496.

En cambio, las secuencias pol del aislado espafiol del brote nervioso, 698, se asociaban al
clado As, junto con Ov8, C1 y C3. Los arboles filogenéticos a partir de las secuencias gag-
pol y gag-p25 (resultados no mostrados), no producian una asociacion tan precisa del
aislado 698, situandolo uUnicamente dentro de lo clados A. Conviene sefalar que hasta
ahora, las secuencias de LVPR formando los clados A incluyen todas las estirpes tipo Maedi
Visna (EV1, KV1514, SAOMVV, USA85-34, ...) procedentes de ovinos, junto a aislados de
origen ovino o caprino (Shah et al., 2004).

Ademas, la secuencia de nucledtidos en la regiéon LTR en ambos aislados confirma los
hallazgos anteriores: 496 agrupado con CAEV-Co y CAEV-Gansu, mientras que 698, junto a
Ov1, Ov5, Ov8, C1, C3 y C4, agrupado con los prototipos de Maedi Visna.
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Figura 1. Cladogramas mostrando la distribucion de los aislados espafioles entre los
distintos clados reconocidos. Se emplearon las secuencias de nucleotidos de las regiones
pol y LTR de: aislados espafioles de LVPR procedentes de ovinos con cuadro nervioso
(698) o articular (496) y de ovinos (Ov1, Ov5, Ov8) y caprinos (C1, C3, C4) seropositivos
asintomaticos; estirpes prototipo (GenBank) de LVPR ovinos (EV1, SAOMVV, KV1514,
USA85-34) y caprinos (CAEV-CO, CAEV-Gansu y CAEV1GA); y aislados de LVPR de
ovinos y caprinos suizos (Shah et al., 2004). Los numeros en cursiva indican los
“bootstraps”.
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DETECCION DE ANIMALES AFECTADOS DE SCRAPIE EN FOCOS DE ERRADICACION
MEDIANTE BIOPSIAS DE TEJIDO LINFOIDE
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INTRODUCCION

El scrapie es una enfermedad neurodegenerativa, incluida en el grupo de las encefalopatias
espongiformes transmisibles, que afecta al ganado ovino y caprino. Esta enfermedad es
endémica en diversas regiones europeas (Hagenaars et al., 2001) y de EEUU (O'Rourke et
al., 2002). El control y erradicacion del scrapie se ha visto obstaculizado en gran medida por
la ausencia de tests de diagnédstico practicos, sensibles y que se puedan realizar in vivo.
Actualmente el diagnostico del scrapie se basa en la observacion de las lesiones mediante
microscopia optica o en la deteccién de la proteina PrPsc en muestras del sistema nervioso
central (SNC) obtenidas post mortem (Organizacion Internacional de Epizootias, 2005)

Los estudios realizados sobre la patogenia de la enfermedad muestran que la proteina
patolégica PrPsc se puede detectar en el tejido linfoide de animales afectados de scrapie
incluso antes de que se desarrollen los sintomas clinicos de la enfermedad y de que la
PrPsc alcance el SNC. En la mayoria de los animales con genotipos susceptibles la PrPsc
se puede detectar inicialmente en la placa de Peyer ileal y en los ganglios linfaticos
mesentéricos y, posteriormente, en el tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal y en
otros tejidos del sistema linforreticular (van Keulen et al., 2002). En algunos trabajos se han
propuesto tests de diagndstico in vivo basados en la deteccién de la PrPsc en tejido linfoide
obtenido mediante biopsia de tonsilas (Schreuder et al., 1998), tercer parpado (O'Rourke et
al., 2000) o mucosa rectal (Gonzalez et al., 2005).

El objetivo de este trabajo es valorar y comparar en condiciones de campo las técnicas de
diagnéstico in vivo basadas en la deteccion de PrPsc en biopsias de tejido linfoide de tercer
parpado y de mucosa rectal.

MATERIAL Y METODOS
En el presente estudio se han incluido un total de 268 ovinos y 42 caprinos procedentes de
dos rebafios diferentes. Del primero, un rebafio monitorizado compuesto por individuos
procedentes de diferentes focos de erradicacion de scrapie, se analizaron 201 animales
(167 ovinos y 34 caprinos). Del segundo, un foco de erradicacién detectado en el programa
de vigilancia del scrapie, se estudiaron 109 animales (con haplotipos VRQ y ARQ)
seleccionados aleatoriamente.

De cada animal se obtuvo una biopsia de mucosa rectal (Espanes et al., 2006) y una biopsia
de tercer parpado (O’'Rourke et al., 2002) las muestras se fijaron en formol al 10% y se
procesaron para el examen histolégico e inmunohistoquimico. Mediante microscopia 6ptica
se determino el numero de foliculos linfoides obtenidos en la biopsia y el numero de foliculos
linfoides inmunotefidos en cada muestra positiva. Durante los seis meses posteriores a la
realizacion de las biopsias, se sacrificaron o murieron 75 animales (63 ovejas y 12 cabras)
de los incluidos en el estudio; de estos animales se tomaron muestras del SNC y del sistema
linforreticular (SLR) para la confirmacién de la enfermedad mediante las técnicas
reconocidas por la Organizacién Internacional de Epizootias (examen histolégico e
inmunohistoquimico del SNC).

Para el examen inmunohistoquimico se realizaron los siguientes pretratamientos: inmersion
en acido férmico al 98%, tratamiento con proteinasa K (Roche, Suiza; 4 pg/ml) y autoclavado
hidratado. En la inmunotincién se utilizé el anticuerpo L42 (R-Biopharm, Alemania; dilucion
1:500; incubacion 30 minutos a temperatura ambiente), el sistema de visualizacién Envision
(DAKO, Dinamarca) y el cromogeno diaminobencidina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se detectd la proteina PrPsc en el tejido linfoide obtenido mediante biopsias de tercer
parpado y/o mucosa rectal procedente de 2 caprinos y 39 ovinos, 14 de los cuales
pertenecian al foco de erradicacion. El numero de muestras positivas fue mayor cuando se
utilizé la biopsia de tercer parpado (Tabla 1), debido a que mediante esta técnica se obtuvo
un menor numero de muestras inadecuadas (ausencia de foliculos linfoides; p < 0,001). La
media de foliculos linfoides por muestra obtenidos mediante biopsia de tercer parpado fue
de 8,7, y de 8,4 en el caso de la biopsia de recto. El porcentaje de foliculos linfoides
positivos en las muestras varié entre un 8 (1 foliculos positivo de 12 obtenidos en la biopsia)
y un 100%. En 3 casos, se pudo diagnosticar la enfermedad con un unico foliculo linfoide en
la muestra.

Tabla 1. Comparacion de los resultados de la deteccion de PrPsc en tejido linfoide obtenido
mediante biopsia de tercer parpado y de mucosa rectal.

BIOPSIA DE TERCER PARPADO
Positiva Negativa Inadecuada TOTAL
BIOPAA [Postiva 25 5 1 31
Negativa 4 206 12 222
MUCOSA
RECTAL Inadecuada 6 37 15 58
TOTAL 35 248 28 311

La especificidad de la técnica de diagnoéstico del scrapie mediante la deteccion de la PrPsc
utilizando tejido obtenido por biopsia, tanto de tercer parpado como de mucosa rectal, fue de
un 100% respecto a las técnicas de confirmacion post mortem reconocidas por la OIE. Sin
embargo, la sensibilidad de la técnica fue menor, siendo del 72% cuando se utiliz6 la biopsia
de tercer parpado y del 65% cuando se analiz6 la muestra obtenida mediante biopsia rectal.
Los falsos negativos se pueden deber a diferentes causas, como la ausencia o poca
presencia de la PrPsc en el SLR de algunos animales infectados, la distribucién no
homogénea de la proteina patolégica en el SLR o al tamafio inadecuado de la muestra (con
escasos foliculos linfoides). En 2 de los animales estudiados mediante las técnicas de
confirmacién post mortem, sélo se detecté PrPsc en el SNC (no en el SLR). Por otro lado,
mediante la técnica de diagnostico in vivo se detecté un caso preclinico en el que la PrPsc
todavia no habia alcanzado el sistema nervioso central (Tabla 2).

Tabla 2. Deteccién de PrPsc en tejido linfoide obtenido mediante biopsia y en muestras del
sistema nervioso central (SNC) y sistema linforreticular (SLR) obtenidas post mortem.

BIOPSIA SNC SLR N° ANIMALES
+ + + 18
- - - 45
- + + 5
- + - 2
+ - + 1
Inadecuada + + 1
Inadecuada - - 3

Los resultados de este estudio de campo muestran que tanto la muestras obtenidas
mediante biopsia de tercer parpado como de mucosa rectal son adecuadas para el
diagnéstico in vivo del scrapie. Las muestras obtenidas mediante biopsia de tercer parpado
dieron mejores resultados, sin embargo su toma presenta una mayor dificultad ya que
provoca mas estrés al animal por lo que dificulta la inmovilizacion del animal y se invierte
mas tiempo en su realizacion.

El programa de control de scrapie se basa principalmente en la deteccion de los animales
infectados mediante el analisis post mortem de los animales sospechosos y de una muestra
aleatoria de la poblacion, la consiguiente eliminacion de los rebafos afectados o de los
animales con genotipos susceptibles de los mismos y en un programa de seleccién
genética, que consiste en el incremento de la frecuencia del haplotipo ARR y la disminucion
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o eliminacion del VRQ. Tras mas de 4 afios de aplicaciéon de este programa, se han
detectado algunos problemas. Asi, por ejemplo, se han diagnosticado animales que
presentan el genotipo ARR/ARR. Por otro lado, no se disponen de animales con garantias
para repoblar los rebafios objetos de sacrificio. El diagnéstico del scrapie utilizando biopsias
puede suponer una importante herramienta en el control y erradicacion del scrapie, aunque
debido a que la sensibilidad de la técnica no es del 100%, no puede utilizarse
exclusivamente. La actuacién directa en rebafios infectados o de riesgo y en zonas con
elevada incidencia utilizando conjuntamente la técnica de diagndstico in vivo del scrapie
mediante biopsias y el programa de seleccién genética podria reducir el elevado coste
econdmico y social que el programa de control de la enfermedad supone en la actualidad.
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INTRODUCCION

En los paises industrializados la salmonelosis es una de las infecciones con mayor
prevalencia de entre las transmitidas al hombre por alimentos contaminados y una de las
principales causas de mortalidad (Mead et al., 1999). La carne de cerdo se considera la
segunda fuente de salmonelosis humana (Steinbach y Hartung, 1999) y supone del 10% al
23% de la incidencia total (Hald and Wegener, 1999). Los programas de control de
salmonelosis porcina se basan en la monitorizacién del status de infeccion de los rebafios
mediante el uso de pruebas serolégicas (ELISAs) que sélo han sido validadas con respecto
al cultivo bacterioloégico de heces o ganglios mesentéricos, una técnica muy poco sensible
que no se relaciona necesariamente con la presencia de anticuerpos (Ac) especificos de
Salmonella a nivel individual (Casey et al., 2004; Funk et al., 2005; Nollet et al., 2005). La
evaluacion del rendimiento diagnéstico de la serologia para salmonelosis porcina es
complicada por la ausencia de adecuadas pruebas de referencia.

Recientemente se han desarrollado diferentes aproximaciones estadisticas, entre las que
cabe destacar las basadas en la teoria bayesiana, que permiten evaluar la precisiéon de las
pruebas de diagnéstico en ausencia de pruebas de referencia (Enoe et al., 2000). Estos
métodos se basan en la utilizacidn de 2 o méas pruebas diagnosticas que se aplican sobre
individuos de 2 o mas poblaciones y requieren que, para enfermedades infecciosas agudas
como salmonelosis, las pruebas midan la misma condicién (p. ej. anticuerpos). Otro requisito
es que la precision diagnéstica de las pruebas que se utilizan también debe ser constante en
las poblaciones estudiadas. Los resultados se obtienen a partir de la combinacién de
informacion previa disponible sobre la precision de las pruebas y de la prevalencia esperada
en las poblaciones analizadas y los propios resultados obtenidos a partir de las pruebas. En
este estudio utilizamos la estadistica bayesiana para estudiar la sensibilidad (Se) y
especificidad (Es) de 2 ELISAs para la deteccion de Ac especificos frente a Salmonella spp
en cerdos sacrificados en matadero.

MATERIAL Y METODOS
Se recogieron muestras de jugo muscular (JM) y ganglios ileocecales (Gl) de 232 cerdos
sacrificados en 3 mataderos de Saskatchewan (Canada). Mediante bacteriologia
convencional de Gl se identificaron los cerdos infectados por Salmonella spp (Mainar-Jaime
et al., 2007). Los animales fueron entonces divididos en 2 poblaciones de 116 animales de
forma que el numero de cerdos infectados y la distribucién de serotipos/serogrupos fuera
similar en cada poblacion.

Los ELISAs utilizados fueron Svanovir™ (Svanova Biotech AB, Suecia -ELISA A-) y
HerdCheck™(ldexx, EE.UU -ELISA B-). Ambos se desarrollaron de acuerdo con las
instrucciones de los fabricantes. Para el ELISA A se utiliz6 como umbral de positividad un
porcentaje de densidad 6ptica (DO%) 220% y para el ELISA B 210%.

El analisis bayesiano para la determinacién de la Se y Es de los dos ELISAs se realiz6 con
el software Winbugs (http://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/bugs/) y utilizando el modelo “2
poblaciones, 2 pruebas condicionalmente relacionadas” desarrollado por Branscum et al.,
2005. La informacion previa disponible sobre la Se y Es de los ELISAs se obtuvo a partir de
estudios experimentales (van der Heijden, 2001). La prevalencia de Ac esperada en las 2
poblaciones se estimo a partir de los resultados bacteriol6gicos obtenidos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De los 232 JM, 14.6% (95%CI=10, 19) fueron positivos con el ELISA Ay 8.6% (5, 12) con el
B (Tabla 1). Los resultados de Se y Es para ambas pruebas se presentan en la Tabla 2.
Cuando se utilizé la informacion previamente publicada sobre estas 2 pruebas serolégicas y
sobre la posible prevalencia de anticuerpos en las dos poblaciones (modelo 1, Tabla 2) los
resultados de Se y Es para el ELISA Ay B fueron, respectivamente, 62% (95% intervalo de
probabilidad (IP)=41, 80), 89% (84, 94), 72% (60, 83), 96% (91, 98). Las prevalencias
estimadas fueron 6% (1, 14) y 11% (4, 21). Cuando no se utilizd informacién previa sobre la
prevalencia de las poblaciones (modelo 2, Tabla 2) o sobre el ELISA A (modelo 3, Tabla 2)
se obtuvieron unos resultados similares, aunque en este ultimo caso la Se del ELISA A
subié al 71%. El modelo que no utilizaba informacién para el ELISA B (modelo 4) se
descarté al no alcanzar adecuada convergencia estadistica (diferentes resultados eran
posibles). En general, la Se y la Es del ELISA A se mantuvo por debajo de la del ELISA B en
los tres modelos validos. La mayor Se del ELISA B podria deberse al uso de un antigeno de
mayor espectro (frente a serogrupos B, C; and D de Salmonella) comparado con el del
ELISA A (unicamente frente a B and C4). Asi el ELISA B podria haber detectado animales
con anticuerpos circulantes que no eran reconocidos por el A, tales como el serotipo Give
(Tabla 3). La falta de Es mostrada por ambas pruebas podria explicarse por reacciones
cruzadas con otras bacterias que presentan determinantes antigénicos comunes a nivel del
lipopolisacarido. La mayor seroprevalencia observada con el ELISA A (Tabla 1) podria asi
explicarse por su menor Sp (89%) cuando se compara con el B (96%). La deteccion de
anticuerpos no se asoci6 con la presencia de bacterias en Gl.

A pesar de que ambos ELISAs estaban disefiados para detectar anticuerpos especificos
frente a S. Typhimurium, éstos sélo identificaron el 20% de los cerdos infectados con este
serotipo (Tabla 3). Estos animales pertenecia a lotes que pasaron mas de 12 horas en los
corrales de espera del matadero. Este tiempo podria haber sido suficiente para infectar a los
animales sin que éstos llegaran a desarrollar una respuesta immune (Gray et al, 1996; Hurd
et al 2001).

Los resultados también sugieren que la Se de las pruebas varia de forma importante en
funcion de los serotipos involucrados (Tabla 3). Por ello, el conocimiento de los serotipos de
Salmonella presentes en una regidbn es necesario para determinar la precisiéon de las
pruebas serologicas.

Tabla 1. Resultados de los dos ELISAs (A y B) en las dos poblaciones

creadas.
Poblacién 1 Poblacion 2  TOTAL
ELISAB ELISAB
+ - + -
+ 6 10 7 11 34
ELISAA 0 4 99 6 92 198
TOTAL 7 109 13 103 232

Tabla 2. Resultados de sensibilidad (Se) y especificidad (Es) de los dos ELISAs y de la prevalencia de
anticuerpos en las dos poblaciones (P1y P,) segun los diferentes modelos bayesianos utilizados.
Mediana (%)
(Intervalo de credibilidad 95%)
SeA ESA SeB ESpB P1 P
Modelo1® 62 (41,80) 89(84,94) 72(60,83) 96 (91, 98) 6 (1, 14) 11 (4,2
Modelo 2° 61 (39,80) 88(83,94) 73(61,83) 95(90, 98) 4(0,12) 101, 2
Modelo 3° 71 (22, 98) 90 (83,96) 72(58,83) 95(91,98) 6(1,14) 11 (4,2
Modelo 4° 57 (34,77) 91(84,97) 38(10,78) 95(89, 99) 10 (2, 24) 16 (5,3
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3Utiliz6 informacion previa para todos los parametros; ®No utilizé informacion previa para Py P,; °No utilizd
informacion previa sobre el ELISA A; Este modelo no utilizé informacion previa sobre el ELISA B pero fue
desechado por no alcanzar convergencia.

Tabla 3. Cerdos infectados con Salmonella spp en ganglios ileocecales
y sensibilidad relativa (Se%) de los ELISAs estudiados.

Serotipos N°. de cerdos ELISA A(Se%) ELISA B (Se%)
Typhimurium 5 1 (20) 1 (20)
Mbandaka 1 1 (100) 0
Litchfield 1 0 0
Give 1 0 1 (100)
Enteritidis 2 2 (100) 2 (100)
Derby 2 1(50) 0
TOTAL 12 5 (41.6) 4 (33.3)
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INTRODUCCION

En Biomedicina se llama Monitoring al conjunto de técnicas de control y vigilancia de
enfermos graves basadas en la utilizacion de instrumentos electronicos (sondas y
monitores) que fiscalizan de un modo continuo el curso de las variables fisiolégicas de un
enfermo y dan aviso inmediato de cualquier anomalia que puede presentarse. Una
herramienta sectorial capaz de monitorizar la calidad higiénica de la leche y el estado
sanitario de las explotamones que la producen seria de mucha utilidad. Con este objetivo se
ha proyectado eI milQ® Program (milk improvement limitless quality).

El milQ® Program es un sistema de rastreo y alerta sanitaria que aplica el concepto

de monltorlzamon a las explotaciones de vacuno lechero y a la leche como producto final. El
milQ® Program puede implementarse en cualquier punto de la cadena productiva,
transformadora y/o distribuidora de la leche de vaca. Un laboratorio que dispone de una
bateria de técnicas moleculares de alta sensibilidad reemplaza funcionalmente a la sondas
electrénicas y a los monitores. La vigilancia continua se consigue con una metodolgia de
muestreo adecuada. El sitema no es solo informativo, el milQ® Program también se ocupa
del seguimiento y utilizacion de los resultados analiticos. El objetivo es la implementacion de
las medidas correspondientes a los datos puntuales obtenidos y al histérico acumulado. Las
actuamones no se improvisan, estan protocolizadas y permanentemente actualizadas.
El milQ® Program es la herramienta que hace posible una sanidad preventiva, activa y
anticipada. Vigila la salud de los establos, se ocupa de la seguridad alimentaria y gestiona la
calidad de la leche. Y todo esto se consigue con una Unica muestra de leche del tanque de
la explotacion.

MATERIAL Y METODOS

El milQ® Program se implementa a lo largo de los afios 2005-2006 en 165 explotaciones de
vacuno lechero de la provincia de Girona (Cataluia). Las explotaciones monitorizadas
pertencen a AFRIGI (Asociacion de la Frisona de Girona) y se enmarcan dentro del marco
de las explotaciones controladas por la Diputacié de Girona. La recogida de las muestras
(muestra de leche del tanque de explotacion) de las 165 explotaciones se organiza de forma
cuatrimestral. El muestreo sistematico del tanque de leche debe ser inteligente, frecuente,
suficiente y rutinario. Las muestras son recogidas por los controladores del control lechero y
se mandan al laboratorio segun protocolos de envio de muestras. El muestreo se organiza
por rondas. Una ronda es una toma y envio de muestras en general que se organiza de un
modo programado. En cada una de estas rondas se analizan unas determinadas sondas;
cada sonda tiene su peridiocidad decidida en funcién de varias caracteristicas y cualidades
del patégeno a detectar. Durante los afios 2005-2006 se analizaron las siguientes sondas:
BVD Ag (PCR) y Ac(ELISA), Mycobacterium Paratuberculosis Ag (PCR) y Ac(ELISA),
Aflatoxina M1 (ELISA) Mycoplasma Bovis Ag (PCR) y también se realizo un estudio de la
flora mamitica que incluye la deteccion de diversos patégenos que influyen en este tipo de
patologias (recuento de Staphylococcus totales, recuento de Streptococcus totales, etc.). El
asesoramlento y la informacion necesarios para conseguir las actuales caracteristicas del
milQ® Program se han obtenido mediante consultas puntuales realizadas a expertos. Todos
los servicios y actuaciones reallzadas durante cada una de las rondas quedan registradas
en la base de datos del milQ® Program. De esta manera es posible seguir y disponer de toda
la informacion de la evolucion del estado sanitario de las explotaciones.

RESULTADOS
Durante los afios 2005 y 2006 se hicieron tres rondas de determinaciones por afio. Cada
explotacion recibio el resultado de su analitica individual pero en este trabajo los resultados
se presentan como una media de las 165 explotaciones analizadas en la provincia de
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Girona. Los resultados se han representado graficamente de forma individual para cada
agente analizado comparando los resultados del afio 2005 con los del afio 2006. De este
modo los graficos hacen referencia a Mycoplasma Bovis (fig.1),  Mycobacterium
paratuberculosis (fig.1), Aflatoxina M1 (fig.2), BVD (fig.2) y diferentes microorganismos
patégenos capaces de producir mamitis (fig.3 y fig. 4).

Mycobacterium paratuberculosis

Mycoplasma bovis

100
80
60 @ Ronda 12005 @ Ronda | 2005
40 1 Ronda Il 2005 m Ronda Il 2006
20 | Ronda 112006
0

Ag+ Ag-

Figura 1. Determinacion de la presencia o ausencia de Antigeno (Ag) para Mycoplasma
bovis (izquierda). Relacion de las cantidades de Antigeno (Ag) y Anticuerpo (Ac) para
Mycobacterium paratuberculosis (derecha).

Aflatoxina M1 BVD
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@ Ronda 12006

@ Ronda 112005
® Ronda 12006

-
Q
[}
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10-15 ppt
20-25 ppt
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40-45 ppt
> 50 ppt

Figura 2. Cantidad de aflatoxina M1 determinada en ppt (izquierda). Relacion de las
cantidades de Antigeno (Ag) y Anticuerpo (Ac) para BVD (derecha).
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Figura 3. Recuento de Coliformes totales (izquierda). Recuento de Bacterias totales
(derecha).
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Figura 4. Recuento de Staphylococcus totales (izquierda). Recuento de Streptococcus
totales (derecha).

DISCUSION

La utilizacién de este programa permite al ganadero conocer el status sanitario de su rebafio
de una forma sencilla y rapida. Es suficiente una muestra de leche de tanque para tener una
visién general de su situacion sanitaria y asi poder actuar en consecuencia. De esta manera
no es necesario tomar muestras individuales por cada animal hasta que no se confirme que
realmente tenemos un problema y queramos localizar a los animales afectados. Esto
supondra un ahorro de tiempo y de material. A su vez el bienestar animal se ve favorecido
ya que no se han de atrapar a los animales en la cornadiza ni es necesario pincharlos. El
Bienestar Animal aumenta en las explotaciones que siguen el milQ® Program. Tal y como se
muestra en las graficas el nivel sanitario y la calidad sanitaria de la leche aumenta en las
explotaciones milQ® Program.
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INTRODUCCION

Las proteinas de fase aguda son componentes organicos innatos y no especificos,
conectadas con el restablecimiento de la homeostasia y la restriccion del crecimiento
microbiano, actuando en el organismo antes de los mecanismos de defensa inmunitaria
adquirida, como respuesta a una agresion, siendo su concentracion reflejo de la severidad
de la referida agresién (Murata et al., 2003). Haptoglobina (Hp) es una proteina de fase
aguda, que establece la conexion con la hemoglobina libre venenosa y para-inflamatoria en
el plasma y que reduce los dafios oxidativos y otros dafios asociados a hemdlisis (Yang et
al., 2003, mencionados por Murata et al, 2003). Actualmente, la Haptoglobina se presenta
clinicamente como un evaluador del parametro de la ocurrencia y severidad de patologias y
podra ser una prueba complementaria 6 substituta de los exdmenes actuales para la
determinacion del grado de salud y bienestar en los animales de producciéon. Aunque el
recuento de células somaticas sea hoy una realidad en la moderna produccion lechera, se
necesitan nuevos indicadores de la calidad de la leche. Akerstedt et al., (2006) encontraron
fuertes evidencias de que la presencia de Hp se observa y destaca en las ubres afectadas
de animales enfermos. Asi, el objetivo del presente estudio es la reproducciéon de un método
simples y eficaz de diagnostico, a través da la medicién de Hp en leche de ganado vacuno y
ovino, que permita avaluar la salud de la ubre y consecuentemente la calidad de la leche.

MATERIAL Y METODOS

Se recogieran un total de 95 muestras de leche, 45 en bovinos de raza Holstein-Frisona y
40 en ovinos de la raza autdctona portuguesa Bordaleira da Serra da Estrela, en distintos
momentos. Los animales eran provenientes de diferentes productores y se presentaban con
distintas edades y fases de lactacion. Las muestras fueron analizadas por el método
Fossomatic para el recuento de las células somaticas. Para la evaluacion de la
concentracion de Hp se us6 un kit comercial “Phase Haptoglobin Assay” de Tridelta
Development Lta. Para el tratamiento estadistico de los datos se recurrié a los programas
Excel para Windows y SPSS version 13 para Windows. Las medidas de estadisticas
descriptivas usadas fueran la media, desviacién estandar y coeficiente de dispersion,
usandose el procedimiento ANOVA para el estudio de la varianza. Se analiz6 también la
correlacion entre la Haptoglobina y distintas variables, particularmente el recuento de células
somaticas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados obtenidos indicaran una concentracion media de Haptoglobina en bovinos de
10.577,49 ng/ml y en ovinos se presentaran valores con una media de 6.218,02 ng/ml. En
bovinos, la Haptoglobina se revel6 especifica para clases de células somaticas por mililitro
inferiores a 300.000, punto relevante en la produccion lechera de los bovinos y su calidad
(Cuadro 1).

En los ovinos, no fue posible confirmar su especificidad, revelando todavia la Haptoglobina
sensibilidad en la deteccion de patologias a partir das 500.000 células somaticas por mililitro
(Cuadro 2)

Se encontraran correlaciones entre Haptoglobina/CS general de 0,235 (P<0,05) y de 0,389

(P<0,01) en bovinos y de -0,333 (P<0,05), en ovinos, por lo que el comportamiento de esta
proteina se presento distinto en las dos especies estudiadas (Figura 1).
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Es posible concluir, que en bovinos, la medicion de Haptoglobina puede ser usada como un
diagnostico eficaz, durante toda la lactacion, independiente del valor productivo de los
animales, de su edad 6 momento fisiologico. En ovinos, se podra considerar que los valores
de Haptoglobina y su relaciéon con las CS se pueden deber a estadios que no sea apenas de
tipo inflamatorio.

La relacion calidad/seguridad alimentaria y bienestar animal es hoy reconocida
universalmente, siendo cada vez mas imperioso el empefio de la comunidad cientifica para
la validacion de nuevas técnicas de monitorizacion del bienestar animal, contribuyendo para
la viabilidad y mantenimiento de la ganaderia en el siglo XXI. Asi, nuestro trabajo nos
permite indicar o uso de Haptoglobina como posible herramienta de diagnostico, siendo sin
embargo, necesarios mas estudios que indiquen y estandaricen valores de referencia para
la leche, permitiendo su uso regular en rebafios lecheros.
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Cuadro 1 — Concentracion de células somaticas (CS) y valores respectivos medios de
Haptoglobina (Hp) en bovinos

Recuento Concentracion Desviacién CD (%)
de CS N N . Coeficiente = Mediana Minimo Maximo
media de Hp estandar
(x1000 (ng/ml) (ng/ml) de (ng/ml)  (ng/ml) (ng/ml)
células/ml) dispersion
<40 14 6877,24° 872,27 12,68 6 608 6 009,30 9276,74
40-80 9 7012,53° 258,10 3,68 6 899 6741,86 7538,37
80-150 6 11 240,89 2° 9 628,63 85,66 7512 6474,42 30811,63
150-300 6 11 835,85 *° 8 838,99 74,68 7846,5 6753,49 29584,88
300-1000 | 5 15 197,67 >° 8 636,41 56,83 12236 7544,19 2972442
>1000 5 20 419,77 ° 12 065,61 59,09 28312 7009,30 30323,26

Valores con superindices diferentes muestran diferencias significativas (P<0,05)
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Cuadro 2 — Concentracién de células somaticas (CS) y valores respectivos medios de
Haptoglobina (Hp) en ovinos

Recuento L. s CD (%)
de CS Concentracion  Desviacion  ¢,ocionte Mediana Minimo  Méximo
N media de Hp estandar
(x1000 (ng/ml) (ng/ml) de (ng/ml)  (ng/ml) (ng/ml)
células/ml)) dispersion
<100 30 6 262,02° 222,946 3,56 6 265,12 5858 6730
100-300 4 6 108,14%° 319,961 5,24 6 206,98 5649 6 370
300-500 2 6433,72° 394,664 6,13 6 433,72 6 155 6713
=500 4 5890,12° 363,717 6,18 5907,56 5428 6 317
Valores con superindices diferentes muestran diferencias significativas (P<0,05)
T 25000 6500
=) D
£ £
-+ 6300
£20000 1 . &
-+ 6100
15000 +
-+ 5900
10000 +
-+ 5700
» *
5000\~ 2653,2x + 2811,1 y= '1§20'_5(7)X3;22418'3 1 5500
R?=0,9278 e
0 1 1 5300
<40 [40;80[ [80;150[ [150;300[ [300;1000[ >1000
x 1000 Células/ml
m Bovinos ¢ Ovinos ——Linear (Bovinos) —— Linear (Ovinos)

Figura 1- Regresion lineal de los resultados de Haptoglobina (ng/ml) en bovinos y ovinos con
respecto al niumero de células somaticas.
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INTRODUCCION
En la actualidad, los problemas y patologias mas comunes en el toro de lidia aparecen o
estan relacionados con la instauracion de modernos sistemas de alimentacion y engorde
(Vaz Alonso-Moreno, 2002). La observacion del cuadro clinico y sintomatico, asi como la
investigacion de las lesiones macroscopicas y microscopicas suelen coincidir con el
diagnostico patoldgico de una acidosis ruminal (Arriola, 1998; Gémez Peinado, 2001).

La acidosis se define como un estado patolégico de acidez elevada de la sangre, que en los
rumiantes se amplia para incluir situaciones de acidez en el rumen (Owens et al., 1998).
Suele presentarse con una primera fase de consumo brusco de carbohidratos de facil
fermentacion, seguido de una fermentacion rapida; y una segunda de absorcién de acidos a
través de las papilas ruminales hacia la corriente sanguinea (Calsamiglia et al., 2003).

Esta patologia, muy frecuente en terneros de aptitud carnica sometidos a cebo intensivo,
puede presentarse de forma aguda y esporadica en un ndmero limitado de animales, o de
forma cronica. En la actualidad, esta forma crénica o subaguda supone un enorme problema
econdmico en los cebaderos de terneros, ya que afecta a un gran nimero de individuos del
rebafio y, a largo plazo, los efectos de la enfermedad repercuten de forma severa sobre los
indices productivos (Vazquez et al, 2005)

La acidosis ruminal es la responsable de la aparicion de numerosas patologias en aquellos
rumiantes que la padecen: abscesos hepaticos, ulceras gastrointestinales, laminitis, etc.
(Arriola, 1998; Gomez Peinado, 2001; Calsamiglia et al., 2003).

MATERIAL Y METODOS
La muestra del estudio esta formada por 212 reses de lidia, toros y novillos, lidiadas en ocho
de las principales plazas de toros de Castilla y Ledn. A la finalizacion del festejo, en el
matadero al que eran trasladadas las reses, se realizaba una inspeccion visual de toda la
canal y las visceras, prestando especial atencién a la posible existencia de signos clinicos
macroscopicos relacionados con el padecimiento de una acidosis ruminal.
Las lesiones encontradas fueron agrupadas en las siguientes categorias:

e Lesiones hepaticas: unicamente lesiones macroscopicas: hepatitis purulenta y
adherencias.

e Lesiones podales: fundamentalmente laminitis, manifestado por el sobrecrecimiento
de pezufas.

e Lesiones en la mucosa ruminal: ruminitis y Ulceras gastrointestinales.

RESULTADOS Y DISCUSION
Lesiones hepaticas.
Un 25% de las reses (N=53) presentaron alteraciones macroscopicas a nivel hepatico,
diferenciandose, por un lado, la presencia de hepatitis purulenta con abscesos multiples, en
un 4% de las reses (N=8); y por otro, las adherencias de higado con diafragma y de ambos
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con los pulmones, que presentaron un 21% de los animales (N=45). La aparicion de
adherencias entre diafragma e higado esta relacionada con la apariciéon de alteraciones
sobre la superficie del higado. Ademas de por un absceso, dicha alteracién también puede
deberse a cicatrices de trayectos parasitarios antiguos.

De los abscesos encontrados se tomaron muestras para su posterior estudio microbiolégico,
confirmandose el Fusobacterium necrophorum como principal causante de dicha patologia
en cinco de ellos.

Lesiones podales.

Del total de reses muestreadas, un 28% mostraron sobrecrecimiento del casco (N=58). Esta
lesion es la manifestacion clinica de una laminitis cronica, que se asocia al padecimiento de
acidosis ruminales subclinicas.

Lesiones en la mucosa ruminal.

No encontramos ninguna ulcera a nivel del rumen, aunque si constatamos la separacion y
pérdida de la mucosa ruminal de la lamina propia de las papilas en varios casos. Un 82% de
las reses (N=173) presentaron ruminitis caracterizada por una mucosa de tonalidad oscura,
sintoma inequivoco de la existencia de una inflamacién de la mucosa que recubre la pared
ruminal y la consiguiente reparacion del dafio con tejido fibroso, todo ello con aumento del
espesor de la capa cornea del epitelio estratificado ruminal (paraqueratosis).

Se dispone de poca informacion cientifica sobre las necesidades y manejo de la
alimentacion del toro de lidia en nuestro pais, por ello suelen adaptarse los conocimientos
existentes de otras razas, generalmente mejoradas para la producciéon de carne, a la hora
de planificar las pautas alimenticias de una raza rustica cuya principal finalidad no es la
produccion de carne.

En los sistemas de cebo intensivo de terneros predominan las dietas basadas en piensos
con un elevado porcentaje de cereales y un escaso aporte de productos fibrosos, lo cual
implica la acumulacién de almidones y azucares altamente fermentables en el rumen. El
unico complemento forrajero que reciben los animales en las raciones habitualmente
utilizadas en Espafa es paja, pero el consumo es tan limitado que no puede contrarrestar
los efectos de la administracion de cantidades tan elevadas de alimento concentrado. Esta
practica nutricional no siempre es compatible con el fisiologismo ruminal, ya que la
abundancia de carbohidratos no estructurales en el rumen se traduce en la sintesis de
acidos resultantes de la fermentacion y de mucopolisacaridos de origen bacteriano que
alteran la funcién normal del mismo. Por todo ello, la acidosis lactica ruminal ha de
considerarse como una enfermedad productiva, que adquiere entidad a partir de la
introduccion de cereales en la racion (Vazquez et al., 2005).

De los resultados obtenidos podria inferirse que actualmente, el manejo de la alimentacion
en las explotaciones de toro de lidia es muy similar al realizado en una explotacion de
vacuno de carne. Asi, una vez separados en lotes de 8-10 animales, los toros de saca son
alojados en cercados pequefios y sometidos a un proceso de engorde a base de dietas ricas
en carbohidratos, que suele iniciarse en los meses de verano u otofio del afio anterior a su
lidia (Compan et al., 1998). Si a esto afiadimos la escasa movilidad del animal durante esta
fase o una planificacion incorrecta de la gimnastica funcional a realizar por las reses,
comprenderemos el origen del problema de acidosis ruminal con que el animal llega a la
plaza en demasiadas ocasiones. En el caso del toro bravo, ademas de la indudable merma
productiva, estas patologias pueden provocar una disminucion de su aptitud para la lidia,
léase falta de fuerza, caidas, etc. que redundaria en una perdida de calidad del espectaculo.

—-616—



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Arriola, J. 1998. Acidosis ruminal en el toro de lidia (I). Toro Bravo, 13:30-33.
Calsamiglia, S., Ferret, A. 2003. Fisiologia ruminal relacionada con la patologia
digestiva: acidosis y meteorismo. Produccién Animal, 192:2-23.
Compan, H., Arriola, J. 1998. Acidosis ruminal en el toro de lidia (lll). Toro Bravo,
15:30-33.
Gomez Peinado, A. 2001. Acidosis ruminal y su incidencia en la lidia. Libro de
ponencias de las “Il Jornadas sobre Ganado de Lidia”, 137-147. Universidad Publica
de Navarra.
Owens, F.N., Secrist, D.S., Hill, W.J., Gill, D.R. 1998. Acidosis in cattle: a review.
Journal Animal Science, 76:275-286.
Vaz Alonso-Moreno, F. 2002. La alimentacion y su influencia en las caidas de los
toros. Libro de ponencias del “IV Congreso Mundial Taurino de Veterinaria”, pp. 53-
61.
Vazquez, P., Pereira, V., Hernandez, J., Castillo, C., Méndez, J., Lopez-Alonso, M.,
Benedito, J.L. 2005. Acidosis crénica en terneros: nuevas pautas de prevencion.
Produccién Animal, 216: 4-15.

-617—






Calidad de los productos




ITEA (2007), Vol. Extra N.° 28. Tomo II, 618-620

ANALISIS DE LA RELACION ENTRE EL ESPESOR DE LA GRASA DORSAL Y EL
TAMANO DE LOS ADIPOCITOS EN CERDAS REPRODUCTORAS

*Mendizabal, J.A., Abadia, S., Abaurrea, E., Alfonso, L.
Dpto. Produccion Agraria, Universidad Publica de Navarra, 31006 Pamplona
*jamendi@unavarra.es

INTRODUCCION

La correcta gestion de las reservas grasas durante el ciclo productivo de las cerdas
reproductoras es un factor clave para la obtencién de unos buenos resultados productivos.
El principal depdsito graso en las cerdas lo constituye el tejido graso subcutaneo, por lo que
la medicion del espesor graso dorsal es un buen indicador del estado de las reservas
corporales. Aunque existen diversos puntos para la medicion del espesor, se recomienda
hacerlo a nivel de la ultima costilla flotante, punto que se conoce como P2 (Quiniou, 2004).
En esta localizaciéon se pueden distinguir hasta tres capas distintas de grasa subcutanea
(Moody y Zobrisky, 1966). Distintos trabajos han observado un desarrollo diferencial de las
tres capas durante el crecimiento de los animales (Alfonso, 2004; Fortin, 1986), asi como
diferencias en su actividad lipogénica (Camara et al., 1996). Por tanto, el estudio de las
caracteristicas de cada capa considerada como distinto depdsito graso puede ser importante
para conocer los mecanismos de acumulaciéon y movilizaciéon de las reservas grasas. En
este sentido, en el presente trabajo se estudia la relacién entre el espesor de la grasa y el
tamano de los adipocitos de cada una de las capas descritas en la grasa subcutanea dorsal.

MATERIAL Y METODOS

En 16 cerdas de desvieje de dos lineas genéticas diferentes se midio, tras su sacrificio, el
espesor de grasa de cada una de las tres capas (externa, media e interna) que constituyen
la grasa subcutanea dorsal. Dicha medida se realizé mediante un calibre o pie de rey a la
altura de la ultima costilla en la linea media de division de la canal. Ademas se realizé una
fotografia digital en ese mismo punto y posteriormente mediante un programa de analisis de
imagen se realiz6 esa misma determinacion (Figura 1). De esta manera, con objeto de
aleatorizar los inevitables errores de medicion, se considero6 el espesor de cada una de las
capas de grasa como la semisuma de los valores obtenidos con calibre y mediante analisis
de imagen.

En los mismos puntos en que se realizé la medida del espesor graso dorsal se tomd una
muestra de grasa de 2 g para la medida del tamafio de sus adipocitos. Para ello se utiliz6 la
técnica de la digestion con colagenasa y posterior medida del diametro de los adipocitos con
el programa de analisis de imagen Image Pro Plus 5.1. (Alfonso et al., 2005) (Figura 2). De
cada muestra se midieron aproximadamente 200 adipocitos sumando un total de 9430 (3143
en la capa externa, 3400 en la media y 2887 en la interna).

La relacién entre el diametro de los adipocitos y el espesor de la capa de grasa a la que
pertenecian los mismos se analizé6 mediante el siguiente modelo lineal (tras comprobar la no
significacién del efecto de la linea genética de las cerdas):

yix= W + ani; +capa; + b - (egd; - egd)) (capay) + ejx

donde: yjx es el diametro del adipocito k que pertenece a la capa j (capa;, con un espesor
medio egd)), de la cerda i (ani;) que tiene un espesor egdj, considerandose capa como factor
fijo, ani como aleatorio y egd como covariable. En este modelo, el factor capa representa las
diferencias existentes entre el diametro medio de los adipocitos de las capas de grasa
(corregidos por el posible efecto del animal) y el coeficiente b la relacion lineal existente
entre el diametro de los adipocitos de cada capa con la dispersién del grosor de su capa
respecto al valor medio. Se empleo el paquete estadistico SPSS.PC* (2005).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presentan las medias de los valores estimados para el espesor graso y el
diametro y volumen de los adipocitos de cada una de las tres capas de grasa subcutanea
dorsal en el punto P2. Se observa que el mayor grosor de grasa, junto con el mayor tamafio
de los adipocitos correspondio a la capa media. Mersmann y MacNeil (1986) también
observaron, aunque en cerdos en crecimiento de 88 kg de peso vivo, mayor tamafo de los
adieocitos de la capa media (4.38 pm®107), siendo intermedios los de la capa externa (3.55
um*107°) y menores los de la interna (3.14 um*-107%). El mayor tamafio de los adipocitos en
este estudio se debe atribuir, entre otras razones, al peso de los animales analizados, en
nuestro caso con una media de 179 kg, dado el aumento que se produce en el tamafo de
los adipocitos con el peso de los animales (Mourot et al., 1999).

En la Tabla 2 se presentan las estimaciones para la relacion entre el tamafio de los
adipocitos y el grosor de cada una de las capas de la grasa subcutanea. En ella se muestra
que Unicamente existid una relacion significativa entre estos dos parametros en la capa
media (P<0,001), de manera que al aumentar uno de los parametros también lo hacia el
otro. Estos resultados sugieren que las variaciones en el espesor de la grasa de la capa
media estarian ligadas a cambios en el tamafio de sus adipocitos, mientras que en las capas
externa e interna tendrian que estar ligados fundamentalmente al niUmero de los mismos.

Tabla 1.- Valores (medias + error tipico) del espesor graso y del diametro y volumen de los
adipocitos de las diferentes capas de la grasa subcutanea dorsal.

Externa Media Interna Significaciéon
Espesor (mm) 7,840,8° 18,5+1,9° 4,9+0,9°
Diametro adipocitos (um) 90,410,5b 96,9+0,5° 85,8+0,4° ex
Volumen adipocitos (um>107) 4,93+0.08 5,95+0.08 4,05+0.06 b

Tabla 2.- Relacién lineal entre el diametro de los adipocitos de cada capa con el espesor de
la misma [yj= p + ani; +capa; + b * (egd;- egd)) (capa)) + ejl.

Estimacion b Error tipico P Intervalo confianza (95%)
Externa 0,16 0,21 0,44 -0,24 0,57
Media 0,91 0,09 <0,001 0,73 1,08
Interna 0,14 0,22 0,52 -0,29 0,58

Teniendo en cuenta el mayor espesor de la capa media, el mayor tamafo de sus adipocitos
y, sobre todo, la relacién positiva existente entre ambos caracteres podria sustentarse el
principio de que es esta capa media la que interviene mas activamente en los procesos de
acumulacion y movilizacion de reservas en las cerdas reproductoras.

Si se considera la comparacion entre la capa externa y la media, algunos resultados
publicados previamente avalan esta hipotesis. Asi, Mersmann y Leymaster (1984)
observaron, en cerdas jovenes con dos capas de grasa diferenciadas, que la utilizacion de
las reservas durante periodos de subnutricion era principalmente de la capa interna y
acabaron especulando que la capa externa era la mas estable, asignandole un papel
primordial en la regulacion térmica del animal, frente a las capas media e interna a las que
asignaron un papel de tipo metabdlico mas importante. Por su parte, Camara et al. (1996)
observaron importantes diferencias en la actividad enzimatica de tipo lipogénico entre capas,
inferior en la capa externa, que les llevaron a sugerir el considerar el tejido adiposo
subcutaneo como un conjunto de distintos tejidos.
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No obstante, al considerar la comparacion entre la capa media y la interna, los resultados
son mas dificiles de interpretar, pues se considera que en porcino existe un gradiente de
sintesis de lipidos que va de cabeza a cola y de exterior a interior, y que evoluciona en
sentido opuesto al del tamafio de los adipocitos (Mourot et al., 1999). En consecuencia,
cabia esperar una relacion significativa entre el tamafio de los adipocitos y el espesor de
grasa en la capa interna. Varias son las causas que pueden explicar la falta de relacion
observada en este trabajo, pero fundamentalmente dos. En primer lugar, la dificultad de
identificar, medir y muestrear sin error la tercera capa de grasa en las medias canales de
algunas cerdas en matadero. En segundo lugar, el diametro minimo establecido en este
trabajo (40 um) para considerar las particulas observadas como adipocitos, que fue mas
conservador que el considerado en otros trabajos (p.ej. Mersmann y MacNeil, 1986 —20um-).
Por ello, las consideraciones relativas a la capa interna consideramos que se deben
interpretar, hasta el momento, con cierta cautela.

En definitiva, las diferencias observadas en las distintas capas de la grasa subcutanea
dorsal estarian indicando una diferente funcionalidad de cada una de ellas. Los resultados
indican que la capa media parece tener un papel mas activo que la capa externa en los
procesos de deposicidn y movilizacién de reservas en cerdas reproductoras, dado que
presenta una variacién significativa del tamafo de sus adipocitos en relacion a las reservas
acumuladas.
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INTRODUCCION

Los acidos grasos de los triglicéridos de la grasa subcutanea e intramuscular del cerdo,
guardan relacién con la composicion de la grasa de los alimentos (Miller et al., 1990). La
cantidad y el tipo de grasa del alimento afectan a la actividad lipogénica. En este sentido,
Allee et al. (1971), observaron que altos niveles de grasa en la racion disminuian la sintesis
endogena. Sin embargo, los animales son capaces de mantener la concentracion de acidos
grasos en un rango de valores mas o menos constantes, aunque se alimenten con piensos
con diferente nivel de saturacion de la grasa (Sanz, 2000). Esto sugiere que existe una
regulacion endégena que modula la composicion corporal y que posiblemente se basa en la
regulacion del grado de consistencia de la grasa por la sintesis de acidos grasos o por la
accion de enzimas desaturasas. El objetivo de este trabajo es observar el efecto de la
saturacion de la grasa sobre los mecanismos de regulacion de la consistencia de la grasa.

MATERIAL Y METODOS

Se dispuso de 160 cerdos que se repartieron en grupos de 4 animales por corral con un
peso medio de 23 kg. Los animales se distribuyeron al azar en cinco tratamiento con ocho
replicas por tratamiento. Todos los animales se alimentaron con un pienso preexperimental
hasta que alcanzaron un peso medio proximo a los 60 kg. Luego se dividieron en 5 grupos y
cada grupo recibié un pienso experimental con un 4% de grasa afiadida, constituida por
cinco combinaciones de grasa de palma (0, 25, 50, 75 y 100% de la grasa afadida) y de
grasa hidrogenada (100, 75, 50, 25y 0%). En la Tabla 1 se puede ver el contenido en acidos
grasos tanto del pienso preexperimental como de los piensos experimentales.

Tabla 1. Contenido en &cidos grasos de los piensos (expresados en %).

PREEXP PALMA 0 PALMA 25 PALMA 50 PALMA 75 PALMA 100
% % % % % %
C16:0 19,82 43,14 40,27 38,43 36,72 32,92
C16:1N7 1,54 0,00 0,00 0,10 0,12 0,00
C18:0 6,44 21,14 18,69 14,27 9,62 4,29
C18:1N9 27,85 10,49 12,59 17,29 22,71 28,44
C18:1N7 1,63 0,42 0,46 0,56 0,67 0,82
C18:2 32,30 19,41 20,07 22,03 24,52 25,75
C18:3 2,64 1,54 1,48 1,66 1,75 1,77
C20:0 0,00 0,45 0,43 0,42 0,42 0,42

Durante el sacrificio y posterior faenado de los animales se recogieron muestras de tocino,
de la regién de la babilla, posteriormente se congelaron a —20°C y se mantuvieron a esta
temperatura hasta su analisis. Para la extraccion de la fraccion lipidica en las muestras de
grasa subcutanea se empled el método Bligh y Dyer (1959). Una vez obtenida la grasa se
procedié a su metilacion con metilato sddico. La composicién de los acidos grasos de la
grasa se determind por Cromatografia en fase gaseosa (modelo 6890 de Hewlett Packard) y
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su identificacién se llevo a cabo por comparacion de los tiempos de retencion de los ésteres
metilicos de los acidos grasos de la muestra con los de patrones sometidos a las mismas
condiciones cromatograficas que las muestras. Los andlisis se realizaron mediante el
procedimiento GLM del paquete estadistico SAS (1999). La separacion de medias se llevo a
cabo mediante el test de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion de acido palmitico en la grasa dorsal no experimenta variaciones al
modificarse la proporcion de acidos grasos saturados (AGS) en el pienso. El contenido en
acido estearico en el tejido adiposo también se mantiene inalterable durante un rango amplio
de saturacion de la grasa del pienso. Sélo cuando esta alcanza una proporciéon extrema la
concentracion de acido estearico es superior. El oleico muestra una evolucion similar a la del
estedrico (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados del contenido de acidos grasos en la grasa subcutanea dorsal del
cerdo con diferente nivel de saturacion de grasa en el pienso.

PALMA 100 PALMA75 PALMA50 PALMA25  PALMAO SEM P
C16:0 24.03 24.18 24.25 24.96 24.74 0.16 0.1851
C18:0 12.99° 13.88" 13.70° 14.55% 16.04° 0.27 0.0003
C18 :1 41.89° 40.38% 41.53%® 41.12%® 40.10° 0.22 0.0112

Letras diferentes en la misma linea implican diferencias significativas.
SEM: error estandar de la media. P: significacion.

Este mismo comportamiento se observa de un modo mas claro en la Figura 1, donde se
muestra la concentracion de cada acido graso, en términos relativos, respecto a la
concentracion del grupo que recibe pienso con aceite de palma (valor 100). Resulta
interesante observar que el rango de variacion del acido palmitico y oleico es muy reducido,
mientras que los mecanismos de regulacion de la concentracion de acido estearico a partir
de una concentracion de AGS en el pienso préxima al 60% parecen rebasarse. Algunos
trabajos han sugerido que existe una regulacion de la actividad desaturasa a través de la
composicion en acidos grasos de la racion (Fontanillas et al., 1998; Lépez Bote et al., 1997).
Ademas resulta interesante observar que el comportamiento del C18:1 no es uniforme en
todo el rango estudiado, lo que sugiere una regulacién compleja.

Al observar la evolucion del conjunto de los AGS del tejido adiposo dorsal del cerdo y la de
los acidos grasos monoinsaturados (AGM) (Figura 2), se puede comprobar un aumento
marcado de la concentracion de AGS a partir de un nivel proximo a 59% de AGS en la
racion, debido al crecimiento exponencial del acido estearico. La concentracion en el pienso
de AGS en concentraciones proximas a un 59% puede afectar a la capacidad de insaturar
del tejido adiposo provocando al mismo tiempo un descenso en los AGM. Este efecto ha
sido descrito por Sanz (2000) en pollos.

En resumen, puede existir un mecanismo por el cual, a partir de una cierta concentracion de

acidos grasos saturados en el pienso, se provoque una reduccion dramatica de la actividad
desaturasa.
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Figura 1. Efecto de concentracion de acidos grasos saturados en el pienso en la
concentracion relativa de acido estearico (C18:0), palmitico (C16:0) y oleico (C18:1) en la
grasa dorsal del cerdo expresada sobre un valor inicial de 100 para el grupo que recibe
grasa de palma.
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INTRODUCCION

Esta ampliamente documentado que la genética porcina tiene un marcado efecto en el
engrasamiento de la canal y contenido en grasa intramuscular de la carne (Ramirez, 2006).
Sin embargo, el efecto de la grasa del pienso en estos mismos caracteres es mucho menos
claro. Algunos autores han sefialado que la grasa saturada aumenta el engrasamiento de la
canal e incluso el contenido en grasa intramuscular (Sanz et al., 1999), pero la informacién
es poco consistente. El objetivo del presente trabajo es comprobar si existe un efecto de la
grasa del pienso en las caracteristicas de engrasamiento de la canal y en la grasa
intramuscular en dos hibridos comerciales porcinos.

MATERIAL Y METODOS

En el presente experimento se utilizaron 165 machos castrados de 50 kg repartidos al azar
en 55 réplicas (3 cerdos/corral). El estudio se desarrollé de acuerdo con un disefio factorial 2
x 2 con dos tipos de pienso (que solo difieren en el contenido en el tipo de grasa) y dos
genéticas: GEN1 (LDxLW) y GEN2 (Duroc x (LDxLW)). Uno de los piensos contenia un
2.5% de aceite de palma (mayor contenido en acidos grasos saturados) y el otro la misma
cantidad de aceite de girasol (alto contenido en &cidos grasos poliinsaturados). En todos los
casos el contenido analizado de extracto etéreo del pienso fue de 45 g/kg. Los animales se
sacrificaron con un peso de 120 kg.

Tras el sacrificio se tomaron los pesos de la canal, del lomo y del jamdn, se midi6 el tocino
dorsal, la longitud de la canal interna, y de la canal externa, la longitud del jamén y la
anchura del jamon. También se registré el pH con un pHmetro crison modelo pH 25 y la
temperatura del lomo. Se tomaron muestras de musculo, higado y grasa subcutanea para su
posterior analisis. Para la determinacion de la grasa intramuscular en el musculo
Longissimus dorsi se ha empleado el método de Bligh y Dyer (1959). Los resultados
obtenidos se sometieron a un analisis de la varianza que incluia el tipo genético y el tipo de
grasa como efectos fijos asi como la interaccion entre ambos factores. Los analisis se
realizaron mediante el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS (1999). La
separacion de medias se llevd a cabo mediante el test de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se pueden observar los distintos resultados obtenidos para las distintas
caracteristicas de la canal. En las variables peso de la canal, pH del lomo, temperatura del
lomo, longitud del jamoén, peso del lomo, peso del jamén y area del jamoén no se observaron
diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales. (P>0.05). El espesor de
tocino dorsal de los animales de GEN2 (D*(LD*LW)) fue significativamente mayor (P<0.05)
que los pertenecientes al grupo GEN1 (LD*LW), debido a un caracter adipogénico mayor del
genotipo Duroc (Suzuki et al., 2002). El perimetro del jamén fue significativamente mayor en
los animales GEN2. La longitud de la canal externa fue mayor en el grupo GEN1, debido al
caracter longilineo de este tipo genético (Whittemane,1993).

Se dio una marcada tendencia (P<0.068) en los animales de grupo GEN2 alimentados con

palma a presentar un mayor espesor de tocino dorsal que los GEN2 alimentados con aceite
de soja. Sin embargo, en los cerdos GEN1, practicamente no se evidenciaron diferencias
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significativas segun el tipo de grasa utilizada. Este resultado, tal vez pueda explicarse en
base a que la presencia de acidos grasos saturados (pienso rico en palma) tiene una
relacion directa con la deposicion de grasa subcutanea, mientras que la presencia de acidos
grasos poliinsaturados (pienso rico en aceite de soja) tiene una relacién negativa con el
espesor de grasa subcutanea (Wood et al., 1989; Cameron, 1990). Por ello, en animales de
genética Duroc es posible incrementar el espesor de tocino dorsal mediante la inclusién en
el pienso de grasas saturadas.

Resultados estadisticamente significativos se obtuvieron al analizar el contenido en grasa
intramuscular, observandose un valor significativamente mayor en los animales que
incorporaron en su genotipo a la raza Duroc (GEN2) con respecto a los Large White (GEN1),
resultado que coincide con los obtenidos por Suzuki et al. (2002). Sin embargo, se dio una
tendencia marcada (P<0.064) en acumular mayor grasa intramuscular en aquellos cerdos
pertenecientes al GEN1 alimentados con pienso rico en aceite de palma con respecto a los
alimentados con aceite de soja mientras que, en los animales del GEN2, el valor de grasa
intramuscular obtenido no varié segun el tipo de grasa incluido en el pienso en funcion de la
inclusion en la dieta de aceite de soja o aceite de palma. A este respecto, las referencias
bibliograficas son practicamente inexistentes, aunque existen evidencias que hacen pensar
que un pienso con mayor aporte de acidos grasos saturados aumenta el contenido en grasa
intramuscular, a diferencia de lo que ocurre cuando se alimenta a los animales con un alto
contenido en acidos grasos poliinsaturados.

A tenor de los resultados obtenidos en el presente experimento, el tipo de grasa incluido en
el pienso puede tener influencia sobre el estado de engrasamiento de los animales, aspecto
de especial interés en lo que se refiere a consideraciones productivas y de calidad de la
carne
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INTRODUCCION

El principal interés de la introduccién de las razas chinas en Europa reside en su caracter
maternal, la alta prolificidad y precocidad sexual de estos animales. Asimismo, las razas
chinas puras o cruzadas producen carnes con atributos sensoriales deseables por el
consumidor, con buenas calidades en relacién a terneza, jugosidad, sabor (Touraille et al.,
1989) y capacidad de retencién de agua (Suzuki et al., 1991). Por contra, estas razas
muestran menor crecimiento magro e incrementos del contenido graso de la canal (Legault
et al., 1985; Young 1995, 1998). Sin embargo, este impacto es muy variable en funcion de la
linea china elegida y de su porcentaje en el producto final, por lo que es necesario evaluar
nuevos cruzamientos de las razas chinas con las europeas con el objetivo de estudiar su
efecto sobre la productividad, calidad de la canal y de la carne.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 96 cerdos (50 % machos castrados y 50 % hembras) con 68 d de vida y un
peso vivo medio de 25,3 + 0,3 kg para evaluar el efecto del sexo y la genética sobre la
productividad y la calidad de la canal. Hubo 4 tratamientos ordenados factorialmente, con
dos genéticas maternas: Alfa+ -100% europea, Landrace x Large White- vs Youna -5 china,
Landrace x Large White x Mehisan- cruzadas con machos Duroc, y dos sexos: machos vs
hembras. Los lechones procedentes de las reproductoras Youna procedian de camadas de
primer o segundo parto, mientras que los lechones de las reproductoras Alfa+ procedian en
un 50% de primer o segundo parto y un 50% de tercer parto o superior. La prueba se llevo a
cabo en las instalaciones del Centro de Pruebas de Porcino del Instituto Tecnolégico Agrario
de Castilla y Ledn, y los cerdos fueron distribuidos en funcién del peso vivo y del sexo. Cada
tratamiento fue replicado 6 veces y la unidad experimental estuvo formada por 4 cerdos
alojados conjuntamente. Todos los cerdos recibieron las mismas dietas experimentales en
granulo y ad libitum a lo largo del ensayo.

A los 174 d de vida se sacrificaron 20 cerdos por tratamiento en el matadero de Laguna de
Duero, desechando los animales mas pequefios de cada tratamiento. Tras el desangrado y
eviscerado se tomo el peso de la canal y el espesor graso entre la 32 y 42 dltimas costillas
(P2) y a nivel del Gluteus medius (GM), y tras el despiece se pesaron todos los jamones,
paletas y lomos perfilados para el calculo del rendimiento de las piezas nobles sobre el peso
de la canal, siendo cada cerdo la unidad experimental. Los datos fueron analizados
mediante el procedimiento GLM de SAS (SAS Institute, 1990). EI modelo incluy6 el cruce
genético, el sexo y su interaccion como efectos principales y la sala de cebo se incluyd
como efecto fijo en el andlisis de los parametros productivos. Todos los datos se presentan
como medias corregidas por minimos cuadrados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto del tratamiento sobre la productividad se muestra en la Tabla 1. No se encontraron
diferencias significativas entre las lineas genéticas sobre el peso vivo final (PVf) y la
productividad a lo Iarqo del cebo, al contrario de lo observado por Young (1995, 1998) en
cerdos con un /4 y '/g de sangre china. Asimismo, las hembras mostraron menor PVf,
ganancia media diaria (GMD) y consumo medio diario (CMD) que los machos (118,9 vs
124,5 kg, 881 vs 934 y 2.182 g/d vs 2.361 g/d, respectivamente; P<0,05). Ademas, se
observé una interaccion entre la linea genética y el sexo para la GMD y PVf: los machos con
sangre china obtuvieron mayor PVf y GMD que las hembras, diferencia que no se encontré
entre ambos sexos de la genética europea (P<0,05).

Tabla 1. Efecto de la genética china (Alfa+ vs Youna) y el sexo (machos vs hembras) sobre
el peso vivo (kg) a 68 y 174 dias de vida (d/v) y la productividad de los cerdos.

Peso vivo, kg Parametros productivos
68 div 174 div GMD', g/d CMD', g/d IC', aig

Genética ¢

Alfa+ 25,1 121,0 904 2.270 2,51
Youna 254 122,5 911 2.273 2,50
Sexo

Hembras 254 118,9 881 2.182 2,48
Machos 25,1 124,5 934 2.361 2,53
EEM? (n=12) - 1,5 13 32 0,03
Interaccion

Alfa+ * Hembra 25,2 120,8° 899° 2.221 2,47
Alfa+ * Macho 25,0 121,3% 909% 2.319 2,55
Youna * Hembra 25,7 117,1° 862" 2.143 2,49
Youna * Macho 25,2 127,8° 959° 2.404 2,51
EEM (n=6) - 2,1 18 45 0,05

Probabilidad

Genética - 0,51 0,74 0,95 0,73
Sexo - 0,02 0,01 <0,01 0,28
Interaccion - 0,04 0,04 0,11 0,54

' GMD: Ganancia media diaria; CMD: Consumo medio diario; IC: indice de conversion.
2 EEM = Error estandar de la media (n = n° de réplicas por tratamiento).
2" Diferente superindice dentro de la misma columna indica diferencias significativas (P<0,05).

No se encontraron diferencias significativas entre ambos cruces genéticos para el
engrasamiento de la canal y el rendimiento de los jamones y paletas (Tabla 2). Sin embargo,
los cerdos con componente genético chino obtuvieron menor rendimiento de la canal y de
los lomos que los cerdos de linea europea (76,79 vs 77,34 y 6,69 vs 7,02 %,
respectivamente; P<0,05). Por otro lado, las cerdas obtuvieron menor espesor graso al nivel
del P2 y del GM (3,00 vs 3,62 y 1,75 vs 2,17 mm, respectivamente; P<0,05) y mayor
rendimiento de los jamones y lomos que los machos (25,77 vs 24,98 y 7,15 vs 6,56 %,
respectivamente; P<0,05).

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que los cerdos de linea china-europea
mostraron resultados productivos similares a los cerdos de la linea europea testada, pero
menor rendimiento de la canal y de los lomos. Sin embrago, en el futuro sera necesario
evaluar el impacto de la inclusion de la genética china en la calidad de la carne, en relacién
con el potencial impacto positivo por el incremento del contenido graso en la misma. El
destino final de los cerdos determinara la posibilidad y adecuacion de su uso; siendo
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necesario considerar estos factores a la hora de incrementar el porcentaje de la linea china
incluido en el producto final.

Tabla 2. Efecto de la genética china (Alfa+ vs Youna) y el sexo (machos vs hembras) sobre
el espesor graso entre la 32 y 42 Gltimas costillas (P2) y a nivel del Gluteus medius (GM) y el
rendimiento de la canal y de las piezas nobles de los cerdos sacrificados.

Parametro Genética ¢ Sexo EEM1 Probabilidad

Alfa+ Youna Q 1) (n=80)  Genética Sexo Interacc.
Espesor graso, mm
P2 3,20 3,42 3,00 3,62 0,11 0,17 <0,01 0,74
GM 1,88 2,04 1,75 2,17 0,10 0,25 <0,01 0,33
Rendimiento, %
Canal 77,34 76,79 7717 76,96 0,18 0,03 0,42 0,10
Jamones 25,55 25,20 25,77 24,98 0,16 0,12 <0,01 0,65
Paletas 14,65 14,80 14,84 14,61 0,13 0,41 0,20 0,29
Lomos 7,02 6,69 7,15 6,56 0,09 0,01 <0,01 0,44

" EEM = Error estandar de la media (n = n° de animales por tratamiento).
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INTRODUCCION

La industria del cerdo Ibérico ha establecido programas de control de calidad para
determinar el régimen alimenticio de los animales, especialmente durante el periodo final de
crecimiento. Estos programas incluyen inspeccion de los animales en campo y andlisis de la
composicion de acidos grasos en grasa subcutanea. Varios afos de investigacion (De Pedro
et al., 1992; Hervas et al., 1994; De Pedro et al., 1997; Garcia-Olmo et al., 2000, 2001,
2004; Pérez-Marin et al., 2001, 2007; Garrido et al., 2004) han mostrado el potencial de la
tecnologia de Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIRS) en laboratorio, aplicada al
analisis de tocino y grasa fundida para la clasificacion de canales de cerdo Ibérico dentro de
las categorias comerciales, de acuerdo con su régimen alimenticio. A pesar de la rapidez de
analisis de esta tecnologia, la toma de muestras, su traslado y manipulacién suponen que
los resultados no estén disponibles con la inmediatez que seria deseable. La incorporacion
de la tecnologia NIRS en distintos puntos del proceso productivo del cerdo Ibérico supondria
disponer de una huella espectral Unica de cada animal y/o canal de enorme utilidad para la
trazabilidad y control de las especificaciones de calidad de los mismos. La puesta a punto de
un sistema en linea de control de procesos basado en la tecnologia NIRS requiere la
seleccion y optimizacion de distintos parametros (por ejemplo tipo de instrumento,
accesorios de medida, localizacién, condiciones de trabajo, optimizacién de métodos de
tratamiento de la sefal, etc.) que permitan obtener una respuesta espectral adecuada que
posibilite rescatar la informacion requerida sobre el producto. El objetivo de este trabajo es
la puesta a punto y optimizacion de la tecnologia NIRS para el control del cerdo Ibérico tanto
en campo sobre el animal vivo, ya que es una técnica completamente inocua para el animal,
como sobre la canal en el matadero, lo cual permitira consolidar un sistema de trazabilidad
basado en sensores no destructivos y rapidos.

MATERIAL Y METODOS
Se han analizado un total de 162 animales vivos y 265 canales de cerdo ibérico, durante la
presente campafa 2006-07, pertenecientes a diferentes empresas, localizaciones
geograficas y regimenes alimenticios (cebo, recebo y bellota), para tratar de recoger la
maxima variabilidad.

Figura 1. Recogida de los espectros NIRS sobre el a

nimal vivo y sobre la canal.
T T T o

Para la recogida de los espectros NIRS, se ha utilizado un espectrofotdmetro LabSpec®Pro
A108310 (Analytical Spectral Device, Inc.) que trabaja en reflectancia en la regién del
espectro comprendida entre 350 y 2500 nm (cada 1 nm). El equipo estaba dotado de una
sonda de fibra 6ptica de contacto, de 1,5 m de longitud (Figura 1). Para evaluar la
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repetibilidad espectral de los datos se ha utilizado el estadistico RMS (Root Mean Squared
Error).

RESULTADOS Y DISCUSION

La eleccion de la instrumentacion y los accesorios de medida es uno de los aspectos mas
importantes a estudiar para establecer las condiciones 6ptimas (tamafio de la superficie
irradiada, ratio sefial/ruido, profundidad de penetracion de la luz, velocidad de analisis, etc.)
para la recogida de espectros de alta calidad, tanto en animales vivos en campo durante
etapas intermedias del periodo de engorde como en canales enteras después del escaldado.
Este aspecto es critico para garantizar el desarrollo posterior de modelos y calibraciones
para la estima de las caracteristicas que permitan clasificar a los animales y canales en las
diferentes categorias comerciales (bellota, cebo y pienso).

En el presente estudio, se iniciaron los analisis “in vivo” utilizando una sonda disefiada para
medir productos pulverulentos, que era la disponible en ese momento, observandose que
los espectros obtenidos tenian importantes zonas de ruido que era necesario eliminar
(Figura 2). Ello se traducia asimismo en valores inaceptables del estadistico RMS, indicador
de la repetibilidad de la medida espectroscopica, el cual alcanzé valores superiores a
600.000 plog 1/R cuando se compararon espectros de un mismo animal y localizacién para
todo el rango espectral de medida (350-2500 nm). Dicho estadistico se reducia de forma
importante (79.000 plog 1/R) cuando se recortaba el espectro al rango 800-1750 nm. Por tal
razon, se adapté una sonda de alta intensidad y mayor superficie de irradiacion, reforzada
en su conexion al instrumento para evitar problemas de rotura por traccién cuando se realiza
la medida en campo y matadero. Ello posibilitd obtener una calidad de espectros muy
superior (Figura 3), lo que a su vez se tradujo en valores del estadistico RMS muy inferiores:
en torno a 46.000 plog 1/R para el rango espectral completo y a 41.000 plog 1/R para el
rango espectral recortado, en este caso, a 600-1900 nm. Para el caso de medida sobre la
canal, los resultados han sido analogos, obteniéndose con la forma de medida seleccionada
valores de RMS de 41.000 y 30.000 plog 1/R para el rango completo y recortado,
respectivamente. Se observa que en este caso la repetibilidad espectral es mayor, ya que se
eliminan fuentes de variacién importantes presentes en el animal vivo como son las distintas
coloraciones, el pelo, la presencia de suciedad, etc. De cualquier forma, si observamos la
Figura 4, correspondiente a espectros recogidos sobre la canal, y la comparamos con los
espectros mostrados en la Figura 3, correspondientes al animal vivo, se observan analogias
importantes entre las formas de los mismos, con bandas de absorcién marcadas en ambos
casos en 1200, 1400, 1800 y 1900 nm, que se identifican con zonas de absorcion de grasa y
agua (Garrido et al. 2004).

Figura 2. Espectros recogidos sobre el animal vivo con una sonda no adaptada al producto.
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Los espectros recogidos con esta modalidad de analisis reunen la calidad requerida para
poder ser utilizados en el desarrollo de modelos NIRS de prediccion del perfil acidico y del
régimen alimenticio, asi como en la evaluacion de los ya existentes, desarrollados en
equipos de sobremesa de mayor coste. En la actualidad el proyecto en el que se enmarca
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este trabajo esta en pleno desarrollo, tratando de abarcar toda la campafa de sacrificio
2006-2007, para recoger variabilidad de los tres regimenes alimenticios,

Figura 3. Espectros recogidos sobre el animal vivo con una sonda adaptada al producto.
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Figura 4. Espectros recogidos sobre canales de cerdo ibérico con una sonda adaptada al
producto.
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INTRODUCCION

La norma de calidad para el jamon ibérico, paleta ibérica y cafia de lomo ibérico elaborados
en Espafia, da una prioridad absoluta a la analitica de los acidos grasos de los cerdos para
su clasificacion en las distintas categorias establecidas. Desde 1998 existen trabajos y
publicaciones (Benito et al., 1998; De Pedro et al., 2002; Diéguez; 2003; Esparrago et al.,
2005; Molina et al., 2005; Porras, 2001) que ponen en entredicho la validez de la citada
analitica como paradigma en la asignacién de categorias segun alimentacion del cerdo
ibérico. Nuestro trabajo ha querido abundar en esos mismos derroteros.

MATERIAL Y METODOS
Este estudio se ha realizado en una dehesa de 200 hectareas de la Sierra Norte de Sevilla
que disponia para la montanera 2003-2004 de 152 cerdos Ibéricos puros, en régimen
totalmente extensivo y nacidos en la propia finca. Ver manejo y distribucién en Cuadro 1.

Cuadro 1: Distribuciéon y manejo de los lotes de cerdos ibéricos estudiados

Lote1 Lote2 Lote3 Lote4

N° de cerdos /lote 80 40 23 9
Dias premontanera 168 168 168 168
Pienso premontanera P1 P1 P1 P2
Dias montanera solo bellota 90 90 90 90
Dias de recebo 0 42 70 70
Pienso recebo P3 P3 P3
Fecha sacrificio 14/01/2004 | 25/02/2004 | 24/03/2004 | 24/03/2004
Peso sacrificio @ 15,0 15,2 15,6 15,6

P1 Pienso alto oleico: cereales 72%, harina soja 14%, productos alto oleico 11% y corrector 3%

P2 Pienso tradicional: cereales 77%, harina soja 20% y corrector 3%
P3 Pienso recebo: cereales 77%, leguminosas 15%, manteca de cerdo 5 % y corrector 3%

Alimentacién en premontanera (desde el 30/04/03)

Los 152 cerdos se distribuyeron asi:

A) 143 cerdos recibieron una media de 2 kg/cabeza y dia de un pienso especial de
premontanera (P1) con (en %): 42 cebada,10 trigo,10 maiz, 10 salvado ,14 harina de soja, 8
pipa de girasol alto oleico, 3 aceite de girasol alto oleico y 3 corrector minero-vitaminico.

B) 9 cerdos recibieron la misma cantidad de un pienso tradicional (P2), cuya
composicion era (en %): 40 cebada, 37 maiz, 20 harina de soja y 3 de corrector minero-
vitaminico. Es decir, sin adicionar ningun tipo de producto alto oleico.

Alimentacién en montanera (desde el 15/10/03)

En el comienzo de la montanera se les suprimid el pienso y se juntaron los 152 animales
recibiendo el mismo manejo. La idea era aprovechar la bellota al maximo y, cuando
empezara a escasear, se pesaria el lote de cerdos de mayor tamafo, de forma que la media
del lote fuese de unas 15 @ (172,5 Kg) de peso vivo. Asi, el 14/01/04 se pes6 una primera
partida, compuesta por 80 cerdos, al que llamamos lote 1, que solo habian comido bellota.
Alimentacién postmontanera (desde el 14/01/04)

A los 72 cerdos restantes, que siguieron sueltos en el campo, se les empez6 a echar ad
libitum un pienso de recebo (P3) cuya composicion era (en %): 37 trigo, 25 cebada, 15 maiz,
15 guisantes, 5 manteca de cerdo y 3 corrector minero-vitaminico. El 25/02/04 se sacrifico
40 animales, al que llamamos lote 2 que, por tanto, ademas de la montanera pura, habian
tenido 42 dias de recebo. El 24/03/04 se llevan a matadero los 32 cerdos restantes: 23
cerdos que habian consumido pienso especial de premontanera (P1) y al que llamamos lote
3. Y los 9 que en premontanera habian consumido un pienso tradicional (P2) al que
llamamos lote 4. Por consiguiente los lotes 3 y 4 solo difieren en el pienso usado en
premontanera, y han estado 70 dias de recebo tras la montanera pura.
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La primera parte del estudio consistié en cuantificar la influencia de la alimentacion de los
cerdos en los resultados analiticos de la grasa subcutanea, seguin establece la norma de
calidad, para lo que se analizaron las muestras correspondientes a los 4 lotes descritos. La
segunda parte traté de cuantificar la variabilidad de los resultados de la analitica del perfil de
los acidos grasos de forma individual, en 28 de los 40 cerdos del lote 2, en los 23 del lote 3 y
en 8 de los 9 del lote 4. Del lote 1, solo se dispone del resultado de la mezcla de las
muestras individuales que marca la norma.

RESULTADOS Y DISCUSION
En el Cuadro 2 vemos los porcentajes alcanzados por los acidos grasos indicados por la
norma de calidad y en el Cuadro 3 reflejamos los limites establecidos por la norma de
calidad en las campafias 2003/04 y 2006/07 para los 4 acidos grasos tenidos en cuenta.
Observamos que se han suavizado tales limites como consecuencia de los problemas
detectados. Solo analizaremos la campaia 2003/4, en la que se sacrificaron los cerdos.

Cuadro 2: Resultado de los acidos grasos en los lotes de cerdos Ibéricos estudiados.

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
% Palmitico (C16:0) 21.0 20.5 20.7 21.7
% Estearico (C18:0) 9.8 9.6 9.2 9.7
% Oleico (C18:1) 54.4 55.4 55.9 53.9
% Linoleico (C18:2) 8.5 8.2 7.8 7.7

Cuadro 3: Limites de los acidos grasos para asignaciones "bellota" y "recebo" segin norma.

campafa 2003/4 camparia 2006/7
"bellota” "recebo” "bellota" "recebo”
% Palmitico (C16:0) <=21.0 <=23.,0 <=22,0 <=24.0
% Estearico (C18:0) <=9.8 <=10.8 <=10.5 <=11.5
% Oleico (C18:1) >=54,0 >=52,0 >=53,0 >=51,0
% Linoleico (C18:2) <=9,5 <=10,5 <=10.5 <=11.5

De los Cuadros 2y 3 se deduce que el lote 1, que solo ha comido bellota, cumple el limite
para el palmitico muy ajustadamente, mientras que los lotes 2 y 3, que han tenido 42 y 70
dias de recebo respectivamente, lo cumplen con holgura. El lote 4, cuya Unica diferencia con
el lote 3 es que no han comido en premontanera pienso especial preparado, sino uno
tradicional, ha sobrepasado el limite para ser considerado “bellota” a diferencia del lote 3
que si lo cumple. Quiere esto decir que si no se preparan los cerdos, antes de entrar en
montanera, no pueden cumplir los limites establecidos en la campafia en que se sacrificaron
estos animales. En el caso del estearico, todos los lotes cumplen la norma; pero el que mas
dificil lo ha tenido ha sido el lote 1, que precisamente solo ha comido bellota. Para el
porcentaje de oleico, el lote 1, que solo consume bellota, cumple tal categoria con muy
poca holgura. Los lotes 2 y 3 van mejorando el porcentaje de oleico conforme comen mas
pienso, y cumplen sobradamente la categoria “bellota”. El lote 4, como no se preparé con
pienso especial para entrar en montanera, no llega a la categoria “bellota”, pero por muy
poco: si hubiese estado mas tiempo consumiendo pienso, hubiera cumplido la categoria
“bellota” desde el punto de vista del oleico. En el caso del linoleico, todos los lotes estan
muy por debajo del umbral maximo permitido para ser considerados “bellota”. Se observa
que el porcentaje de dicho acido va disminuyendo conforme los animales comen mas pienso
de recebo, o mas tarde es el sacrificio.

Para la segunda parte de este estudio, en el Cuadro 4, aparecen las medias, para cada
acido graso y los estadisticos cuantificadores de la variabilidad de los acidos grasos, la cual
no es excesivamente alta, ya que solo, en el caso del estearico del lote 4, el coeficiente de
variacion supera el 10 %. A pesar de ello esa variabilidad influye en la clasificacion de los
animales. Asi por ejemplo, los lotes 2, 3 y 4, segun la norma, serian de calidad “recebo”, al
haber consumido pienso tras la montanera. Y, sin embargo, al aplicar los limites de los
perfiles de acidos grasos (Cuadro 3), en el lote 2 hay un 60,7% de cerdos que cumplirian la
calidad “bellota”. Y en el lote 3, que ha estado recebandose casi un mes mas que el lote 2,
el % de cerdos que alcanzaria, por su analitica, la calidad “bellota”, sube al 87%. Es decir, a
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mas pienso de recebo, mas posibilidad de encajar en la calidad “bellota”. Todavia es mas
grave que, en el lote 4, cuya unica diferencia con el lote 3 es no haber sido preparado con
pienso especial en premontanera, hay un 25 % que no llega a alcanzar la calidad “recebo” y
que el % que cumplirian con la calidad “bellota” desciende al 25% frente al 87% del lote 3.

Cuadro 4: Variabilidad acidos grasos y % cerdos cumplen calidad "bellota" o "recebo"

Lote v n° analisis Estadisticos % Palmitico | % Estearico |% Oleico| % Linoleico | con 4 Acidos
Lote 1. seaiin norma___media 21.0 98 54.4 850
media 20.6 9.2 54.4 89
Desv. tinica 0.5 0.5 1.0 0.3
Coef. variacion 25 5.1 1.8 3.5
Lote 2: 28 de 40 maximo 215 9.9 56.8 9.6
minimo 193 82 523 83
% cumpble "bellota" 68.9 929 64.3 96.4 60.7
% cumble "recebo" 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
media 20.4 8.8 55.1 89
Desv. tinica 0.4 0.5 0.9 0.3
Coef. variacion 2.0 6.2 16 39
Lote 3: 23 de 23 maximo 21.4 10.0 56.7 9.5
minimo 19.7 7.8 53.6 8.2
% cumble "bellota" 95.7 957 91.3 95.7 87.0
% cumble "recebo" 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
media 21.1 9.1 53.5 9.0
Desv. tinica 1.4 1.4 24 0.7
Coef. variacion 6.4 15.5 4.4 83
Lote 4: 8 de 9 maximo 23.1 11.3 56.7 9.7
minimo 19.2 75 49.4 75
% cumble "bellota" 62.50 75.00 50.00 62.50 25.0
% cumble "recebao"” 75.0 75.0 75.0 100.0 75.0

Se deduce que un ganadero que haya tenido los cerdos durante los seis meses anteriores a
la montanera con un manejo clasico (aprovechamiento de rastrojeras, suministro de
cereales y leguminosas, etc.), encontrara las maximas dificultades para alcanzar los perfiles
de acidos grasos que la norma exige, por mucha bellota que los animales consuman en la
montanera. Esto ha quedado patente por lo sucedido al lote 4, cuya Unica diferencia con el
lote 3 es no haber sido preparado en premontanera con un pienso especial alto oleico.

Concluimos que, para cumplir con los perfiles de acidos grasos que exige la norma de
calidad, lo mas importante no es que los cerdos sean engordados con solo bellota en una
montanera pura, lo primordial es facilitarles piensos preparados con productos de alto oleico
antes de entrar en la citada montanera y rematarlos con piensos adecuadamente fabricados
con materias primas especiales para conseguir el perfil de acidos grasos que la norma
establece. Hay mas seguridad en obtener el perfil “bellota” con cerdos que consuman
piensos especiales que aquellos animales cebados en montanera solo con bellotas. Y es
practicamente imposible que den categoria “bellota” si no van previamente preparados,
antes de entrar en montanera, con piensos que lleven ingredientes de alto contenido en
oleico. Por tanto ponemos en entredicho la validez de la analitica de los acidos grasos para
asignar categorias de calidad. Asi lo ha considerado la Administracién no exigiéndola a los
ganaderos pertenecientes a las Denominaciones de Origen, que dan el maximo valor a las
inspecciones en campo. Asi deberia ser para todos.
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INTRODUCCION

En Porras Tejeiro et al. (2007) se presentan los resultados obtenidos en cuanto a perfiles de
los acidos grasos segun lo estipulado en la norma de calidad, esto es, con la utilizacion de
una sola muestra de grasa subcutanea para cada lote de animales en una primera parte vy,
en una segunda, cuantificando la variabilidad de los resultados analiticos al haber realizado
los analisis individualmente y no de una mezcla. Al igual que otros autores (Benito et al.,
1999; Ventanas et al., 2005, 2006), en este estudio intentamos averiguar si los
consumidores son capaces de distinguir y de valorar las calidades de productos procedentes
de cerdos ibéricos sometidos a diferentes tipos de manejo. Para ello usamos paletas de los
cerdos estudiados en la Comunicacion arriba resefiada.

MATERIAL Y METODOS

Al no disponerse de finca experimental del propio Organismo, se ha realizado este estudio
en una dehesa de 200 hectareas de la Sierra Norte de Sevilla, cuyo propietario se presté a
colaborar. Dicha explotacion disponia para la montanera 2003-2004 de 152 cerdos ibéricos
puros, en régimen totalmente extensivo y nacidos en la propia finca. La composicion de los
lotes y su manejo alimenticio es el reflejado en el Cuadro 1, a saber: Lote 1, que consumié
solo bellota; Lote 2, que ademas, tras la montanera, estuvo 42 dias consumiendo pienso de
recebo; Lote 3, igual que el anterior pero con 70 dias recebandose y Lote 4, exactamente
igual al 3, pero que en premontanera fue el Unico que consumi6 un pienso tradicional en
lugar de uno preparado con productos alto oleico, como lo hicieron los lotes 1,2y 3.

Cuadro 1: Distribucion y manejo de los lotes de cerdos ibéricos estudiados.

Lote1 Lote2 Lote3 Lote4
N° de cerdos /lote 80 40 23 9
Dias premontanera 168 168 168 168
Pienso premontanera P1 P1 P1 P2
Dias montanera solo bellota 90 90 90 90
Dias de recebo 0 42 70 70
Pienso recebo P3 P3 P3
Fecha sacrificio 14/01/2004 25/02/2004 24/03/2004 24/03/2004
Peso sacrificio @ 15,0 15,2 15,6 15,6

P1 Pienso alto oleico: cereales 72%, harina soja 14%, productos alto oleico 11% y corrector 3%
P2 Pienso tradicional: cereales 77%, harina soja 20% y corrector 3%
P3 Pienso recebo: cereales 77%, leguminosas 15%, manteca de cerdo 5 % y corrector 3%.

Para la valoracion sensorial de productos procedentes de los animales en estudio, se
curaron un total de nueve paletas, tres del lote 1, tres del lote 2 y tres del lote 4. En el
Cuadro 2 vienen las caracteristicas de estas paletas.

Cuadro 2: Caracteristicas de las paletas utilizadas en el analisis sensorial

paleta 1 | paleta 2 | paleta 3 | paleta 4 | paleta 5 | paleta 6 | paleta 7 | paleta 8 | paleta 9
Lote 4 1 2 4 1 2 4 1 2
Fecha sacrificio 24-3-04 | 14-1-04 | 25-2-04 | 24-3-04 | 14-1-04 | 25-2-04 | 24-3-04 | 14-1-04 | 25-2-04
Peso paleta (g) 6375 5100 5200 5265 5000 4700 5920 5000 4800
Maduraciéon (meses) 26 28 27 26 28 27 26 28 27
Lugar curacion Aracena | Jabugo | Jabugo | Aracena | Jabugo | Jabugo | Aracena | Jabugo | Jabugo
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La metodologia empleada (Pérez Almero et al., 2003, 2004a, 2004b; Porras et al., 2005;
2005) ha sido la de cata ciega en familias, de forma individualizada por cada miembro de la
misma. Las paletas fueron loncheadas y envasadas al vacio en bolsas de unos 50 g cada
una. Cada bolsa llevaba una etiqueta con una letra diferente para cada paleta y numeradas
siempre en el mismo orden de corte, para poder entregar a cada familia muestras
procedentes de la misma zona de cada paleta. Para que al menos hubiese 3 paletas
representando a cada lote, se hicieron 3 catas correlativas por el mismo grupo de 35-40
familias (105 a 132 catadores). En una primera cata se entregaron a cada familia
participante una bolsa procedente de una primera paleta de cada lote 1, 2 y 4 y etiquetadas
con las letras A, B y C y con el mismo ndmero de orden de obtencién. En una segunda cata
se entregaron 3 muestras, etiquetas como D, E y F y en una tercera cata las muestras G, H
e | procedentes respectivamente de la segunda y tercera paleta cada lote de manejo.

Cada catador de cada familia hizo una la valoracién del aspecto visual, del aroma y del
sabor, calificando entre un 0 al pésimo y un 9 al 6ptimo. Se ha calculado para cada uno de
esos tres parametros sensoriales el numero de valoraciones, media de las mismas,
desviacién tipica y coeficiente de variacion para cada uno de los 3 lotes de manejo
alimenticio comparados Para ver la significacion estadistica entre lotes se ha aplicado un
ANOVA y el test de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 3 se exponen las calificaciones alcanzadas por las paletas estudiadas de los
lotes 1, 2 y 4. Dichos datos proceden de 350 valoraciones para cada lote. En la valoracion
del aspecto visual, las paletas procedentes del lote 1 son significativamente mejor valoradas
que las del lote 4. Las del lote 2 quedan en una situacion intermedia y sin diferencias
significativas (10 %) con las otras.

Cuadro 3 : Valoraciones sensoriales de las paletas estudiadas

[Variable lote n° valoraciones media | des. tipica | coef. variacién | SIG. 10% *
1 350 6,09 1,74 29 la
Aspecto visual 2 349 6,04 1,74 29 a b
4 350 5,83 1,89 32 b
Total 1049 5,99 1,79 30
1 350 6,14 1,68 27 a
Aroma 2 350 5,88 1,79 30 | b
4 350 6,11 1,94 32 la
Total 1050 6,05 1,81 30 |
1 350 6,73 1,66 25 a
2 350 6,24 1,78 29 c
Sabor 4 350 6,49 1,87 29 b
Total 1050 6,49 1,78 28

* No hay diferencias significativas al 10 % entre lotes que tengan igual letra.

La valoracion del aroma del lote 2 es significativamente inferior a la de los otros dos lotes,
entre los que no hay diferencias significativas. En la valoracion del sabor si hay diferencias
significativas entre los tres lotes. El mejor valorado es el lote 1, seguido del lote 4 y el ultimo
lugar lo ocupa el lote 2. De lo anterior se deduce que, en los atributos mas importantes
(sabor y aroma), los consumidores han valorado mas las paletas procedentes de cerdos que
solo comieron bellotas (lote 1). La mejor valoracion de las paletas del lote 4 respecto a las
del lote 2, procedentes ambas de cerdos de recebo, podria deberse a la diferente
alimentacion en premontanera o al distinto lugar de curacion.
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En el Cuadro 4 puede observarse la falta de correspondencia entre las valoraciones de los
consumidores y los perfiles de los acidos grasos. El limite superior exigido por la norma para
el palmitico (21 %), solo es superado por el lote 4, que sin embargo, es mejor valorado por
los consumidores en aroma y sabor que el lote 2, que es el que tiene el valor de palmitico
mas bajo de todos. El estearico tiene porcentajes muy parecidos en los tres lotes, por lo que
lo obviamos. El lote 2, con mas oleico que los restantes lotes, es el peor valorado por los
consumidores en aroma y sabor, incluso que el lote 4, que ni siquiera alcanza el minimo
exigido por la norma (54%). En cuanto al linoleico, el lote 1 presenta el porcentaje mas
desfavorable, lo cual no es dbice para alcanzar la puntuacion maxima en los tres parametros
valorados.

Cuadro 4 : Contenido en acidos grasos frente a las valoraciones sensoriales

Lote1 Lote2 Lote4
% Palmitico (C16:0) 21,0 20,5 21,7
% Esteéarico (C18:0) 9,8 9,6 9,7
% Oleico (C18:1) 54,4 55,4 53,9
% Linoleico (C18:2) 8,5 8,2 7,7
Nota media A. Visual 6,09 6,04 5,83
Nota media Aroma 6,14 5,88 6,11
Nota media Sabor 6,73 6,24 6,49

Ante la falta de correspondencia, en este ensayo, entre la analitica de acidos grasos y las
valoraciones sensoriales por los consumidores, creemos prudente, por un lado confirmarlo
con mas ensayos y por otro que se tome conciencia de que los perfiles de acidos grasos no
son tan determinantes para medir la calidad de los productos derivados del cerdo ibérico.
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INTRODUCCION

El perfil de acidos grasos de la grasa subcutanea del cerdo Ibérico es un indicador de la
calidad de la grasa (L6pez-Bote, 2001) de manera que los cerdos que se acaban con pienso
en estabulacion tiene proporciones mas elevadas de acidos palmitico, estearico y linoleico y
mas baja de acido oleico que los cerdos que se acaban en montanera o mediante variadas
formulas de recebo (Daza et al., 2007a).

Con el fin de aproximar la composicion en acidos grasos de la grasa subcutanea e
intramuscular de los cerdos cebados con pienso a la de los cerdos de montanera se viene
utilizando, desde hace algunos afos, la estrategia de incluir en el pienso materias primas
ricas en acido oleico (manteca de cerdo Ibérico, girasol alto oleico, colza, etc.) (Lépez-Bote,
2001). Pero no conocemos que exista informacién que relacione el modo de suministrar el
pienso a cerdos Ibéricos durante la fase de acabado sobre el perfil de acidos grasos de la
grasa subcutanea, por lo que el objetivo fundamental de este experimento ha sido estudiar
la posible influencia del modelo de alimentacion sobre el perfil de acidos grasos de las capas
externa, interna y subinterna de la grasa dorsal subcutanea de cerdos Ibéricos acabados
con pienso en estabulacion.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado 24 cerdos Ibéricos, machos castrados, de la estirpe Torbiscal
pertenecientes a la CIA “El Deheson del Encinar’ (Junta de Comunidades de Castilla la
Mancha, Oropesa, Toledo). Los animales, previa correccion del efecto camada, se
distribuyeron en tres grupos, constituidos cada uno por ocho cerdos, y se sometieron a tres
modelos de alimentacién, con un pienso Unico que incluia el 14% de girasol alto oleico y
contenia 3200 kcal de EM/kg, 13% de proteina bruta y 0,6% de lisina, que respondian al
disefio experimental previamente indicado en Daza et al. (2007c). Se realizaron dos
biopsias, una al principio de la fase de acabado y otra 43 dias después mediante una pistola
checa provista de una canula adaptable que permitié alcanzar la profundidad necesaria para
la extraccion de la grasa de las capas externa, interna y subinterna del tejido adiposo dorsal
subcutaneo.

Después del sacrificio, una muestra de grasa dorsal subcutanea a nivel de la Ultima costilla
fue tomada de cada cerdo y posteriormente separada en las fracciones de capa externa,
interna y subinterna para analizarlas separadamente. Las muestras de grasa obtenidas se
conservaron a -20 °C hasta el andlisis posterior en el laboratorio. Los lipidos de la grasa
dorsal subcutanea se extrajeron segun el método propuesto por Bligh y Dyer (1959). El
andlisis de los acidos grasos se llevo a cabo mediante un cromatégrafo Hewelett-Packard
6890 equipado con un inyector de “split” (1/50), un detector de ionizaciéon de llama (FID) y
una columna capilar Innowax con fase estacionaria polietilén-glicol Hewlett-Packard (30 m x
0,32 mm x 0,25um). Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza
que consider6 el modelo de alimentacion como factor principal utilizando el procedimiento
GLM del paquete estadistico SAS (1999). Se llevd a cabo un analisis de regresién simple
con el fin de relacionar el efecto de la proporcion inicial de acidos grasos principales en la
capa de grasa externa subcutanea sobre la variacién de tales acidos grasos durante el
periodo de acabado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El sistema de alimentacién sélo tuvo influencia estadisticamente significativa (P<0,05) sobre
la proporcién de acido estearico (C18:0) y sobre la suma de acidos grasos monoinsaturados
(MONO) de las capas externa e interna de grasa subcutanea. Como puede observarse en la
Tabla | el tratamiento 1 (2,5 kg de pienso al dia durante 43 dias y alimentacion ad libitum
durante 34 dias) gener6 proporciones significativamente superiores de C18:0 en las capas
externa e interna de grasa dorsal subcutanea que los tratamientos 2 y 3. En la capa externa
se detecté mayor proporcién total de MONO en los cerdos que recibieron el tratamiento 3
frente a los cerdos que recibieron el tratamiento 1 mientras que entre los tratamientos 2 y 3
no se evidenciaron diferencias significativas. Sin embargo, el tratamiento 2 (alimentacion ad
libitum durante 43 dias y restringido a 2,5 kg al dia durante 34 dias) produjo una mayor
proporcion de MONO totales que el tratamiento 1 en la capa interna de grasa subcutanea, lo
cual podria sugerir la existencia de diferencias de actividad enzimatica entre las diferentes
capas de grasa dorsal subcutanea. Parece, asimismo, que una reducciéon del nivel de
alimentacion al final del periodo de acabado (tratamiento 2) tiende a aumentar (P<0,08) la
proporcién de acido oleico en la capa interna de grasa subcutanea y a reducir (P<0,08) la de
linolénico (C18:3 n-3) en la capa subinterna.

Tabla I. Influencia del modelo de alimentacién sobre el perfil de los acidos grasos principales
en la grasa subcutanea.

Tratamientos

Capa SEM P<
1 2 3
C16:0 Externa 20,03 20,21 19,94 0,215 0,66
Interna 21,74 21,87 22,40 0,256 0,17
Subinterna 23,03 23,65 23,45 0,248 0,22
C18:0 Externa 9,91° 9,06° 8,98" 0,209 0,008
Interna 13,73 12,08° 12,42° 0,365 0,010
Subinterna 14,02 13,38 12,60 0,476 0,13
C18:1 n-9 Externa 49,05 49,82 50,10 0,403 0,18
Interna 46,92 48,36 47,65 0,433 0,08
Subinterna 46,83 46,57 46,93 0,364 0,77
C18:2n-6 Externa 10,96 10,64 10,63 0,189 0,36
Interna 9,12 8,62 8,64 0,180 0,10
Subinterna 7,89 7,23 7,86 0,283 0,20
C18:3n-3 Externa 0,65 0,64 0,62 0,016 0,30
Interna 0,53 0,50 0,51 0,018 0,67
Subinterna 0,46 0,40 0,47 0,020 0,078
T SAT Externa 31,73 31,18 30,78 0,367 0,20
Interna 37,20 35,66 36,67 0,550 0,19
Subinterna 38,83 38,86 37,91 0,496 0,32
£ MONO Externa 55,242 56,13% 56,54° 0,360 0,050
Interna 52,04° 54,06° 53,14% 0,468 0,021
Subinterna 51,94 52,65 52,89 0,500 0,39
£ POLI Externa 13,03 12,70 12,68 0,228 0,49
Interna 10,75 10,19 10,18 0,222 0,14
Subinterna 9,23 8,49 9,21 0,319 0,20

Medias con letras distintas difieren P < 0,05, 1= alimentacién restringida inicial (2,5 kg durante 43 dias y ad
libitum hasta el sacrificio (77 dias), 2 = alimentacion ad libitum durante 43 dias y restringida (2,5 kg) hasta el
sacrificio (77 dias), 3= alimentacion constante (4 kg/dia) durante 77 dias, N (n° de cerdos/tratamiento) = 8.

De la Tabla | puede inferirse la existencia de un incremento de la saturaciéon desde la capa
externa a la subinterna de grasa subcutanea (C16:0. C18:0 y total de acidos grasos
saturados (SAT)) y un gradiente de insaturacion positivo desde el centro de la canal (capa
subinterna ) hacia la periferia (capa externa) (C18:1n-9, total de MONO, C18:2 n-6, C18:3 n-

— 640 —



3 y total de &cidos grasos poliinsaturados (POLI)), resultados que concuerdan con los
encontrados por Lépez-Bote et al. (2002).

En la Tabla Il puede observarse como a medida que aumenta la proporcion de acidos
grasos C16:0, C18:0, C18:2 n-6, n-6, n-3, total de SAT vy total de POLI al principio del
periodo de acabado la reduccién de los mismos durante dicha fase se incrementa, mientras
que conforme aumenta la proporcion de C18:1 n-9 y del total de MONO se reduce el
aumento experimentado por estos acidos grasos durante el acabado resultados acordes
con Daza et al. (2007b).

Tabla 1l. Ecuaciones de regresion entre la variacion de las proporciones (Y en %) de los
acidos grasos principales de la capa externa subcutanea durante el periodo de acabado y la
proporcioén inicial (X en %).

Variable Ecuacién de regresion R? RSD P<

Estearico (2) Y= 4,1660-0,512817 X 0,35 0,69 0,0022
Palmitico (2) Y = 11,4781 -0,604983 X 0,68 0,42 0,0000
Oleico (1) Y = 38,1461 -0,710157 X 0,32 1,05 0,0039
Linoleico (2) Y =7,20855 - 0,843239 X 0,57 0,71 0,0000
SAT (2) Y =19,4381 - 0,658594 X 0,63 0,87 0,0000
MONO (1) Y = 36,0489 - 0,571856 X 0,34 1,08 0,0029
POLI(2) Y = 10,4046 - 0,960485 X 0,69 0,90 0,0000
N6(2) Y =7,46082 - 0,854545 X 0,57 0,73 0,0000

(1) aumento de la proporcion durante la fase de acabado, (2) reduccién durante la fase de acabado
SAT: total de acidos grasos saturados; MONO: total de acidos grasos monoinsaturados; POLI: total de acidos
grasos poliinsaturados.

Se concluye que la restriccién del nivel de alimentacion al principio o al final de periodo de
acabado tiene poca influencia sobre la composicién en acidos grasos de la grasa dorsal
subcutanea. Es interesante que los productores conozcan el perfil de acidos grasos
principales al comienzo de la fase de acabado ya que el perfil final de los mismos esta
estrechamente relacionado con el perfil inicial.
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INTRODUCCION

El precio de los cerdos Ibéricos al sacrificio depende de la proporcion de los acidos palmitico
(C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1 n-9) y linoleico (C18:1 n-6) de la capa externa de
grasa dorsal subcutanea (Lopez-Bote et al., 2001). Anualmente, la ASICI y el MAPA
consensuan los valores de los citados acidos grasos segun las distintas calidades de
mercado que observa la Norma de Calidad vigente desde 2001 (bellota, recebo y cebo) y la
fecha de sacrificio de los animales. Las proporciones finales de los principales acidos grasos
aludidos dependen de un conjunto amplio de factores: tipo genético de los animales, sexo,
sistema de alimentacion adoptado durante el periodo de acabado, peso y edad de los
animales al inicio de la montanera, duracion de la montanera, peso repuesto por los cerdos
durante la misma, etc.

La proporciéon de acidos grasos de la capa externa dorsal subcutanea al comienzo de la
montanera es una variable que depende del modelo de alimentacion utilizado durante las
fases de recria y de premontanera y tal proporcion tiene una influencia relevante en el perfil
final de los mismos (Daza et al., 2005), por el que cobran los productores. Este aspecto de
la produccion porcina, sin duda de interés comercial, ha sido poco tratado en el ambito de la
investigacion del porcino Ibérico, por lo que en el presente experimento se establecen unas
ecuaciones de prediccidon, que relacionan la variacion de los principales acidos grasos
(palmitico, estearico, oleico y linoleico) de la capa externa dorsal subcutanea por kg de
incremento de peso acontecido durante el periodo de montanera, con las proporciones
iniciales de los mismos, con el fin de que los productores puedan estimar, segun sean las
proporciones iniciales de acidos grasos al comienzo de la montanera, la reposicién ponderal
que deben tener los cerdos durante la misma para que respondan a la calidad coyuntural
requerida por el mercado, a lograr mediante la proporcion final en la capa externa de grasa
dorsal subcutanea de los cuatro acidos grasos principales.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado un total de 54 cerdos Ibéricos, machos castrados, de la estirpe Torbiscal
pertenecientes a la CIA “El Deheson del Encinar” de la Junta de Comunidades de Castilla-La
Mancha, Oropesa (Toledo), correspondientes a dos montaneras sucesivas (campafas 2002-
2003 y 2003-2004), que durante los periodos de recria y premontanera (marzo-octubre)
fueron alimentados con un pienso convencional de 3.000 kcal de EM por kg, 17% de PB y
0,8% de lisina, recibiendo como media 2,1 kg de pienso por dia. Los cerdos se pesaron al
comienzo y al final de la montanera y se recabaron muestras individuales de grasa dorsal
subcutanea, en el sitio de la rabadilla, mediante biopsia realizada con pistola al inicio de la
montanera y en el matadero después de concluida la misma. Las muestras de grasa
obtenidas se conservaron a -20 °C hasta el analisis posterior de laboratorio. Los lipidos de la
grasa dorsal subcutanea se extrajeron segun el método propuesto por Bligh y Dyer (1959).
El analisis de los acidos grasos se llevo a cabo mediante un cromatografo Hewlett-Packard
6890 equipado con un inyector de split (1/50), un detector de ionizacién de llama (FID) y una
columna capilar Innowax con fase estacionaria polietilen-glicol Hewelett-Packard (30 m x
0,32 mm x 0,25um).
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Se calcularon ecuaciones de regresion simple entre la proporcion inicial (%) de acidos
grasos principales (X) y la variacion de tales acidos grasos (%) dividida por el aumento de
peso en kg ocurrido durante la montanera (Y) mediante la ayuda del paquete estadistico
SAS (1999). Diez cerdos de la montanera de la campafia de 2004-2005, también machos
castrados, de la estirpe Torbiscal pertenecientes al mismo centro de investigacion y tratados
de la misma manera que los anteriores en lo referente a explotacién y toma y analisis de
muestras, fueron utilizados para la validacion de las ecuaciones de regresion calculadas. La
validacion de las ecuaciones de regresion calculadas se llevé a cabo mediante un test “t
pareado y analisis de correlacion entre los valores reales y los predichos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las ecuaciones de regresion que relacionan las proporciones observadas de C16:0. C18:0,
C18:1 n-9 y C18:2 n-6 al comienzo de la montanera (X) con la variaciéon acontecida de tales
acidos grasos dividida por el aumento de peso vivo de los cerdos durante la montanera (Y)
aparecen reflejadas en la Tabla 1. Las regresiones han sido significativas para los cuatro
acidos grasos estudiados (P<0,05) Los valores obtenidos de los coeficientes de
determinacion y errores estandar de la estimacion han sido variables, segun acido graso,
obteniéndose los valores mas favorables de tales parametros para el acido linoleico y los
mas desfavorables para el oleico. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Daza
et al. (2005), aunque en este experimento tales autores obtuvieron un coeficiente de
determinacion mas elevado para el acido oleico (R? = 0,46).

Tabla 1. Ecuaciones de regresién entre la variacion de las proporciones de los principales
acidos grasos en la capa externa de grasa subcutanea respecto al incremento de peso
durante la montanera (Y) y la proporcién de acidos grasos al comienzo de la montanera (X).

Acido graso Ecuaciones de Regresion R? RSD P<

C:16:0 Y = (-0,458+0,0975) + (0,0245+0,00445) X 0,47 0,023 0,0001
C18:0 Y = (-0,276+0,0489) + (0,0299+0,00451) X 0,56 0,019 0,0001
C18:1 n-9 Y =(0,932+0,251) - (0,0164+0,00576) X 0,20 0,061 0,022
C18:2n-6 Y =(-0,154+0,0142) + (0,0173+0,00112) X 0,88 0,013 0,0001

R“ = coeficiente de determinacion, RSD = error estandar de la estimacion. N = 56

La Tabla 2 muestra los resultados derivados del test t pareado y del analisis de correlacion
realizado para cada acido graso. Tales resultados validan las ecuaciones de regresion
calculadas, especialmente para los acidos palmitico (C16:0) y linoleico (C18:2 n-6). Asi, si
las proporciones finales requeridas de C16:0, C18:0, C18:1 n-9 y C18:2 n-6 para los cerdos
de bellota fueran del 21, 9,5, 54 y 9,5%, respectivamente, dado que las proporciones de
C16:0, C18:0, C18:1 n-9 y C18:2 n-6 al comienzo de la montanera fueron 21,62, 10,57,
44,79 y 11,58% respectivamente, segun las ecuaciones de la Tabla 1 el incremento de peso
de los cerdos en montanera tendria que ser de 8,6, 26,8, 46,7 y 45,2 kg respectivamente, es
decir, en definitiva, el valor mas elevado de ellos (46,7 kg).
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Tabla 2. Validacién de las ecuaciones de regresion de la Tabla 1 mediante la utilizacion de
los datos de una muestra de 10 cerdos de la campafa 2004-2005.

Acido graso Valores reales Valores Diferencia Valor de t P r P<
predichos

C16:0 0,0969+0,040 0,0912+0,015 0,0057 0,57 >0,1 0,64 0,05

C18:0 0,0528+0,022  0,580+0,013 0,052 0,82 >0,1 0,45 NS

C18:1 n-9 0,243+0,0784  0,216+0,0301 0,027 1,29 >0,1 0,58 0,1

C18:2 n-6 0,0537+0,0466 0,0568+0,0335 0,0031 0,48 >0,1 0,93 0,001

r = coeficiente de correlacion entre los valores reales y los predichos. N =10.
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INTRODUCCION

El musculo esquelético es el eslabén final de una cadena funcional encargada de
transformar la energia quimica de los nutrientes en energia cinética. Para ello, debe
contraerse con la fuerza y velocidad requerida y transmitirla a los tendones para que realice
la actividad deseada (Cérdova y Navas, 2000). Sus caracteristicas contractiles y
metabdlicas estan supeditadas a su funcionalidad, viéndose modificadas por factores de tan
diversa indole como la genética, edad, rusticidad de la raza, alimentacién, actividad fisica
diaria o influencia hormonal (Micol y Picard, 1997; Cassar-Malek et al., 1998; Hocquette et
al., 2000; Ortigues-Marty et al., 2002)

En las especies denominadas “atléticas” como el caballo, el perro o el camello, el estudio de
la funcionalidad del musculo esquelético se ha realizado basandose en técnicas
histoquimicas, bioquimicas y electroforéticas, que permiten caracterizar a los individuos en
funcién del tipo de ejercicio para el que son mas adecuados (Armstrong et al., 1982; Essén-
Gustavsson y Lindholm, 1985). Sin embargo, a pesar del importante esfuerzo fisico que los
animales deben desarrollar durante la lidia, son muy escasas las incursiones cientificas
(Aglera et al., 1998, 2001; Picard et al., 2006) en la fisiologia del ejercicio en esta raza. Por
ello, el objetivo de este trabajo fue establecer los porcentajes de las diversas poblaciones
fibrilares, esto es, | (lentas oxidativas), [IA (rapidas oxido-glicoliticas) y [IX (rapidas
glicoliticas) en el musculo triceps braquial del tercio anterior del toro bravo y, ya que el
musculo tiene una fuerte determinacion genética, comprobar la influencia del encaste al que
pertenecen los animales sobre el porcentaje de cada uno de los tipos fibrilares antes
descritos.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron biopsias musculares en los mataderos a los que eran trasladadas las reses
una vez finalizado el espectaculo en la plaza de toros. Las muestras fueron troceadas e
introducidas en crioviales que, inmediatamente, eran conservados en nitrogeno liquido a -
196 °C. Posteriormente, fueron transportadas hasta el laboratorio del equipo Crecimiento y
Metabolismo Muscular de la Unidad de Investigacién sobre Herbivoros del INRA de
Clermont-Ferrand (Francia), procediéndose a su andlisis. Las isoformas de la cadena
pesada de miosina (MyHC), indicativas de las propiedades contractiles: MyHC [, lIA y IIX,
fueron separadas en funcion de su peso molecular por electroforesis SDS-PAGE segun el
protocolo descrito por Picard et al. (1999) y cuantificadas por densitometria.

Se han estudiado un total de 131 toros de lidia, machos, con edades comprendidas entre 3 y
5 afios, pertenecientes a catorce ganaderias y seis encastes diferentes, y lidiados en las
plazas de Salamanca, Valladolid y Palencia. En la Tabla 1 se exponen las ganaderias
muestreadas, agrupadas por su encaste de procedencia (segun RD 60/2001, de 26 de
enero, sobre prototipo racial de la raza bovina de lidia). Los resultados obtenidos se
procesaron empleando el programa informatico SPSS® versién 13.0 para Windows. Se
consideraron significativas las diferencias con un valor de P<0,05. Se aplico el test de
Newman-Keuls para estudiar los efectos de la ganaderia, el encaste y la plaza.
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Tabla 1. Encaste de procedencia de las ganaderias muestreadas.

Ganaderias Encaste
VA, PSL, LB, AT ATANASIO
CA, AS MURUBE
DH, MO, EP, GJ, DOMECQ
FU, GU TORRESTRELLA
NU NUNEZ
Ml MIURA

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados medios, obtenidos de la separacion por electroforesis SDS-PAGE, de las tres
isoformas de MyHC presentes en el musculo de toro de lidia, expresados en porcentaje, son
representados en las Tablas 2, 3 y 4.

Tabla 2. Resultados obtenidos por ganaderias.

Ganaderia N° animales [1:¢ 1A |
VA 19 527+2.00b 75.28 + 2.56 abc 19.46 + 2.7 ab
PSL 16 2.99+1.06b 79.01 + 1.56 ab 18.00 + 2.06 ab
CA 14 8.26+3.18b 80.36 + 2.48 ab 11.38 +1.60 b
DH 13 570+2.05b 81.01+3.23ab 13.29+2.04b
FU 12 5.95+1.33b 74.04 + 2.28 abc 20.01 + 2.07 ab
MO 8 2046 +6.84 a 65.42 + 6.55 bc 1412 +1.17b
NU 7 3.00+093b 8265+1.75a 14.35+205b
EP 6 8.97+2.90b 72.46 + 2.85 abc 18.57 £ 3.43 ab
AS 6 6.57 £1.32b 77.00 £ 1.62 abc 16.43+1.76 b
GU 6 482+132b 74.56 + 2.88 abc 20.62 £ 2.79 ab
LB 6 6.76+2.73b 63.07+1.92¢ 3017 +265a
Ml 6 229+197b 77.01 + 4.69 abc 20.7 + 3.96 ab
AT 6 1.06 +0.42 b 81.96+342a 16.99 +3.39 b
GJ 6 823+397b 68.48 + 3.54 abc 23.29 + 3.04 ab
Efecto . 0,0047 0,0007 0,0013
ganaderia

'abc: letras distintas representan diferencias significativas dentro de cada columna

Los resultados referentes al porcentaje de fibras oxidativas coinciden con los apuntados por
Picard et al. (2006), pero se alejan de los sefialados por Aglera et al. (2001) y Martinez
Gomairiz et al. (1997). Altos porcentajes de dichas fibras indican una buena adaptacién para
la realizacion de ejercicios prolongados de baja intensidad. No obstante, la lidia es una
actividad intermitente que requiere un importante desarrollo de esfuerzo en momentos
variados. Por ello, podria sugerirse la intervencion de las fibras 11X durante la lidia, poblacion
fibrilar con escasa representacion en el musculo del toro bravo. Existe un importante efecto
de la ganaderia de origen sobre el porcentaje de cada uno de los tipos de fibras, asi como,
también, diferencias significativas entre las ganaderias muestreadas, aun perteneciendo al
mismo encaste.

Tabla 3. Resultados obtenidos por encastes.

Encaste N° animales 11X 1A |
ATANASIO 47 4.15+0.97 75.84 + 1.47 20.01 £ 1.49
MURUBE 20 7.75+2.24 79.35+ 1.81 12.90 £ 1.32
DOMECQ 33 10.33 £ 2.21 73.4£2.40 16.27 £ 1.32
TORRESTRELLA 18 5.57 £ 0.98 7421 £1.75 20.22 + 1.62
NUNEZ 7 3+0.93 82.65+1.75 14.35 + 2.05
MIURA 6 229 +1.97 77.01 £ 4.69 20.70 + 3.96

Efecto encaste - 0,0295 0,1941 0,0154
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Tabla 4. Resultados obtenidos por plazas.

Plaza de Toros N° animales 11X A |

VALLADOLID 54 5.84 + 1.39 76.51 +1.43 17.66 £ 0.91
PALENCIA 30 452 +1.21 75.01 £1.97 20.47 £ 1.46

SALAMANCA 47 7.98 £ 1.26 75.93 + 1.56 16.09 + 1.55
Efecto plaza - 0,2287 0,8257 0,0959

El encaste de procedencia y la plaza donde se lidiaron las reses no tuvieron efectos
significativos sobre el porcentaje de cada uno de los tipos fibrilares del musculo.

En las ganaderias de lidia no existen pautas de manejo estandarizadas referentes a la
preparacion del toro para la lidia. Asi, cada ganadero, durante el ultimo afio de estancia del
toro en su explotacion, realiza aquellas practicas de manejo, referentes sobretodo a
alimentacion y entrenamiento fisico, que, segun su criterio, considera mas adecuadas para
obtener un toro apto para soportar el esfuerzo requerido durante la lidia.

Los resultados obtenidos parecen indicar que las diferencias existentes en cuanto al manejo
de la alimentacion y el ejercicio fisico de los animales en las ganaderias de lidia, tendrian
mas influencia sobre el porcentaje final de cada uno de los diferentes tipos de fibras
musculares que el encaste de procedencia.
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INTRODUCCION

Actualmente, los expurgos en la canal de ternero representan un impacto econémico
importante debido a la pérdida de partes nobles, al coste adicional de retirada de los
expurgos y a la consecuente devaluacion de la canal. Algunos estudios han demostrado que
los expurgos pueden reducirse mediante buenas practicas de manejo (Nanni Costa et al.,
2006), que abarcan desde unas adecuadas instalaciones en granja (Nanni Costa et al.,
2006), hasta una adecuada densidad de animales durante el transporte (Eldridge y Winfield,
1988) y un tiempo de espera en matadero 6ptimo (McNally y Warriss, 1996; Honkavaara et
al., 2003). No obstante, no hay ningun estudio que describa el efecto de la interaccién entre
estos factores presacrificio sobre la incidencia de expurgos en la canal. El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto de variables relacionadas con el animal, la granja, el
transporte y el manejo en matadero, asi como sus interacciones, sobre la presencia de
expurgos en las canales.

MATERIAL Y METODOS

Catorce variables pre-sacrificio de 3.864 terneros de cebo (341 + 49 d de edad) procedentes
de 181 granjas diferentes fueron registradas durante tres periodos (primavera, verano e
invierno). Los expurgos retirados de la canal se evaluaron a las 24 h post-mortem. Después
de un procedimiento de seleccion de variables, se utiliz6 un modelo mixto de regresion
logistica con 8 variables (1 aleatoria y 7 fijas), para evaluar el efecto de los diferentes
factores pre-sacrificio y sus interacciones sobre la frecuencia de expurgos en la canal. Las
variables del modelo fueron el camion, como efecto aleatorio y el sexo del animal, la mezcla
de mas de una granja en el camion, la densidad animal en el camion, la distancia recorrida
desde la granja al matadero, las horas de espera en el matadero, la densidad animal en el
matadero y el peso canal de los animales, como efectos fijos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La incidencia media de expurgos en la canal fue de 2.43% y la frecuencia de expurgos en
funcion de las diferentes variables estudiadas se presentan en la Tabla 1. Los resultados de
la regresion logistica indicaron que la frecuencia de expurgos de la canal en hembras fue
56% menor (P < 0.001) que en machos (Odds Ratio (OR)= 0.44), contrariamente a los
resultados observados por Yeh et al. (1978). La densidad de los animales en el camion
afectd (P < 0.01) la frecuencia de expurgos en la canal; al aumentar la densidad por encima
de 1.29 m? por animal disminuyé la presencia de expurgos en un 56% (OR = 0.44). Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Eldridge y Winfield (1988), que obtuvieron un
50% de reduccién de expurgos en la canal cuando aumentaron la densidad a 1.39 los m?
por animal en el camion. Sorprendentemente, el transportar animales de diferentes granjas
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en el mismo camion disminuy6 (P < 0.01) la presencia de expurgos en la canal (Odds Ratio=
0.54), probablemente porque en estos casos el 80% de los camiones mantuvieron los
animales separados en diferentes compartimientos. Sin embargo, la distancia recorrida
desde la granja al matadero no tuvo ningun efecto, tal y como anteriormente habian descrito
Honkavaara et al. (2003) y Wythes et al. (1985).

En el matadero, la densidad animal en las cuadras no afect6 la presencia de expurgos, pero
si las horas de espera antes del sacrificio (P = 0.05). Cuando los terneros esperaron mas de
11 horas esperando en mataderos antes del sacrificio, la frecuencia de expurgos en la canal
se redujo, al contrario de lo descrito por McNally y Warriss (1996). Ademas, el peso canal de
los animales tuvo un efecto importante (P < 0.001) sobre la frecuencia de expurgos en la
canal, siendo hasta un 63% superior en los animales de pesos inferiores a 222.5 kg.Ninguna
de las interacciones entre los factores principales afect6 significativamente la presencia de
expurgos. A pesar del numero de datos del presente estudio y el efecto estadisticamente
significativo de varios factores pre-sacrificio, la totalidad de la variabilidad de la presencia de
expurgos explicada por el modelo de regresién logistica, realizada con todos los factores
que afectaban estadisticamente la incidencia de expurgos, tan sélo fue del 13%.

Podemos concluir que la incidencia de expurgos en la canal fue de 2.43%, representando un
impacto econdémico importante en las industrias carnicas espafiolas. Factores como el sexo
del animal, la densidad animal en el camién, la mezcla de animales de diferentes granjas en
el mismo camién, las horas de espera antes del sacrificio y el peso de la canal, afectaron
significativamente la presencia de expurgos en la canal. Sin embargo, el conjunto de
variables estudiadas so6lo explicaron el 13% del total de la variacion observada en la
incidencia de expurgos, dificultando proponer recomendaciones practicas para mejorar la
calidad de la canal y disminuir las pérdidas econémicas.
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Tabla 1. Relacion entre las variables estudiadas y la frecuencia de expurgos en la canal

Variables Total de observaciones Expurgos Frecuencia (%)
Animal
Sexo
Macho 2467 75 3.04
Hebra 1383 19 1.37
Raza
Holstein 1518 57 3.75
Otras 2346 37 1.58
Transporte
Mas de una granja en el camién
No 1786 53 2.97
Si 1637 27 1.65
Mas de un sexo en el camion
No 2582 62 2.40
Si 803 17 2.12
Distancia (km)
<100 882 16 1.81
100-135 819 26 3.17
135-150 788 25 3.17
>150 . 880 24 2.73
Densidad animal (m? / animal)
<1.29 713 25 3.51
>1.29 633 10 1.58
Duracion (h)
<21 357 7 1.96
2.1-2-75 328 1 0.30
2.75-3.45 505 20 3.96
>3.45 376 8 2.13
Matadero
Hora de llegada (h)
0700-1800 1589 32 2.01
1900-0600 . 2260 62 2.74
Densidad animal (m? / animal)
1.80-2.70 930 20 2.15
2.70-3.27 1019 31 3.04
3.27-3.85 953 22 2.31
>3.85 889 19 2.14
Horas de espera (h)
<8.16 1004 26 2.59
8.16-11.86 943 34 3.61
11.86-15.80 960 17 1.77
>15.80 957 17 1.78

Caracteristicas de la canal
pH24 de la canal

pH<5.8 3357 77 2.29

pH=5.8 507 17 3.35

pH < 6.0 3699 86 2.32

pH=6.0 165 8 4.85
Conformacion 3847

P 70 13 18.57

(0] 1770 50 2.82

R 1749 26 1.49

U 246 2 0.81

E 12 0 0.00
Engrasamiento de la canal 3847

1 27 3 11.11

772 336 4.66

3 3048 52 1.71
Peso canal caliente (kg) 3862

<2225 1035 44 4.25

222.5-245 1021 17 1.67

245-269.5 918 18 1.96

>269.5 888 15 1.69

- 650 —



ITEA (2007), Vol. Extra N.° 28. Tomo II, 651-653

ANALISIS SENSORIAL DE TRES TIPOS DE CARNE DE VACUNO POR UN PANEL DE
CONSUMIDORES

Indurain, G.", Beriain, M. J.™*, Insausti, K.2, Sarri¢s, V."
E.T.S. Ingenieros Agrénomos, Dpto. Ciencias del Medio Natural'; Dpto. Produccion Agraria®.
Universidad Publica de Navarra, Campus de Arrosadia s/n, 31006 Pamplona
*mjberiain@unavarra.es

INTRODUCCION

El sabor, la jugosidad y la terneza son los principales atributos que determinan la
aceptabilidad sensorial de la carne de vacuno por el consumidor (Boleman et al., 1997). Un
estudio realizado sobre las caracteristicas de consumo de carne por parte de los
consumidores europeos (Dransfield et al., 1984) concluy6 que la dureza es el factor critico
en la apreciacion de la calidad de la carne de vacuno y que el sabor puede llegar a ser
importante sélo cuando se ha alcanzado un cierto umbral de terneza. Ademas, se ha
demostrado que los consumidores estan dispuesto a pagar un sobreprecio por aquellas
carnes que tengan una terneza garantizada (Shackelford et al., 2001).

El sector del ganado vacuno de carne en Espafia se ha enfrentado en los ultimos afios a no
pocos problemas originados por la idea de que es un producto de baja calidad, duro y
potencialmente peligroso. Para corregir esta imagen e incrementar el consumo actual de
carne de vacuno (11,5 kg/habitante/afio, Faostat, 2007), se han realizado una serie de
mejoras en el sector, como el desarrollo de marcas de calidad con sus correspondientes
reglamentos, el mantenimiento de una base genética estable, la utilizacion de materias
primas de calidad o el control del proceso de pre y post-sacrificio. Sin embargo, sigue siendo
necesario diferenciar y garantizar la calidad de la carne en el momento del consumo, de
acuerdo a las expectativas del consumidor. El objetivo del presente trabajo fue comparar
con un panel de consumidores la textura, el aroma y el sabor de tres tipos carne de vacuno:
carne de ternera madurada 4 dias, carne de ternera madurada 7 dias y carne de vacuno
mayor madurada 3 semanas.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé una cata de carne de vacuno entre 23 consumidores. Estos consumidores se
presentaron voluntariamente en respuesta a un anuncio publicado en prensa. A los
catadores se les dio a evaluar muestras del musculo longissimus dorsi de tres tipos de carne
de vacuno: carne de ternera madurada 4 dias, carne de ternera madurada 7 dias y carne de
vacuno mayor madurada 3 semanas. Se les explicaron las caracteristicas productivas y
sensoriales de los distintos tipos de carne de vacuno que pueden encontrar en el mercado,
asi como una definicion de los atributos que determinan la calidad organoléptica de la carne
de vacuno. También se les instruyd en la manera de realizar una cata de productos
carnicos. La carne de vacuno procedia de animales de raza Limusina y estaba amparada
por la IGP “Ternera de Navarra”. Los filetes (25mm de grosor) fueron cocinados a la plancha
hasta alcanzar una temperatura interna de 70C°.

Los catadores degustaron los tres tipos de carne en el siguiente orden: ternera madurada 4
dias, ternera madurada 7 dias y vacuno mayor. Los catadores evaluaron el olor, la
jugosidad, la dureza, el sabor, la grasosidad y la aceptabilidad general en una escala
heddnica de cinco puntos, siendo el extremo izquierdo “me desagrada mucho” y el extremo
derecho “me gusta mucho”. Para el tratamiento estadistico de los datos se ha empleado el
programa SPSS version 12.0. EI modelo lineal general, utilizando el tipo de carne como
factor fijo, la correlacion de Pearson y el analisis factorial utilizando el analisis de
componentes principales, fueron empleados para comprobar cuales de las variables
sensoriales contribuyen a la diferenciacion entre tipos de carne.
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RESULTADOS Y DISCUCION

La Tabla 1 muestra las diferencias existentes entre los tres tipos de carne en su valoracién
sensorial. La carne de ternera fue mejor valorada en el olor, jugosidad, dureza vy
aceptabilidad general que la carne de vacuno mayor. También la carne de ternera madurada
7 dias tuvo mejor nota de grasosidad que la carne de vacuno mayor. Aunque la carne de
vacuno mayor experimentd una maduracidon mas larga, no presenté mejor valoracion de las
propiedades de textura. Esto podria relacionarse con el mayor contenido en colageno de los
animales de mayor edad y su menor solubilidad (McCornick, 1994), por lo que hacen falta
periodos de maduracion largos, mas de 3 semanas, para que comience un proceso de
degradacion del mismo (Campo et al, 2000). Aunque seria esperable un mayor
engrasamiento en aquellos animales de mayor edad, esto no parece que haya ocurrido en el
presente trabajo, por lo que la similar o inferior grasosidad de las muestras de vacuno
mayor, tampoco contribuiria a mejorar su textura y dureza en comparacién con los animales
mas jovenes. El peor olor de la carne de vacuno mayor pudo deberse a su mayor tiempo de
maduracién (Jeremiah et al., 1991), aunque este peor olor no coincidié con notas de sabor
significativamente peores. La ausencia de diferencias entre los dos tipos de ternera, tanto en
los parametros de textura como de aroma y sabor, se deberian a la escasa diferencia en el
tiempo de maduracién, ya que los principales cambios en el aroma, el sabor y la textura
ocurriron alrededor del cuarto dia de maduracion (Gorraiz et al., 2002; Gohi et al., 2007),
siendo necesarios periodos mas largos para que comiencen a darse procesos significativos
que modifiquen el aroma, el sabor y la textura (Jeremiah et al., 1991; Campo et al., 2000).

Tabla 1. Medias minimo cuadraticas y error estandar obtenidos para los parametros
sensoriales: olor, jugosidad, dureza, sabor, grasosidad y aceptabilidad general de la carne
de vacuno.

1 2 e n
Olor 4,304 (0,178)a 4,318 (0,182)a 3,435 (0,178)b
Jugosidad 4,522 (0,156)a 4,227 (0,160)a 3,727 (0,160)b »
Dureza 4,375 (0,158)a 4,458 (0,158)a 3,583 (0,158)b
Sabor 4,500 (0,148) 4,417 (0,148) 4,000 (0,151) ns
Grasosidad 3,737 (0,232)ab 4,238 (0,220)b 3,435 (0,210)a *
Aceptabilidad 4,591 (0,176)a 4,545 (0,176)a 3,870 (0,172)b *

Comparacioén entre tipos de carne de vacuno: letras iguales p > 0,05; letras diferentes p < 0,05. Significacion:*: p
<0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001; ns: p > 0,05.

El olor, la jugosidad y la terneza serian las variables que mas influirian en aceptabilidad
general de la carne de vacuno (Tabla 2). El primer componente principal extraido del analisis
factorial explicd casi el 65% de la variabilidad total obtenida y estuvo positivamente
relacionado con la evaluacién hedonica de las muestras de vacuno (Tabla 3). Sin embargo,
la Figura 1 muestra que dicho factor no separd claramente los distintos tipos de carne,
aunque de nuevo, el olor, la jugosidad y la terneza parecen contribuir de forma destacada a
la diferenciacion de los tipos de carne de vacuno.

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables sensoriales evaluadas
por el panel de consumidores.

Ihnnecidad Tarnaza Qahnr (Gracncidad Acrantahilidad nanaral
olor 0,735(***) 0,526(***) 0,477(***) 0,636(***) 0,790(***)
jugosidad 0,615(***) 0,561(***) 0,425(***) 0,718(***)
terneza 0,437(***) 0,347(**) 0,699(***)
sabor 0,243 0,557(***)
grasosidad 0,584(**)

**: correlacion a nivel del 0,01 (bilateral); ****: correlacion a nivel de 0,001 (bilateral)
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Tabla 3. Coeficientes de correlacion entre el factor rotado obtenido del analisis por
componentes principales de las variables sensoriales evaluadas por un panel de
consumidores.

Componente1
Olor 0,871
Jugosidad 0,856
Terneza 0,758
Sabor 0,682
Grasosidad 0,673
Aceptabilidad general 0,930

Figura 1. Diagrama de dispersion de los tipos de carne de vacuno en el espacio
unidimensional formado por el factor 1 obtenido por analisis de componentes principales de
las variables sensoriales evaluadas por un panel de consumidores
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Como conclusién, puede afirmarse que los consumidores prefieren la carne de ternera que
la de vacuno mayor, siendo el olor, la textura y la jugosidad las variables que mas
diferenciaron la carne de ternera de la de vacuno mayor.
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INTRODUCCION

La carne se caracteriza por un alto grado de heterogeneidad ya que puede verse
influenciada por multiples factores que afectan al pH, al color, a la capacidad de retencion de
agua y a la dureza, determinantes primarios de su calidad (Kinsman et al., 1994). Esta
variabilidad en las caracteristicas fisicas de la carne supone un problema en el momento de
la comercializacion (Dransfield, 1994), ocasionando al consumidor una cierta incertidumbre
sobre la calidad de la misma. Por ello, es recomendable establecer programas basados en
la evaluacion y control de las caracteristicas de la carne que aseguren su calidad y
homogeneidad (Leroy et al., 2003). Estas caracteristicas pueden ser valoradas mediante
diferentes pruebas analiticas (Grau y Hamm, 1953; Honikel, 1998) que requieren una gran
cantidad de material y de tiempo por lo que, en general, resultan costosas e inadecuadas
para su aplicacion rutinaria y a tiempo real (on-line) (Liu et al., 2004). Ante esta situacion,
seria muy util el desarrollo de técnicas alternativas, mas rapidas y menos costosas, que
puedan aplicarse sobre la carne fresca. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
capacidad de la tecnologia Espectroscopia de infrarrojo Cercano (NIRS) para estimar
parametros fisicos indicativos de la calidad de la carne de bueyes y de terneros.

MATERIAL Y METODOS

En el presente estudio se emplearon muestras de carne procedentes de un total de 53
bueyes y 67 terneros, comercializados ambos tipos de animales bajo la marca de calidad
“Valles del Esla”. Una vez sacrificados dichos animales, las canales se mantuvieron en
refrigeracion a 2° C durante 3 dias en el caso de los terneros, y durante 7 dias en el caso de
los bueyes. Transcurrido este periodo de tiempo, de la media canal izquierda se extrajeron
las chuletas correspondientes a la regiéon comprendida entre la 5% y 72 costilla. A
continuacion, se separd la 62 costilla del resto del costillar y se midid, en el musculo
longissimus thoracis de dicha costilla, el pH mediante un pHmetro portatil (Metrohm 704
pHMeter, Metrohm, Suiza) y las coordenadas de color del espacio CIE L*a*b* (CIE, 1978),
tras un tiempo de exposicion de 1 hora a temperatura ambiente después del corte, con la
ayuda de un espectrofotometro portatil Minolta® CM-2002 (Konica-Minolta Sensing, Inc.,
Alemania). La capacidad de retencién de agua se determiné mediante la aplicacion de tres
técnicas diferentes: pérdidas por presién (Grau y Hamm, 1953), pérdidas por goteo y
pérdidas por coccion (Honikel ,1998). La medida instrumental de textura se valord de
manera objetiva siguiendo las recomendaciones de HoOnikel (1998). EI método mecanico
empleado fue el de corte o cizalla utilizando un texturémetro Texture Analyzer® QTS 25
(CNS Farnell, Inglaterra) equipado con una sonda o célula de corte Warner-Bratzler.

Por otro lado, una parte del musculo longissimus thoracis de la chuleta correspondiente a la
62 costilla se picé y a continuacidon se recogié el espectro de reflectancia en el infrarrojo
cercano (NIR). Para ello se empled un espectrofotdmetro InfraAlyzer 500 (Bran+Luebbe
GmbH, Norderstedt, Alemania) utilizando capsulas circulares abiertas. Las muestras se
irradiaron con luz infrarroja a longitudes de onda comprendidas entre los 1100 y 2500 nm,
con el fin de obtener una medida de absorbancia cada 2 nm. De cada muestra se recogieron
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4 espectros, empleandose para las calibraciones el promedio de los mismos. Los espectros
de las muestras se utilizaron para estimar las ecuaciones de prediccién de los parametros
de interés con el programa SESAME versién 1, proporcionado por Bran+Luebbe®.
Previamente se aplicaron distintos tratamientos matematicos de los espectros [(derivadas
con diferentes tamafios de gap y segmento de suavizado, con y sin la utilizacion previa de la
transformacién MSC (Multiplicative Scatter Correction)] con el fin de optimizar la extraccion
de informacion util a partir de ellos. Las ecuaciones se obtuvieron mediante regresién sobre
minimos cuadrados parciales tipo | (RMCP 1) y finalmente se validaron con las muestras
restantes. En este trabajo solo se presentan los estadisticos de las ecuaciones de prediccion
que tuvieron los errores estandar de validacién cruzada (EEyc) mas bajos.

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Tabla 1 se presentan los datos de los diferentes parametros estudiados,

correspondientes a la carne de buey y de ternero, y en la Tabla 2 se recogen los
estadisticos de las mejores ecuaciones de prediccion de los mismos.

Tabla 1. Rango, media y desviacion estandar de los parametros de las muestras de carne
utilizadas para obtener las ecuaciones de prediccion

Bueves Terneros
Parametro n Rango Media DE n Rango Media DE
pH 50 5,52-5,88 5,69 0,073 61 5,41-5,89 5,71 0,098
Color L* 50 32,13-40,68 35,85 1,865 60 30,97-48,02 39,74 3,387
Color a* 51 17,52-23,67 20,73 1,543 62 11,05-18,25 14,57 1,813
Color b* 52 3,01-9,98 5,86 1,694 61  -1,36-10,51 5,40 2,725
Pérdidas cocciéon* 48  20,90-27,58 24,16 1,669 60 21,15-30,45 25,37 2,387
Pérdidas presion* 50 19,01-28,70 23,64 2,302 65 12,97-31,14 24,41 3,257
Pérdidas goteo* 53 1,25-2,99 1,95 0,378 65 1,61-4,30 2,65 0,563
Textura (Fmax: kg) 49 4,42-9,23 6,62 1,205 61 5,03-13,20 8,73 1,727

n: nimero de muestras; DE: desviacion estandar; *: % agua liberada; Fmax: fuerza maxima al corte

Tabla 2. Estadisticos de calibracién y validacion de las ecuaciones de prediccion
desarrolladas a partir de los espectros NIR de las muestras del musculo longissimus thoracis

Bueyes Terneros

Parametro Trat p R  EExc RPD Trat p R® EEw RPD
pH 2,55 5 0410 0,06 1,12 Absorbancia 3 0472 0,08 1,26
Color L* MSC+1,15,5 7 0,585 1,50 1,24 1,20,5 7 0869 1,56 2,17
Color a* MSC+2,20,5 1 0,008 1,58 0,98 1,4,4 6 0,707 1,15 1,58
Color b* MSC+1,105 5 0,345 1,46 1,16 Absorbancia 6 0,901 1,08 2,51
Pérdidas coccion* Absorbancia 1 0,138 1,61 1,03 MSC+2,155 1 0,001 2,45 0,97
Pérdidas presion* MSC+1,5,5 6 0476 2,08 1,11 MSC+1,10,5 7 0,576 2,25 1,30
Pérdidas goteo* MSC+2,5,5 4 0,258 0,36 1,04 MSC+2,20,5 4 0,195 0,55 1,02
Textura (Fmax: kg) MSC 5 0448 1,02 1,18 2,20,5 2 0,167 162 1,07

*: % agua liberada; Trat: tratamiento; MSC: Multiplicative Scatter Correction; p: nimero de términos en la

ecuacion; R”: coeficiente de determinacion; EEyc: error estandar de validacion cruzada; RPD: cociente entre la
desviacion estandar del grupo de calibracion y el EEvc

Los coeficientes de determinacion mas altos se obtuvieron para el indice de amarillo (b*) y el
indice de luminosidad (L*) en muestras de carne de ternero, siendo considerablemente
mayor al obtenido en las muestras de carne de buey. Si observamos estas ecuaciones en

—655—



términos de su capacidad de prediccion, podemos apreciar cémo el indice de amarillo y el
indice de luminosidad de la carne de ternero presentaron los estadisticos RPD mas altos,
siendo en el caso del indice de amarillo superior a 2,5, valor minimo establecido por
Williams y Sobering (1993) para considerar aceptable la capacidad de prediccion de una
ecuacion. Los bajos coeficientes de determinacion y estadisticos RPD obtenidos para estos
dos parametros en la carne de buey pudieron deberse a un rango mas estrecho de los
valores de referencia en este tipo de carne (Tabla 1). No obstante, quizas una baja
correlacion de estos parametros con el contenido de grasa intramuscular, parametro quimico
mejor predicho por NIRS en estas muestras (Prieto et al., 2006) pudo perjudicar las
estimaciones en las muestras de carne de buey.

Las ecuaciones de predicciéon del resto de los parametros estudiados presentaron
coeficientes de determinacion y estadisticos RPD con valores inferiores a 0,7 y 1,58,
respectivamente, para ambos tipos de carne. Posiblemente, esta escasa capacidad de
prediccion fue debida a que los métodos de referencia son poco precisos y a que el rango
de valores de las variables estimadas fue relativamente estrecho. Ademas, en el caso de la
dureza y de la capacidad de retencion de agua, también pudo haber influido el hecho de
haber recogido los espectros de muestras de carne picada.

A partir de estos resultados se puede concluir que la tecnologia NIRS permitié estimar, con
exactitud, el valor del indice de amarillo (b*) en carne de ternero. En cuanto al valor del
indice de luminosidad (L*) en este tipo de carne, la tecnologia NIRS no permitié obtener
estimaciones tan exactas como para el indice de amarillo, sin embargo, si que aportd
valores aproximados que podrian ser utiles en monitorizaciones de calidad o controles en
linea. Finalmente, cabe destacar que este procedimiento analitico no resulté adecuado para
estimar el valor de pH, indice de rojo (a*), capacidad de retencion de agua y textura en los
tipos de muestras de carne estudiadas.
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INTRODUCCION

Con un censo muy reducido (550 hembras reproductoras en el afio 2006) la raza bovina
Pajuna Serrana se localiza muy irregularmente por las provincias de Cérdoba, Granada,
Cadiz y Jaén. Esta raza, caracterizada por su gran rusticidad, se ha venido explotando
fundamentalmente de forma extensiva como animal de trabajo y, en menor medida, para la
obtencion de carne. Entre las estrategias para el desarrollo y la expansion de la raza, la
Asociacion de Criadores de Ganado Vacuno de Raza Pajuna esta orientando sus esfuerzos
hacia la caracterizaciéon de las particularidades organolépticas de su carne que actualmente
se encuentra en amenaza de extincion (RD 1682/1997 de noviembre de 1977).

Recientes estudios han demostrado que la flora microbiana de los rumiantes es capaz de
biohidrogenar determinados acidos grasos presentes en los pastos y que en este proceso se
producen determinados isomeros geométricos y posicionales del acido linoleico (CLA)
(Pariza et al., 2001) reconocidos por su importante actividad anticarcinogénica,
antiaterosclerotica e hipocolesterolémica, entre otras (Miller et al., 2001). Por ello,
caracterizar la grasa de esta raza puede contribuir al desarrollo de la raza ya que estos
animales se producen en condiciones naturales aprovechando los recursos naturales de la
dehesa y de montafa.

MATERIAL Y METODOS

Se han empleado 5 terneros machos de raza Pajuna que han sido sacrificados con 14
meses de edad. Los terneros fueron destetados con ocho meses y hasta ese momento
fueron alimentados con leche materna y con los recursos pascicolas de la Sierra de
Cordoba. Después del destete, durante cinco meses, los terneros consumieron ademas,
pienso comercial (15,0% proteina bruta, 3,7% grasas brutas, 7,3% cenizas brutas y 7,6 % de
fibra bruta) y paja administrados ad libitum. La composicién cualitativa del pienso fue la
siguiente: trigo (21,3%), salvado de trigo (20,0%), maiz (10,0%), cascarilla de soja (5,5%),
residuos de destileria de maiz (10%), harinilla de maiz (9,6%), semilla de girasol (5,5%)
cascara de soja (5,0%), pulpa de remolacha azucarera (5,0%), harina de soja (3,5%), gluten
de maiz (3,1%), melaza de remolacha azucarera (3,1%) y correctores (1,64%).

Instantes después del sacrificio de los terneros se tomaron muestras de grasa subcutanea
(SC) en la base de la cola y pelvicorrenal (PVR) que fueron envasadas a vacio y
congeladas a -20°C. Transcurridas 24 horas desde el sacrificio de los terneros se extrajo
una porcion del musculo longissimus dorsi pars thoracis para la extraccion de grasa
intramuscular (IM). Esta porcién se envas6 a vacio y se congel6 a -20°C.

El perfil de acidos grasos de los depdsitos de grasa SC, PVR e IM se determindé mediante
cromatografia gaseosa en un cromatégrafo de gases Agilent 6890 provisto de un inyector
automatico HP 7683 y una columna capilar de 100 m, 0.25 mm i.d., 0.2 ym. La deteccién de
los acidos grasos se ha realizado con un detector de ionizacion de llama FID. El total de
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acidos grasos fue extraido, metilado y analizado mediante el método propuesto por Aldai et
al. (2006). El patron interno utilizado fue el acido C19:0. El perfil de acidos grasos ha sido
expresado como el porcentaje relativo del total de acidos grasos detectados. También se
han detallado las relaciones Y saturados (SFA), > monoinsaturados (MUFA), Y
polinsaturados (PUFA) y total de isbmeros conjugados del acido linolénico (CLA). Se ha
realizado un analisis de varianza para estudiar las diferencias entre los distintos depésitos
de grasa y un test de Tukey de contraste de medias con el paquete estadistico SPSS.PC*
(2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las canales frias presentaron un peso medio de 265,34 kg y fueron clasificadas de acuerdo
a su conformacion (Reglamento CEE n°® 461/93) en la clase R y 2 de estado de
engrasamiento. Este tipo comercial de canal bovina se corresponde con el modelo
ampliamente difundido en el mercado espafol (Piedrafita et al,, 2003). En la Tabla 1 se
detallan las medias de valores de los acidos grasos mayoritarios en los depésitos de grasa
SC, PVR e IM de los terneros de raza Pajuna de este estudio. El perfil lipidico de los
terneros de raza Pajuna esta dentro de lo observado por otros autores en animales
sacrificados con pesos similares (Nuremberg et al., 2002; Indurain et al., 2006). La suma de
acidos grasos miristico (C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0),
oleico (C18:1) y linoleico (C18:2) suponen mas del 80% del total de acidos grasos
constituyentes de la grasa de esta raza. El acido graso mayoritario en todos los depdésitos de
grasa ha sido el C18:1 como corresponde a la especie bovina (Lawrie, 1988).

El menor contenido de SFA se ha observado en el depésito de grasa SC (p<0,001) debido a
que la menor temperatura corporal observada en la superficie del animal debe estimular la
actividad de desaturacion de los acidos grasos saturados (Terrell y Bray, 1969). EI mayor
contenido de MUFA se ha observado en el deposito de grasa SC (p<0,001) debido
fundamentalmente a que este depdsito de grasa presenta valores de C18:1 superiores al
resto de depdsitos estudiados (p<0,001). Este hecho también ha sido observado por
Indurain et al. (2006) en terneros de la raza Pirenaica. La grasa IM ha presentado mayor
contenido de PUFA (fundamentalmente C18:2) que el resto de depésitos de grasa debido a
que este depésito presenta gran cantidad de fosfolipidos en las membranas celulares de los
miocitos y de los adipocitos constituyentes.

En todos los depositos de grasa estudiados se han observado cantidades importantes de
CLA, como corresponde a los rumiantes que aprovechan el pasto con elevado contenido de
acido graso C18:2 (Yurawecz et al., 1998). El mayor contenido de CLA se ha observado en
el deposito de grasa SC, donde también el contenido de C18:1 ha sido superior al resto de
depésitos de grasa. Parece obvia esta observacion ya que los CLA son sintetizados como
productos intermedios durante los procesos de desaturaciéon y transformacion del acido
C18:2 (procedente de la racion forrajera) en C18:1. El contenido de acidos grasos deseables
para la salud humana, descritos por Huerta-Léindez et al. (1996) como el conjunto de
MUFA+PUFA+C18:0 ha sido elevado en todos los depésitos de grasa, destacando que el
depésito de grasa IM presenta los mayores valores de dicha relacion (p<0,001). Este hecho
se debe fundamentalmente a que el depésito de grasa IM presenta mayores valores de
PUFA que el resto de depo6sitos de grasa (p<0,001).

En conclusion se puede considerar que la grasa de los terneros de raza Pajuna presenta
una grasa de caracteristicas aceptables para su consumo, debidas fundamentalmente al
particular sistema de produccion de la raza y a la propia actividad metabdlica ruminal. La
consecucion de mas trabajos sobre este particular puede redundar en el mejor
aprovechamiento y difusion de la raza.
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Tabla 1.- Perfil lipidico (expresado en porcentaje respecto al total de &cidos grasos
detectados) de los depésitos de grasa subcutaneo, pelvicorrenal e intramuscular de cinco
terneros machos de raza Pajuna.

subcutaneo pelvicorrenal intramuscular sig
C14:0 5,99+0,90° 6,28+1,49° 2,69+1,15°
C16:0 17,69+1,57° 19,29+1,96° 20,52+3,32° **
c16:1 11,57+1,63° 9,39+0,50° 5,20+2,56°
c18:0 6,22+0,80° 13,07+1,71° 13,71+2,19°
c18:1 35,52+1,59° 31,52+2,44° 30,64+4,52° **
c18:2 5,57+1,32° 5,48+0,92°2 13,88+3,90°
SFA 35,35+1,98° 43,57+3,69° 39,74+2,51°
MUFA 50,51+2,46° 43,08+2,00° 37,42+4,58°
PUFA 14,14+3,20° 13,34+3,97° 22,84+4,56°
Total CLA 5,44+2,212 3,82+1,85° 3,93+0,90°
Deseables 70,37+2,14° 68,71+3,86° 72,75+4,30°

** p<0,01; *** p<0,001.

CLA: acidos grasos conjugados del acido linolénico; SFA: Yacidos grasos saturdos; MUFA: Y acidos grasos
monoinsaturados; PUFA: Y acidos grasos poiinsaturdos; Deseables:> MUFA+PUFA+C18:0.
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INTRODUCCION

La Tudanca es una raza bovina autoctona de Cantabria productora de carne amparada bajo
la Indicacion Geografica Protegida (I.G.P.) “Carne de Cantabria”. Segun el Anuario de
Estadistica Agraria Pesquera de Cantabria (2005), el nUmero de cabezas de raza Tudanca
en esta comunidad fue de 11.358, representando el 4,5 % en la distribucién de bovinos por
razas. Es una raza rustica, resistente y con una alimentacion basada en el pasto.

Las grasas de la carne no son sélo uno de los principales determinantes en la palatabilidad,
determinando en parte la textura, jugosidad y el flavor del producto (Cafieque y Safiudo,
2005), sino que el perfil de los acidos grasos que la componen afectan a la salud del
consumidor. En la calidad dietética de las grasas se consideran los siguientes acidos grasos
y sus relaciones: el contenido en acidos grasos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA)
y poliinsaturados (PUFA), la relacion PUFA/SFA, el acido linoleico conjugado (CLA: C18:2
c9,t11) y la relacion Q6/Q3. El incremento de grasas poliinsaturadas, una relacion Q6/Q3
inferior a cinco y un incremento en CLAs lleva a un producto mas saludable, desde el punto
de vista de la salud cardiovascular, anticancerigena, antiobesidad e inmunologica (Wong et
al., 1997). Algo que esta muy evidenciado en muchos estudios es que la relacion Q6/Q3
disminuye a medida que aumenta el consumo de pasto en los animales (Wood y Enser,
1997; French, 2000; Dios Moreno, 2000; Calvo Santalla, 2001; Noci et al., 2003; Varela et
al., 2004). Las grasas insaturadas ingeridas por los bovinos se biohidrogenan en el rumen
originando el acido trans-vaccenico (C18:1 11t), que posteriormente en el tejido adiposo y
debido a la enzima A°® desaturasa se transforma en CLAs, de los cuales el que se encuentra
en mayor porcentaje es el isomero C18:2 cis9 trans11, siendo éste el de mayor importancia
biolégica. La Nacional Academy of Sciences of USA reconoce propiedades antitumorales a
los CLAs. En este trabajo se trata de comparar si existe diferencia significativa en los
parametros anteriormente considerados en dos categorias de ganado tudanco (afiojos y
terneros) para optimizar su manejo.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado 8 animales bovinos Tudancos para cada categoria (8 afiojos y 8 terneros),
criados en Coo (Finca “La Jerrizuela”). El destete de los animales se realiz6 a los 6 meses y
el manejo posterior fue de cebo semiintensivo en el caso de ternera (10 meses) y cebo
intensivo en el caso de afiojo (14 meses). La alimentacion suministrada a los afiojos fue de
heno y paja ad-libitum, concentrado de 717 kg, cebada 299 kg y a los terneros, heno 93 kg,
silo 197,5 kg, cebada 161kg y pienso 297 kg (expresados en ambos casos por animal), que
junto al sacrificio de los animales cumplieron las normas de la I.G.P. “Carne de Cantabria”.

La determinacion del perfil de acidos grasos de la grasa intramuscular se centré en el
musculo L. Thoracis, cuyos parametros de calidad dietética, segin Johnson (1975), tienen
buena correlacién con la de otros musculos. La extraccion de la grasa intramuscular se
realizé segun el método Bligh y Dyer (1959) descrito para la determinacién del perfil de los
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acidos grasos y posterior metilacion segun el método de Morrison y Smith (1964). Para la
separacion de los acidos grasos se empled un equipo de cromatografia de gases Varian
3900 (Varian Instruments) equipado con una columna capilar CP-Sil 88 (Varian CP7489) de
100m x 0.25mm y un autosampler de Varian 8410.

Estadisticamente, para cada grupo se trabaja con dos muestras independientes de tamafio
n=8 (una para afojos y otra para terneros) y se analiz6 si las medias de estas muestras
presentan diferencias significativas. Se emple6 el analisis estadistico estandar para
comparar la diferencia de medias es un test t de Student para muestras independientes,
hallando el nivel de significacion en cada uno de los casos. Para cada uno de los
parametros se considera la igualdad o no de varianzas muestrales segun los resultados del
test de Levene. Se consideraran los diferentes niveles de significaciéon, segun el valor sea
*** (p<0,001); ** (p<0,01); * (p<0,05); n.s. (p= 0,1), respectivamente. Se empled el paquete
estadistico SPSS.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran, en las dos primeras columnas, los estadisticos descriptivos (las
medias y desviaciones tipicas) de las ocho medidas de acidos grasos para cada una de las
categorias. En la ultima columna muestra el nivel de significacion de la comparacion de las
medias para los parametros relativos a los acidos grasos de la carne de afiojo y ternera.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los SFA, MUFA, PUFA, n-6,
n-3 y PUFA/SFA (p= 0,1), pero si aparecieron diferencias significativas en la relacion de
omega 6/omega 3 (p<0,01) siendo inferior para la ternera con un manejo semiintensivo, lo
cual ratifica que en sistemas de alimentacion basados en forrajes se produce un aumento de
acidos grasos poliinsaturados del tipo omega 3 disminuyendo la relacion con los omega 6 y
situandose ésta relacion en los valores considerados como beneficiosos para la salud
humana (segun la OMS se recomienda una relaciébn omega6/omega3<5 ). Por el contrario
en el sistema de manejo intensivo (afiojo), la relacién de omega 6/omega 3 fue superior por
la mayor presencia en la dieta de pienso. A su vez, la diferencia entre los CLA (p<0,05) esta
muy proxima a la significacion siendo superiores para en manejo semiintensivo de la ternera
debido a el mayor contenido de acidos grasos poliinsaturados n-3 en la dieta asociado a una
mayor biohidrogenacién en el rumen que incrementa CLA en la carne.

Sefalar el antagonismo entre el bajo valor de acido linolénico C18:3 n-3 (altamente
significativo) y alto valor de &cido linoleico C18:2 n-6 (significativo) en el afiojo y la ternera.
Siendo en este Ultimo caso mayor el valor de acido linolénico debido a su manejo
semiintensivo.
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Tabla1.- Medias, desviacion tipica y nivel de significacion del andlisis de varianza de los
acidos grasos de la carne de afiojo y ternero.

Anojos Terneros Significacién

C6:0 0,04 + 0,04 0,07 £ 0,02 n.s.
C11:0 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01 n.s.
C13:0 0,08 + 0,09 0,04 + 0,02 n.s.
C14:0 13,71+6,87 6,72+542 n.s.
C15:0 0,22 +0,05 0,21 £ 0,04 n.s.
C16:0 3529+3,51 38,2+£3,35 n.s.
C17:0 1,32+0,5 0,93+0,54 n.s.
C18:0 12,5+2,28 14,62 + 1 n.s.
C20:0 0,06 + 0,04 0,09 + 0,02 +

C22:0 0,08 + 0,02 0,07 £ 0,03 n.s.
C23:0 0,01 +0,02 0+0,01 n.s.
C24:0 0,05+ 0,05 0,01 +0,02 n.s.
SFA 63,37+2,7 60,97 4,13 n.s.
C15:1 0,27 + 0,08 0,23 +0,05 n.s.
C17:1 0,29+0,34 0,67 £ 0,79 n.s.
C18:1 n-9t 1,32+£0,43 0,56 +0,18 *

C18:1 n-9c 28,52 +£3,14 30,64 £2,96 n.s.
TVA t11 1,32+1,3 0,29+0,2 n.s.
MUFA 31,72+ 3,73 32,38 3,02 n.s.
C18:2 n-6t 0,02 + 0,01 0,03 0,01 n.s.
C18:2 n-6¢ 3,18+ 0,72 2,24 £ 0,57 *

C18:3 n-6 0,01+ 0,01 0+0 n.s.
C20:3 n-6 0,02 + 0,01 0,02 + 0,02 n.s.
C20:4 n-6 0,26 + 0,27 0,35+0,27 n.s.
né 349+0,83 2,64+0,78 n.s.
C18:3 n-3 0,19+ 0,02 0,34 + 0,06 o
C20:3 n-3 0,15+0,14 0,14 +0,1 n.s.
C20:5n-3 0,04 + 0,02 0,05+ 0,01 n.s.
C22:6 n-3 0,08 +0,14 0+0 n.s.
n3 0,45+0,14 0,53 0,15 n.s.
CLA c9 t11 0,1 %0,02 0,13 £ 0,03 +

PUFA 4,04 £ 0,92 3,3%0,93 n.s.
n6/n3 8,16 2,24 4,96 + 0,63 *

PUFA/SFA 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01 n.s.

*** (p<0,001); ** (p<0,01); * (p<0,05); + (p<0,1); n.s. (p= 0,1)
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EFECTO DEL CRUCE DE HEMBRAS DE RAZA MORUCHA CON MACHOS CHAROLES
Y LIMUSIN SOBRE LA CALIDAD DE LA CARNE Y SU COMPOSICION EN ACIDOS
GRASOS

Vieira, C., Martinez, B., Gonzalez-Fernandez, C., Garcia-Cachan, M.D.
Estacion Tecnoldgica de la Carne. Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn.
Avda. Filiberto Villalobos s/n. 37770-Guijuelo, Salamanca.

INTRODUCCION

En los ultimos afios, se ha incrementado la demanda de carne de vacuno procedente de
razas rusticas autoctonas, que hayan sido criadas bajo sistemas de produccién respetuosos
con el medio ambiente y el bienestar animal. Una de las razas rusticas mas arraigadas y
adaptadas al medio es la Morucha, presente mayoritariamente en las dehesas salmantinas.
Aunque la calidad de su carne es sobradamente conocida (Alberti et al., 1998, Safiudo et al.,
1998; Piedrafita et al., 2003), los actuales sistemas de valoracion de canales, hacen que las
razas rusticas en pureza, se encuentren en clara desventaja frente a razas carnicas. Por
ello, es frecuente que las hembras de raza Morucha sean cruzadas con machos de razas
especializadas en la produccién de carne. Sin embargo, es preciso conocer el efecto que
estos cruces pueden tener sobre las caracteristicas de la carne y de la grasa. El objetivo del
estudio fue valorar el efecto del cruce con machos de las razas Limusin y Charolés, frente a
la raza Morucha, sobre las caracteristicas de la carne y de la grasa.

MATERIAL Y METODOS
Animales.

Se utilizaron muestras de M. longissimus thoracis de 30 machos pertenecientes a 3
genotipos diferentes (Morucha, Morucha x Charolés y Morucha x Limusin), criados con sus
madres hasta los 7-8 meses de edad, y posteriormente cebados hasta el sacrificio, a los 13-
14 meses. El promedio de peso de las canales para Morucha fue 238,9 kg y para sus cruces
con Charolés y Limusin 287,0 y 275,5 kg, respectivamente.

Parametros analizados.

Las muestras fueron maduradas 7 dias, ya que es lo mas habitual en la comercializacion de
esta carne. Tras la maduracion, se realizaron los siguientes analisis. Se midio el pH con un
pH-metro, provisto de electrodo de penetracién. Para analizar la composicion quimica
proximal (acreditacion ENAC -Norma UNE EN ISO/IEC17025-) se realizaron las siguientes
determinaciones: contenido en humedad por gravimetria (desecacion en estufa), grasa bruta
por gravimetria con hidrélisis (método Soxhlet), proteina bruta (nitrégeno total) por
volumetria (método Kjeldahl) e hidroxiprolina por espectrometria. La composiciéon en acidos
grasos de la grasa intramuscular se analizé por cromatografia de gases (Perkin-Elmer Auto
syst-X.L) sobre la grasa intramuscular una vez extraida (Bligh & Dyer, 1959) y tras la
obtencion de los ésteres metilicos (Morrison y Smith, 1964). Los resultados se expresaron
como porcentaje sobre el total de acidos grasos identificados (% en peso), agrupandose por
su grado de saturacion.

El color del musculo (luminosidad -L*-, indice de rojo -a*- e indice de amarillo -b*-, del
sistema CIE-LAB -10°, D65-) se valoré una vez transcurridos 90 minutos tras el corte, para
permitir la oxigenacion de la mioglobina, utilizando un espectrofotometro Minolta CM-2002.
La medida de la textura de forma instrumental se realiz6 utilizando un texturometro TA-XT2 -
Stable Micro Systems Ltd.-, valorando la resistencia al corte en carne cocinada, por medio
de la sonda Warner-Bratzler (Honickel, 1998). Las muestras utilizadas en el test Warner-
Bratzler, fueron empleadas para la determinacién de las pérdidas por cocinado (capacidad
de retencion de agua -CRA (Honickel, 1998). El analisis sensorial (UNE 87-008-92) se
realiz6 sobre carne cocinada en un horno a 220°C, hasta alcanzar una temperatura interna
de 70°C. La valoracion sensorial se realiz6 mediante un panel entrenado de 8 catadores que
evaluaron el olor, la terneza, la jugosidad, el flavor y la aceptabilidad de las muestras en una
escala creciente del 1 al 10.
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El analisis estadistico de los resultados se llevo a cabo por el procedimiento ANOVA, y las
medias fueron separadas por el test Tukey. El paquete estadistico utilizado fue Statistica
6.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se recogen los datos obtenidos para el pH, la composicion proximal y la
composicion en acidos grasos de la grasa intramuscular, agrupados por su grado de
saturacion. Los valores de pH se encuentran dentro del intervalo considerado normal, no
encontrandose diferencias significativas entre los genotipos (p>0,05). Como se puede
apreciar en la tabla, el cruce con razas carnicas no supuso una modificacion significativa
(p>0,05) de la composicion proximal del musculo. Los valores obtenidos son similares a los
encontrados por Vieira et al. (2006) en afiojos de raza Morucha. En relacién con el perfil de
acidos grasos, unicamente se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
porcentaje de &cidos grasos poliinsaturados, correspondiendo a los animales de raza
Morucha, valores significativamente mayores que los del cruce Morucha x Charolés
(p<0,05), estando los del cruce Morucha x Limusin en una situacion intermedia. Estas
diferencias son consecuencia de las diferencias encontradas en el porcentaje de acidos
grasos ®6, ya que no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en el
contenido en acidos grasos ®3, De acuerdo con Perry et al. (1998), las diferencias
interraciales en la composicion de acidos grasos, responden a la diferente precocidad de las
razas y a las diferencias interraciales en la actividad de las enzimas desaturasas.

Tabla 1.- Valor medio + SD obtenido en la evaluacion del pH, de la composicion proximal y
de la composicion en &cidos grasos, en funcion del genotipo.

Parametro Morucha Morucha x Charolés Morucha x Limusin
oH 57+01 56+0.1 56+01
Humedad (%) 75,9+ 1,0 747+15 75,1+ 0,8
Proteina bruta (%MF) 22,6+1,1 22,6+1,1 23,3+ 0,8
Grasa bruta (%MF) 1,5+0,5 1,8+ 0,8 1,8+1,1

'AG saturados 435+24 44,7 £ 3,3 440+21

'AG monosaturados 35,3+4,6 36,6 +7,3 33,7+6,5

'AG poliinsaturados 12,0 £1,9° 6,6+ 1,0° 10,2 + 3,2%°

2AG w3 1,1+04 1,0+£0,4 0,9+0,2

2AG 06 10,6 + 1,8° 54+0,6° 95+28"

" Porcentaje sobre el total de acidos grasos. “ Porcentaje sobre el total de acidos grasos insaturados.
25 Medias con diferentes superindices indican diferencias (p<0,05).

En la Tabla 2, se muestran los datos correspondientes a la CRA, estimada mediante las
pérdidas por cocinado, los parametros colorimétricos y la textura mediante la sonda Warner-
Bratzler. No se encontr6 un efecto significativo del genotipo sobre la capacidad de retencion
de agua (p>0,05). Asimismo, tampoco se observé un efecto significativo del genotipo sobre
los parametros colorimétricos (p>0,05). No obstante, en trabajos anteriores de nuestro
grupo, Vieira et al., (2006) constataron un color mas intenso en la carne de razas rusticas,
respecto a sus cruces con razas carnicas.

Tabla 2.- Valor medio + SD obtenido en la evaluacion de la CRA (pérdidas por cocinado)
color y textura, en funcién del genotipo.

Parametro Morucha Morucha x Charolés Morucha x Limusin
CRA (%) 14,4+ 3,2 13,155 12,3+ 3,1

L* 33,0+ 3,0 33,4+4,2 31,6 £3,0

a* 152+1,9 14,9+ 2,2 14,1+1,5

b* 11,5+1,6 11,7+24 9,7+0,6
Warner-Bratzler (Kg) 88+ 2,1 9,6+ 2,8 9,0+1,2

@™ Medias con diferentes superindices indican diferencias (p<0,05).
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Tampoco se encontré un efecto significativo de la raza, en lo referente a la resistencia al
corte mediante la sonda Warner-Bratzler (p>0,05). No obstante, cabe indicar que, los valores
son elevados en todos los casos y, de acuerdo con la clasificacién realizada por Bruce et al.
(2004), que establece que, para que la carne sea tierna, no debe superar los 6 kg en el test
Warner-Bratzler, esta carne podria clasificarse como dura. Esta relativa dureza de la carne
de los animales estudiados, puede ser consecuencia del escaso periodo de maduracioén al
que fueron sometidas las muestras. En este sentido, si bien en este trabajo se han
establecido 7 dias de maduracién, ya que, de acuerdo con los productores, es lo mas
habitual en la comercializacion de esta carne, en el trabajo de Vieira et al. (2006), se
propone, al menos, un periodo de maduracion de 14 dias para afiojos de raza Morucha.

El analisis sensorial, cuyos resultados se muestran en la Tabla 3, tampoco revel6 diferencias
estadisticamente significativas entre los genotipos estudiados (p<0.05). La ausencia de
diferencias en la terneza, se encuentra en consonancia con la ausencia de diferencias en la
textura valorada instrumentalmente. Diferentes autores (Scheeder et al., 1999; Maltin et al.,
1998).han constatado este comportamiento similar de la terneza valorada sensorialmente y
la resistencia al corte mediante la sonda Warner-Bratzler.

Tabla 3.- Valor medio + SD obtenido en la evaluacion de las caracteristicas sensoriales,
con un panel de catadores, en funcion del genotipo.

Parametro Morucha Morucha x Charolés Morucha x Limusin
Olor 57+03 A5+07 A6+03
Terneza 48+1,1 44 +1,4 39+09
Jugosidad 4,1+0,8 4,2+0,6 3,8+0,8
Flavor 52+0,6 51+0,6 49+0,6
Aceptabilidad 43+0,7 44+09 3,8+0,6

1= ausencia o minima percepcion de la caracteristica y 10= maxima percepcion de la caracteristica.
& Medias con diferentes superindices indican diferencias (p<0,05).

A la luz de los resultados obtenidos, se puede concluir que, el cruce de la raza Morucha con
machos de razas carnicas, como Charolés y Limousin, Unicamente afecté a la composicion
de la grasa intramuscular, sin verse afectados los parametros relacionados con las
caracteristicas sensoriales de la carne.
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EFECTO DE LA CASTRACION Y DEL ACABADO SOBRE LA CALIDAD SENSORIAL DE
LA CARNE DE TERNEROS DE RAZA PARDA DE MONTANA

Panea, B.*, Joy, M., Abidi W., Carrasco S., Alberti, P., Ripoll, G., Blanco, M., Casasus. .
Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon.
Crta. Montafiana, 930; 50059. Zaragoza *bpanea@aragon.es

INTRODUCCION

En el marco de la Produccion Ecoldgica, el cebo de terneros en pastoreo puede suponer
una alternativa para producir carne de calidad con un Optimo aprovechamiento de los
recursos forrajeros. Sin embargo, un cambio en la estrategia de manejo puede implicar
cambios en la calidad sensorial de la carne que pueden afectar a su aceptacion por parte del
consumidor. El objetivo del presente trabajo fue comparar la calidad sensorial de la carne de
animales castrados alimentados con una alta proporcién de forrajes con la carne de terneros
enteros cebados con pienso.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 24 animales de raza Parda de Montafa, distribuidos en tres lotes y sacrificados
a 500 kg: lote TESTIGO (animales enteros criados con cebo intensivo hasta el sacrificio),
lote CEBONES SIN ACABADO (animales castrados; durante la invernada recibieron una
mezcla unifeed 60:40 de heno de alfalfa:harina de maiz, se subieron a puerto en primavera y
estuvieron pastando en una pradera polifita del Pirineo Oscense hasta el sacrificio) y lote
CEBONES CON ACABADO (castrados y sometidos al mismo manejo que el lote anterior
con la salvedad de que los dos meses previos al sacrificio fueron estabulados y terminados
con la mezcla unifeed antes descrita). Tras el sacrificio se obtuvieron 2 filetes por animal de
la parte lumbar del L.dorsi. La carne se madur6 a 4°C durante 8 6 15 dias y se congel6. El
dia del analisis se descongelé en agua corriente, se cociné en un grill de doble placa
precalentado a 200°C hasta alcanzar una temperatura interna de 70°C y fue evaluada por un
panel sensorial entrenado de 7 miembros, que valoré los atributos de olor a vacuno, terneza,
jugosidad, flavor a vacuno, flavor a higado, flavores anormales y apreciacién global
utilizando una escala estructurada de 10 puntos, en la que 1 representaba el valor mas bajo
y 10 el mas alto para cada atributo. El estudio estadistico se realizé con el paquete SPSS
13.0. Se realiz6 un ANOVA con el lote como efecto fijo, se calcularon las medias y
desviaciones tipicas para cada atributo y se llevd a cabo un anadlisis de correlaciones
bivariadas de Pearson.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestra la significaciéon de los efectos estudiados y las medias y
desviaciones tipicas para los atributos evaluados. El lote tuvo un efecto significativo sobre la
terneza, la intensidad a flavor vacuno y la apreciacién global. El lote TESTIGO resulté mas
tierno que los otros dos lotes, independientemente del tiempo de maduracién, lo cual podria
deberse al mayor estado de engrasamiento de las canales (Fishell et al., 1985; Vestergaard
et al., 1999). Las diferencias en la intensidad de flavor a vacuno sélo son apreciables a los
15 dias de maduracion, siendo mayor en el lote TESTIGO (p<0.05). Larick y Turner (1990)
demostraron que el flavor a vacuno es mayor en la carne de los animales que reciben
concentrado, mientras que la carne de los animales criados a hierba presenta un flavor
definido como dulce. El hecho de que sélo se detecten a los 15 dias podria estar indicando
que este tipo de carne madura lentamente, por lo que los flavores naturales de la carne
aumentan tardiamente como consecuencia de la proteolisis registrada durante la
maduracién. Por otra parte, Campo (1999) demostré que la raza Parda de Montafia presenta
valores bajos para la intensidad de olor a carne, en comparacion con otras razas espafiolas.
A pesar de que las diferencias en apreciacion global s6lo se detectan a los 8 dias de
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maduracién, cabe sefalar que la tendencia es la misma a los 15 dias, de modo que el lote
testigo present6 notas de apreciacién global mas altas que los otros dos lotes. Por lo tanto,
el lote testigo, mas tierno y de flavor menos intenso, fue el mejor valorado en su conjunto.

La maduracion sélo afecto significativamente a la intensidad de flavores anormales en el lote
TESTIGO (p<0.01), que se incrementd con los dias de maduracion. En ambos lotes de
CEBONES se observo que la intensidad de flavores anormales también aumentaba con el
tiempo de maduracién aunque no de forma significativa (p>0.05). Aunque la terneza tendi6 a
aumentar con el tiempo de maduracion, esto no supuso ninguna mejora en el caso del lote
TESTIGO, pero si en los otros dos, especialmente en el lote CEBONES CON ACABADO.
Es sabido que la realimentacioén tras un periodo de restriccion se traduce en una mejora de
la terneza, debida al incremento de fibras glicoliticas, al incremento del contenido en lipidos
y/o al aumento de coldgeno de nueva sintesis, que es mas soluble (Geay et al., 2002). Sin
embargo, como se ha dicho, esta carne parece necesitar tiempos largos de maduracion, lo
que podria explicar que el efecto de esta realimentacién soélo sea perceptible a los 15 dias.
Por lo tanto, y a la vista de los resultados tanto de terneza como de flavor, se podria pensar
que el tiempo 6ptimo de maduracion de este tipo de carne estaria entre los 8 y los 15 dias.

Se ha encontrado una interacciéon entre lote y maduracion para la intensidad de olor a
vacuno. Asi, tanto en el lote TESTIGO como en el lote CEBONES CON ACABADO, el olor a
vacuno disminuy6 al aumentar el tiempo de maduracién, mientras que en el lote CEBONES
SIN ACABADO, ocurrié lo contrario, aunque en ningun caso las diferencias fueron
significativas. La discriminacién del olor es mas dificil para un degustador que la del flavor
(Campo et al., 1999).

Tabla 1. Efecto del manejo sobre la valoracion sensorial de la carne de terneros de raza
Parda de Montafia. Medias y desviaciones tipicas para los atributos estudiados.

CEBONES SIN CEBONES CON

TESTIGO ACABADO ACABADO Valor de p

8dias | 15dias | 8dias | 15dias | 8dias | 15dias Lote Mad Lote*Mad
Intensidad de 5.1 4.8 4.7 5.2 5.2 4.5 0.693 | 0.244 0.003
olor a vacuno
Terneza 59a 59a 48b 51b 45b 50b 0.000 0.081 0.424
Jugosidad 5.2 54 5.0 5.0 5.0 53 0.362 | 0.320 0.503
Intensidad de 5.8 6.0a 55 56b 55 55b 0.027 | 0.289 0.745
flavor a vacuno
Intensidad de 3.2 35 2.9 3.2 2.9 2.9 0.138 0.271 0.691
flavor a higado
Intensidad de 34y 4.1 x 3.6 3.9 3.3 3.6 0.244 | 0.013 0.697
flavores anormales

a,b. diferencias entre lotes dentro de maduracion.
X, y. diferencias entre maduraciones dentro de lote.

Las correlaciones entre variables se muestran en la Tabla 2. La apreciacién global se
correlaciono6 positiva y estrechamente con la terneza, la jugosidad y el flavor a vacuno, pero
se correlacion6 negativamente las notas de flavor a higado y los flavores anormales. La
aparicion de correlaciones positivas entre flavor a vacuno, jugosidad y terneza es frecuente
en las pruebas sensoriales (Campo et al., 1999; Goodson et al., 2002). Puede observarse
que la intensidad de flavor a vacuno estuvo correlacionada con la intensidad de flavor a
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higado, lo cual es esperable en carne bien madurada. Sin embargo, el flavor a higado
también se correlacioné positivamente con la intensidad de flavores anormales, lo que
indicaria que se ha considerado como una nota negativa.

Tabla 2. Correlaciones bivariadas de Pearson. Sélo se muestran las correlaciones
significativas.

Terneza | Jugosidad Flavor a Flgvor a Flavores Apreciacion

vacuno higado anormales global
Intensidad de olor a vacuno 0.33* 0.16**
Terneza 0.53** 0.25** -0.17* -0.15** 0.62**
Jugosidad 0.25** -0.10* 0.43**
Intensidad de flavor a vacuno 0.30**
Intensidad de flavor a higado 0.54** -0.42**
Intensidad de flavores anormales -0.39*

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacioén es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Como conclusion, se puede decir que la carne de CEBONES criados a pasto no presenta
defectos de olor ni sabor, pero es ligeramente menos tierna que la de los animales enteros.
Por lo tanto, para que resulte una alternativa viable a la produccién tradicional de terneros
debe mejorarse la terneza mediante cambios en la dieta o en el tiempo de maduracion, lo
cual deberia ser la base de futuros estudios.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido realizado con financiacién procedente del Proyecto
INIA RTA 03-031 y del Proyecto MCYT AGL 2002-00027
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ALTERNATIVAS DE MANEJO SOBRE LA CALIDAD DE LA CANAL Y DE LA CARNE'
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Unidad de Tecnologia en Produccion Animal, CITA-Gobierno de Aragoén.
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INTRODUCCION

La produccién de animales castrados mediante el aprovechamiento de los recursos
forrajeros tiene repercusiones positivas sobre la conservacion del medio, a la vez que
produce un tipo de carne ligado al territorio, aspecto muy relacionado con la percepcion de
“calidad” por parte de los consumidores. Dicho tipo de produccién podria englobarse dentro
de las condiciones de alimentacion que la ganaderia ecoldgica exige y a la que los sistemas
intensivos no cumplen. El desarrollo de esta importante parcela de la producciéon pasa por
encontrar técnicas que aseguren una alimentacion esencialmente forrajera a lo largo del
ciclo productivo y la obtencion de un producto adaptado a las caracteristicas del mercado.
Por ello, es necesario el estudio de las condiciones en que podria realizarse dicha
produccion, destacando la influencia del manejo alimenticio sobre los rendimientos de los
cebones a lo largo del ciclo productivo y la calidad del producto final. El objetivo del presente
trabajo fue estudiar las caracteristicas de la canal y de la carne de animales cebones de
raza Parda de Montafia sometidos a pastoreo con o sin acabado en relacién a los terneros
enteros cebados de forma convencional.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 24 terneros de raza Parda de Montafia, nacidos en la primavera del 2005,
procedentes de la Finca Experimental “La Garcipollera”, destetados tras la bajada de puerto
a 8 meses de edad y trasladados a las instalaciones del CITA en Montafiana (Zaragoza).
Dieciséis terneros fueron castrados y tras su recuperacion se procedié a la realizacion de
dos lotes experimentales, mientras que los restantes animales enteros formaban un tercer
lote (peso medio de 213.3 + 7.07 kg). Se evaluaron tres manejos diferenciados. El lote
TESTIGO, formado por los 8 animales enteros que estuvieron en establo recibiendo una
dieta de pienso comercial y paja a voluntad hasta el sacrificio (TESTIGO). Los animales
castrados fueron divididos en dos lotes de 8 animales, cebones sin acabado (CB) y cebones
con acabado (CB+ACB). Durante el invierno (diciembre-abril) los animales recibieron una
dieta constituida por mezcla unifeed 60:40 de heno de alfalfa y harina de maiz. A partir del
mes de abril los animales retornaron a la Finca “La Garcipollera” y pastaron una pradera
polifita (80% gramineas, 4% leguminosas y 16% de otras familias) con una carga ganadera
de 6.6 animales/ha. Diariamente se les aporté 2 kg de harina de maiz por animal y dia. Dos
meses antes del sacrificio, el lote CB+ACB se retird de la pradera y se le ofrecio una dieta
de acabado igual que la recibida durante la alimentacion invernal en establo.

Los pesos de los animales se registraron semanalmente y cuando alcanzaron los 500 kg se
trasladaron al matadero de Mercazaragoza para su sacrificio. Las canales se evaluaron tras
24 horas de oreo a 4°C. Seguidamente, se obtuvo el peso canal fria y se procedié a la
clasificacion subjetiva de las canales para la conformaciéon (escala SEUROP, expandida a
18 puntos) y el grado de engrasamiento (escala del 1 al 5; expandida a 15 puntos),
siguiendo la normativa de la U.E. (Reglamento CEE N° 1208/81).

En la zona lumbar de la media canal izquierda se midi6 el color de la grasa subcutanea,
mediante el sistema CIE L*a*b* con un espectrofotémetro Minolta CM-2006d, a partir de
estos valores se calcularon el tono (h,) y saturacion (C). A las 24 horas tras el sacrificio se
tomaron, de la media canal izquierda, muestras de la region correspondiente al M.
longissumus thoracis y lumborum (entre la 92 vértebra toracica y 32 lumbar) y se obtuvieron

! Financiacion procedente de MCyT (AGL 2002-00027, INIA RTA-30-031) y fondos FEDER.
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filetes de 2 cm de espesor, para los distintos analisis instrumentales. El pH ultimo de la
carne se midid6 24 horas postmortem con un pH-metro portati CRISON provisto de un
electrodo de vidrio en la 10? costilla. La evolucion del color del musculo se midi6 en el
momento del corte, 24 y 48 horas, y 8 dias de oxigenacioén, para lo cual los filetes se
pusieron en una bandeja de poliespan, cerrada con un film transparente y permeable al
oxigeno a 4°C, en condiciones de oscuridad. La textura de la carne se determiné mediante
la maquina de ensayo universal INSTRON serie 5543 determinando mediante la célula
Warner-Bratzler. Se determiné el esfuerzo maximo con carne madurada 1, 9 y 16 dias a
4°C. La medida se realizé en filetes envasados al vacio (-900 mbar de presioén) y cocidos en
bafio maria (75°C por 45 min) que se cortaron en tacos de 1cmx1cm de seccién

Los datos se analizaron haciendo uso del paquete estadistico SAS (version 9.1), mediante
un analisis de varianza, considerando el manejo como efecto fijo. Cuando se incluy6 la
maduracién de la carnes se utilizd el analisis de medidas repetidas PROC MIXED, siendo el
modelo Y = pu + Manejo; + Tiempo; + Manejo;*Tiempo; + ej.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas de las canales producidas se presentan en la Tabla 1. No se observaron
diferencias significativas en el peso al sacrificio ni en el peso de la canal fria (p>0.05). El
sistema de alimentacion tampoco tuvo efecto en el grado de engrasamiento de las canales,
con una clasificacién de 2, 2- y 2 para los animales de los tratamientos TESTIGO, CB y
CB+ACB, respectivamente. La escasa influencia del tratamiento sobre el grado de
engrasamiento pudo ser consecuencia del efecto de la castracion de los cebones, la cual
favorece un mayor depodsito de grasa en comparacion al observado en animales enteros
sacrificados mas jovenes y que puede contradecir la premisa de que las dietas forrajeras
producen canales menos engrasadas (Mandell et al., 1998), aunque Blanco et al. (2005a) en
terneros de la misma raza y pastando alfalfa observaron solo una tendencia a un menor
engrasamiento en las canales procedentes del pasto. El rendimiento de la canal y la
conformacion estuvieron afectados significativamente (p<0.05) por el sistema de
alimentacion. El grupo de animales pertenecientes al tratamiento CB+ACB presentaron un
menor rendimiento y una menor conformacién (p<0.05). El mayor contenido digestivo como
consecuencia de la alimentacion seca (heno alfalfa: maiz, 60:40) recibida en los dos meses
previos al sacrificio pudo ser responsable del menor rendimiento. La conformacién que
present6 dicho tratamiento fue de R, mientras que los otros tratamientos fueron clasificados
como U'.. La nota de conformacion de estos animales coincide con los resultados de Blanco
et al. (2005a) en terneros pastando alfalfa y Carrasco et al. (2007) con cebones en la misma
raza utilizada en el presente estudio. La posible causa de la menor conformacion del lote
CB+ACB pudo ser la variabilidad genética entre los animales del presente estudio.

Tabla 1. Caracteristicas de la canal.

TESTIGO CcB CB + ACB e.e. Sian.
Peso final', kg 494.5 502.4 500.6 16.57 n.s
Peso canal fria 285.0 287.2 274.6 11.12 n.s
Rto. canal®, % 57.56° 57.06° 54,85 0.640 *
Conformacién 10.5% (U) 10.5% (V) 8.25" (R) 0.54 **
Engrasamiento 5.0 (2) 4.1(2) 5.0 (2) 0.37 n.s

"Peso vivo el dia antes del sacrificio. “Rendimiento en porcentaje de la canal fria a partir del peso final

La alimentacion recibida por los animales afecté de forma significativa al indice de amarillo
(b*) y a la saturacion (C*) de la grasa subcutanea (p<0.001; Tabla 2). Los animales del lote
TESTIGO presentaron menores valores de a*, b* y saturacion que los cebones de pasto.
Ello es debido a la mayor concentracién de pigmentos carotenoides depositados en la grasa
como consecuencia de la mayor ingestién de dichos pigmentos en animales en pastoreo.
Blanco et al. (2005b) trabajando con tres sistemas de alimentacion similares a los
estudiados en el presente estudio y con terneros de la misma raza encontraron que el
pastoreo afecta al color de la grasa de cobertura de las canales, observandose tonalidades
mas crema o amarillentas que en los animales cebados con concentrado. Los mayores
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Indice de amarillo (b*)

valores del indice de amarillo no fueron suficientes para penalizar la comercializacién de la
canal.

Los tres tratamientos presentaron valores normales de pH, 5.52, 5.59 y 5.58 para los lotes
TESTIGO, CB y AB+ACB, respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos
(p>0.05). La luminosidad (L*), y el indice rojo (a*) no estuvieron afectados por el tratamiento
(p>0.05). Se observa que los tratamientos con pastoreo presentaron unos valores
superiores en indice de amarillo (Figura 1), saturacién y tono al de la carne de los animales
TESTIGO. Por lo que la carne de terneros en pasto resultdé mas palida. Esto puede deberse
al aporte de flavonoides y antioxidantes del pasto, que ademas estabilizé el color y por tanto
favorecio la vida util del producto.

Tanto la alimentacién como la maduracién afectaron significativamente (p<0.001) al esfuerzo
maximo. Se observa como el lote CB tiene mayores valores de esfuerzo el primer dia,
mientras que los restantes tratamientos presentaron valores semejantes (Figura 1). El lote
TESTIGO tanto a los 9 como a los 16 dias presentd una menor dureza que los lotes de
pastoreo. Varela et al. (2001) también observaron que los terneros criados en sistema
extensivo presentaban una carne mas dura que la presentada por terneros cebados con
pienso.

En conclusion, la produccion de cebones en pastoreo produce unas canales con
engrasamientos similares a las de cebo convencional. Su grasa subcutanea fue algo mas
amarilla, mientras que su carne fue mas palida. Sin embargo, la carne de este tipo de
animales criados en pasto, tiene una dureza inicial superior a la de terneros cebados con
pienso, por lo que se recomienda consumir este tipo de carne después de un tiempo de
maduracién mas largo, de al menos 15 dias.

Tabla 2. Color instrumental de la grasa subcutanea.

TESTIGO CB CB + ACB e.e. Sian.
L* 72.82° 68.30 71.16% 1.112 *
a* 1.37° 2.78° 2.68° 0.370 *
b* 9.22° 18.13° 16.27° 0.507
c* 9.38° 18.38° 16.53° 0.513
h* 82.16 81.40 80.80 1.731 n.s

Figura 1. Evolucion del color y el esfuerzo maximo del musculo en el tiempo.
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INTRODUCCION

Obtener una carne con determinados parametros de calidad (color, textura, capacidad de
retencion de agua, jugosidad, etc.), tiene gran importancia econémica puesto que para el
consumidor algunas de ellas son determinantes a la hora de la compra y en el consumo de
la misma. Estas caracteristicas son el resultado de un largo proceso que se produce en el
musculo, tanto pre-sacrificio como post-sacrificio.

El tiempo que transcurre desde que se produce post-rigor mortis se denomina periodo de
maduracién de la carne. Se trata de un proceso complejo que varia segun las especies y
durante el cual transcurren diferentes procesos bioquimicos que tienen como consecuencia
la ruptura de las fibras musculares y los procesos de proteolisis muscular que determinan
las caracteristicas finales de la carne, principalmente el grado de terneza final de la misma.
Como es ampliamente conocido, la terneza es el parametro mas valorado por los
consumidores, principalmente de carne de vacuno (Campo et al., 1999; Macie et al., 2000).
Por esta razon, y con el fin de obtener que una terneza 6ptima, se recurre a un periodo de
maduracién mas o menos largo, que Campo et al. (1999) recomienda que sea de 7 dias. El
color de la carne es la otra caracteristica que mas importancia tiene en el consumidor de
carne de vacuno, sobretodo en el momento de la compra (Carpenter et al., 2001).

Se planted este estudio con el fin de determinar la influencia del tipo de maduracién de la
carne de ternera, variando el tiempo y la forma en que se realiza la misma, en tres piezas
carnicas: lomo (Longissimus dorsi), babilla (Cuadriceps femoral) y redondo
(Semitendinosus).

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se utilizaron 42 terneros engordados hasta 480 kg. Una vez sacrificados, y
tras 24 horas de oreo, se procedio a aplicar cuatro tratamientos diferentes a las canales. El
tratamiento 1 (T1) se aplico a la media canal izquierda, que se mantuvo en una camara
frigorifica del matadero por un periodo de 7 dias. Transcurrido éste tiempo se despiezé y se
retiraron las piezas de estudio que fueron: Longissimus dorsi, Cuadriceps femoral y
Semitendinosus, trasladandose éstas refrigeradas al laboratorio para su analisis. El
tratamiento 2 (T2) se procedié de la misma forma que en T1 pero se mantuvo en camara
frigorifica del matadero por un periodo de 14 dias. Tras este tiempo, se despiezé y se
retiraron las piezas de estudio ya mencionadas para su analisis. El tratamiento 3 (T3) se
aplicé sobre la media canal derecha y consistio en el despiece a las 24 horas del sacrificio
de la media canal, donde se retiraron las piezas de estudio antes mencionadas, que fueron
envasadas al vacio y se mantuvieron en frigorifico durante 7 dias, el mismo periodo de
tiempo que en T1. Tras este tiempo se realizaron los analisis de calidad. El tratamiento 4
(T4) se repitié el procedimiento T3 pero las piezas envasadas se mantuvieron en frigorifico
el mismo tiempo que T2, 14 dias. Posteriormente se llevaron a cabo los andlisis de calidad
propuestos.

Se determiné el pH de cada pieza y el color mediante un colorimetro Minolta Chroma Meter
CR-200 utilizando el sistema de coordenadas cromaticas CIELab (1976), se calculd la
capacidad de retencion de agua (CRA) por el método de presién (Grau y Hamm, 1953), se
determinaron los pigmentos heminicos como pg de hematina/g de musculo (Hornsey, 1956).
Se calcularon las pérdidas por cocinado (%Pérd) y la materia seca (MS) siguiendo los
métodos descritos en Cafeque y Safiudo (2005). El analisis de textura se realizé utilizando
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un texturdmetro Instron 6021 con la célula Warner-Bratzler en carne cocinada al “bafio
maria” a 75°C durante 45 minutos. Se cortaron no menos de 10 paralelepipedos siguiendo la
direccion de las fibras musculares y con una seccién transversal de 1 cm?. La medida se
expres6 como Carga maxima en kg. Los datos fueron analizados utilizando el procedimiento
GLM (SAS, 1998). En el modelo se analizé el efecto del tratamiento sobre los parametros de
calidad propuestos en cada una de las piezas carnicas comerciales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el musculo Cuadriceps femoral se pueden observar en la Tabla
1. Los parametros que no estuvieron afectados por el tratamiento utilizado son el pH, la
CRA, la materia seca y el porcentaje de las pérdidas de cocinado. En cuanto al color,
aunque la luminosidad (L*) no se afectd por los diferentes tratamientos aplicados, no
sucedioé lo mismo con el indice de amarillo (b*), que mostr6 en la babilla un valor mas
elevado en T4, cuando se madurd al vacio en frigorifico durante 14 dias (p<0,05). Este
hecho lo pone también de manifiesto Velasco et al. (2005a) que observa un aumento del
indice de amarillo (b*) a medida que se aumenta el tiempo de maduracién. Los valores de
las coordenadas de color L*, a*,b* observados en la babilla en este estudio son inferiores a
los mostrados para el mismo musculo por Portela et al. (2005). En la cantidad de pigmentos
heminicos se observaron diferencias entre los valores de las piezas con tratamiento 2 y 3
(p<0,05) que mostraron el mayor y el menor valor respectivamente. Aunque no hay
diferencias significativas en cuanto a la textura, se observa una tendencia a la tenderizacion
de la babilla en los tratamientos de 14 dias de maduracion, tal como observé Velasco et al.,
(2005b).

Para el musculo Semitendinosus, los resultados estan indicados en la Tabla 2. Las
diferencias encontradas son similares a las observadas para el Cuadriceps femoral. No se
vieron afectados por el tratamiento los parametros de pH, CRA, materia seca ni pérdidas por
cocinado. Los parametros de color para este musculo descritos por Portela et al., (2005)
para la Rubia gallega son menores que los que aqui se presentan. Se trata, por lo tanto, de
un musculo de mayor luminosidad e intensidad de color. Tal y como se observa en el caso
de la babilla, en el redondo la luminosidad tampoco se vio afectada por el tratamiento de
maduracién. Por el contrario el indice de rojo (a*) mostré diferencias significativas entre los
tratamientos 2 y 4 debido, principalmente, a la forma de maduracion del musculo (canal o
frigorifico), siendo mas roja la carne de redondo en T2 que en T4 (p<0,05). EI mismo
comportamiento se observa en la cantidad de pigmentos heminicos con valores superiores
en las piezas con tratamiento T2 frente a T4. Los resultados de la textura fueron mayores en
los tratamientos T1 y T3 frente a los T2 y T4 como era esperable aunque las diferencias
fueron significativas Unicamente entre la carne con T2 y T3 (p<0,05).

El musculo mas estudiado y de referencia en los estudios de calidad de carne es el
Longissimus dorsi. Los resultados obtenidos en este trabajo se recogen en la tabla 3. El
lomo fue la pieza carnica mas afectada por los tratamientos aplicados aunque no hubo
incidencia en los mismos parametros sefialados para las piezas anteriores excepto la CRA.
El indice de rojo (a*) fue superior cuando el lomo maduré en canal frente a la maduracién de
la pieza envasada (p<0,01). Por otra parte, también fue mayor cuando la maduracion fue por
un periodo de 7 frente a 14 dias, hecho que se puso de manifiesto significativamente en los
tratamientos T2 frente a T3 (p<0,001). Estos resultados son contrarios a los observados por
Velasco et al. (2005a) para el lomo, en cuyo caso el indice de rojo desciende con el tiempo
de maduracion. Los resultados obtenidos en cuanto a la cantidad de pigmentos heminicos
muestran el mismo comportamiento que el indice de rojo frente a los diferentes tratamientos.
En cuanto a los resultados observados en el indice de amarillo (b*), el comportamiento de
este parametro frente a los diferentes tipos de tratamientos es el mismo que para a* pero
con diferencias estadisticamente mayores (p<0,001). Con respecto a la CRA, en el caso del
lomo, se observaron diferencias por el tipo de tratamiento. Asi, la tendencia en los
resultados es que los lomos madurados en canal, tuvieron valores de CRA mayores que
cuando las piezas se maduraron en frigorifico. Por otra parte, el menor valor se observé
cuando el lomo fue madurado envasado durante 14 dias, este resultado estaria relacionado
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con la desnaturalizacion proteica miofibrilar post mortem que se produce con la maduracion
(Offer, 1991; Velasco et al., 2005a). En los resultados de terneza en el lomo continua la
tendencia ya mencionada del aumento de la misma en funcién del incremento del tiempo de
maduracion. También se observa que el T3 aumenta el valor de carga maxima frente a T1
(p<0,05), cuando se envaso y se maduré durante 7 dias.

Podemos concluir que el musculo afectado en un mayor numero de parametros por los
tratamientos fue el lomo. Los parametros de mayor importancia para los consumidores como
son el color y la textura se vieron afectados por los tratamientos, en general, la carne fue
mas roja cuando las piezas se maduraron en canal y por menos tiempo y la terneza mejoro
con el tiempo de maduracion.

Tabla 1. Medias y desviacién estandar del efecto del tratamiento el m. Cuadriceps femoral.

pH L* a* b* CRA MS ug/g %Perd. | Carga Max

T1| 5.68+0.14 | 36.76+3.32 | 22.25+2.19 | 7.57+1.82° | 18.59+2.94 | 23.60.7 173.2449.1* | 30.546.5 | 4.49+0.7*°

N

T2| 5.6+0,19 37.4+4.42 | 22.48+2.7 | 8.9+2.64™ | 18.47+3.05 | 25.9+3.9 209.2+69.7° | 30.8+4.0 3.740.8°

T3 | 5.58+0.10 | 36.944+2.72 | 21.76+2.26 | 7.58+2.01%° | 18.86+2.97 | 23.6+1.8 172.3+64.2° | 28.5+3.9 | 4.46+0.9°

T4 | 5.56+0.18 | 38.73+4.16 | 22.93+3.0 9.0+2.4° | 18.38+3.77 | 23.7+1.0 | 189.7+55.0® | 29.2+7.0 | 3.58+0.5™

Tabla 2. Medias y desviacién estandar del efecto del tratamiento el m. Semitendinosus.

pH L* a* b* CRA MS ug/g %Perd. | Carga Max

T1| 5.56+0.21 | 41.15+3.58 | 20.74+3.29 | 9.52+3.49 | 18.73+3.60 | 24.8+2.68 | 121.4+33.6™ | 32.9+4.2 | 6.24+0.89™°

T2 | 5.61+0.24 | 41.89+3.57 | 21.71+1.97 | 10.17+2.56 | 18.43+2.38 | 39.6+3.04 | 145.8+69.2° | 31.3+3.9 | 4.89+0.91*

T3 | 5.62+0.25 | 41.52+4.12 | 20.23+2.65 | 8.74+2.94 | 18.86+4.73 | 24.7+1.52 | 112.8+33.8™ | 32.445.3 | 9.32+1.01°

T4 | 5.64+0.27 | 41.14+4.9 | 19.9142.36 | 9.74+3.19 | 17.8142.96 | 24.9+3.92 | 114.1+29.6" | 33.6+2.8 | 4.84+1.03"

Tabla 3. Medias y desviacién estandar del efecto del tratamiento el m. Longissimus dorsi.

pH L* a* b* CRA MS yg/g %Perd. Carga Max
T1| 558019 | 37.97+2.61 | 21.42+376™ | 9.79+2.31* | 18.5+3.74™ | 24.4+1.23 | 137.7+33.0° | 25.92+3.5 | 6.38+1.92°
T2| 5.62+0.18 | 38.15+2.35 | 22.87+3.80° | 10.53+2.6° | 18.5+4.23° | 24.0+0.79 | 150.4+33.5% | 23.96+3.2 | 5.86+1.96°
T3| 561+0.18 | 38.38+2.99 | 18.48+2.62° | 5.97+2.01° | 17.4+4.66° | 24.5+1.60 | 138.1+30.2° | 22.79+3.9 | 13.0+2.03"
T4| 562+0.18 | 38.39+2.64 | 19.77+3.26° | 7.342.05° | 16.0+2.81° | 26.8+1.45 | 157.1+27.4° | 23.45+3.9 | 5.91+1.04°

T1: Maduracion en canal durante 7 dias; T2: Maduracion en canal durante 14 dias; T3: Maduracion en pieza durante 7 dias;
T4: Maduracion en piezas durante 14 dias.

a, b, c: letras diferentes, indican diferencias significativas entre los tratamientos ;letras iguales o ausencia de letras, indican
diferencias no significativas.

CRA: Capacidad de retencién de agua; MS: Materia seca; pg/g: Pigmentos heminicos; %Perd: Pérdidas por cocinado; Carga
max: Textura
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INTRODUCCION

La cantidad de grasa intramuscular o de infiltracién, reflejada en el grado de veteado o
marmoreado de la carne, es uno de los factores determinantes de la jugosidad y de la
palatabilidad de la misma (Savell et al., 1986). Para poder predecir el grado de veteado en el
animal in vivo, con objeto de establecer el momento éptimo de sacrificio en funcién del grado
de infiltracion grasa que se quiera obtener en la carne, se esta desarrollando estos ultimos
afnos la combinacion de las técnicas de ecografia y analisis de imagen (Sakowski et al.,
2002). En el presente trabajo se aplican dichas técnicas para la prediccion in vivo del grado
de infiltracion grasa de cebones de raza Parda de Montafa criados de acuerdo con el
sistema de produccion ecoldgica.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado 18 cebones de raza Parda de Montafa, criados siguiendo la normativa de la
produccion agraria ecologica (Reglamento CEE N° 2092/91). Los terneros fueron destetados
con 8 meses de edad en el mes de noviembre, castrados a continuacién, y estabulados
durante la invernada distribuidos en dos grupos (n=9) segun el aporte energético de la
racion que ingirieron: Unicamente heno de alfalfa a voluntad (lote bajo) o heno de alfalfa
(60%) y cebada molida (40%) (/ote alto). Al inicio del verano, los 18 bueyes pasaron a pastar
en praderas de montafia siendo ademas suplementados con una media de 4 kg de cebada
molida por animal y dia, hasta su sacrificio que tuvo lugar a finales de septiembre y
principios de octubre con aproximadamente 18 meses de edad. Los pesos, los crecimientos
y las caracteristicas de la canal de estos bueyes se muestran en la Tabla 1.

El dia previo a su sacrificio, se realizaron dos ecografias a cada animal utilizando un
ecografo Aloka SSD provisto de una sonda VST-5044-7,5Mhz/172mm. Las ecografias
fueron realizadas a la altura de la ultima vértebra toracica y de la 42 vértebra lumbar. La
primera de ellas se efectué colocando la sonda en sentido perpendicular a la columna
vertebral al objeto de visualizar todo el ojo del musculo Longissimus dorsi (LD) y la segunda
en sentido longitudinal al musculo (Delfa et al., 2005). A continuacién, en las imagenes
obtenidas con el ecégrafo se midié el nivel de gris (escala 0-255; 0: negro total, 255: blanco
total) en la zona correspondiente al musculo LD mediante el programa Optimas 6.5 de
analisis de imagen, ya que esta medida guarda relacién con el grado de veteado de la carne
(Mendizabal y Goni, 2001). La medida del nivel de gris se realizd sobre todo el area del
musculo LD presente en la ecografia y sobre una zona de interés (ROI; 100x100 pixeles)
seleccionada dentro de la imagen por su uniformidad, siguiendo las recomendaciones de
Amin et al. (1997).

Tras el sacrificio se clasificaron las canales segun la escala de clasificacion SEUROP y se
calculo el rendimiento de la canal. A continuacion, se extrajo la 10? costilla de la canal. En
ella se separ6 la porcion correspondiente al musculo LD con objeto de medir mediante
analisis de imagen la superficie de grasa intramuscular (IM) (Mendizabal et al., 2005). Por
ultimo, mediante analisis de regresion se relacionaron los valores de nivel de gris de las
ecografias y los valores de contenido en grasa intramuscular del musculo LD.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de nivel de gris en las ecografias fueron mas elevados en los cebones del lofe
alto, tanto si se consideraba el musculo LD en su totalidad (36+15,3 vs 24+9,1; P=0,05 en la
ecografia perpendicular; 26+7,3 vs. 1615,8; P=0,005 en la ecografia longitudinal), como si se
consideraba la region seleccionada por su mayor uniformidad (ROIl) (42+14,0 vs. 30+11,8;
P<0,10 en la ecografia perpendicular; 29+8,1 vs. 16%5,3; P<0,01 en la ecografia
longitudinal).

Al comparar los porcentajes de grasa intramuscular en el musculo LD de la 102 costilla entre
el lote alto y el lote bajo los valores de engrasamiento fueron superiores en el lote alto
(1,3£0,46 vs. 0,4+0,36, respectivamente; P<0,001). No obstante, hay que destacar que
estos valores de infiltracion grasa mostrados por los dos lotes se corresponden con carnes
excesivamente magras. Si comparamos estos datos con los obtenidos en terneros de la
misma raza, cebados de forma convencional y sin castrar, los porcentajes de grasa
intramuscular en estos ultimos son significativamente superiores, oscilando los valores
medios alrededor del 3% (Goni et al., 1999).

Al relacionar entre si los valores del nivel de gris de la ecografia, determinado en el animal
en vivo, con el contenido en grasa intramuscular del musculo LD, la mejor ecuacion de
prediccion se obtiene con las determinaciones realizadas en la ecografia longitudinal y
considerando Unicamente la zona de tonalidad uniforme o ROI. En la Figura 1 se muestra la
recta de regresion obtenida con ambas variables, que mostraron un valor de correlacion (r)
de 0,77 (P<0,001). Si comparamos estos valores con los obtenidos en otros trabajos
realizados en ganado vacuno (p.e. Brethour (2000) que obtuvo valores de r? comprendidos
entre 0,77 y 0,85 o Hassen et al. (2001) con valores comprendidos entre 0,69 y 0,91)
pueden parecer algo bajos, pero hay que tener en cuenta que en el presente estudio se ha
trabajado con un rango de valores de porcentaje de grasa IM comprendido entre 0,2 y 1,9%,
mientras que en los trabajos referidos el rango oscilé entre 1,6 y 7,2%, lo que favorece la
obtencién de mejores ajustes en las rectas de regresion.

En definitiva, se puede afirmar que la utilizacion de la ecografia y el analisis de imagen
constituyen una combinacion adecuada para predecir in vivo el contenido en grasa de
infiltracion de la carne, si bien en animales excesivamente magros resulta dificil obtener
coeficientes de determinacion proximos a 1 en las ecuaciones de prediccion.
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Tabla 1. Caracteristicas de crecimiento y de la canal de cebones de raza Parda de Montafa
distribuidos en funcion del tipo de alimentacién que tuvieron durante la invernada (Lote Bajo,
alimentado con forraje; Lote Alto, suplementado con cebada).

Lote Alto Lote Bajo e.e. Significacién
(n=9) (n=9)
Peso inicial (kg) 361 361 15,14 ns
Peso final invierno (kg) 486 453 13,70 ns
Peso sacrificio (kg) 557 534 12,60 ns
GMD invierno (kg/d) 1,08 0,78 0,05 i
GMD pastoreo (kg/d) 0,73 0,76 0,05 ns
Peso canal fria (kg) 311,4 293,9 8,26 ns
Rendimiento canal (%) 55,9 55,0 0,42 ns
Conformacion (1-18) 8,7(R+) 8,3(R) 0,31 ns
Engrasamiento (0-15) 5,0 (2) 4,9 (2) 0,38 ns

*** P<0,001; ns: no significativo.

Figura 1. Imagen de la ecografia, del corte de Longissimus dorsi y grafica de la regresion
entre el nivel de gris de la ecografia y la superficie de veteado del musculo.
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INTRODUCCION

Existen numerosos estudios donde se valora el efecto del ayuno sobre el rendimiento y la
calidad de la carne. Se ha observado cémo en ayunos de mas de 24 horas el rendimiento de
la canal disminuye (Saffle y Cole, 1960, Warris, 1985). Sin embargo en periodos de menos
de 24 horas esto no ocurre (Eikelenboom et al., 1991, Kephart y Mills, 2005). Las ventajas
del ayuno previo al sacrificio son varias, entre ellas la disminucion de peso del tracto
gastrointestinal y complicaciones en el momento de eviscerar, el ahorro en coste de
alimentacion y el incremento del rendimiento de la canal (Morrow et al., 2002).

La calidad de la carne puede mejorarse si ha existido un ayuno previo al sacrificio (Gispert et
al., 2000). Después del sacrificio, a nivel del musculo, se acelera la glucdlisis anaerébica,
produciéndose grandes cantidades de acido lactico que haran disminuir el pH de la carne.
Una menor reserva de glucogeno en el musculo, como causa de unas horas de ayuno,
permite que este descenso de pH sea menor, obteniendo carnes de mayor calidad. El
reposo de los animales antes del sacrificio permite una recuperacion del transporte y, desde
el punto de vista de la calidad de la carne, parece ser el factor previo al sacrificio que mas
afecta (Nanni Costa et al., 2002). Se estima que cortos periodos de reposo, de 2 a 3 horas,
pueden mejorar la calidad de la carne, observandose menor presencia de carnes PSE, pero
periodos mas largos incrementan el porcentaje de carnes DFD (Warris, 2003). El objetivo del
presente estudio ha sido valorar el efecto de la duracién del ayuno y de la espera antes del
sacrificio sobre los rendimientos productivos y caracteristicas de la canal de cerdos de cebo.

MATERIAL Y METODOS
Se llevaron a cabo dos experimentos en las naves de cebo del Centro de Pruebas de
Porcino del Instituto Tecnolégico Agrario de Castilla y Le6n. Los animales experimentales
eran de ambos sexos (machos castrados y hembras enteras) y fueron alojados en 4 salas
de 14 departamentos cada una.

En el primer experimento se utilizaron un total de 88 animales de ambos sexos con un peso
medio previo al sacrificio de 129,58 + 8,27 Kg. Los animales fueron asignados al azar a
diferentes duraciones de ayuno (0, 12, 18 6 24 horas) antes del sacrificio. El grupo de 0
horas de ayuno unicamente fue ayunado desde la carga hasta el sacrificio (2 horas). Dos
horas antes del sacrificio (a las 6:00 h) los animales fueron trasladados en un camién a un
matadero comercial. La T2 exterior fue de -5°C y la duracion del viaje fue de 1 hora.

En el segundo experimento se utilizaron 60 animales de ambos sexos, con un peso medio
previo al sacrificio de 130.65 + 10 Kg. Los animales fueron asignados al azar a dos
duraciones de ayuno (12 6 24 horas) previas al sacrificio. En este caso, los animales fueron
trasladados 14 horas antes del sacrificio (a las 18:00 h) en el mismo camion que en el
experimento 1, con una T2 exterior de 10°C y al mismo matadero. Una vez en el matadero,
los animales esperaron durante toda la noche (13 horas) hasta el sacrificio con una T2 de -
4°C. Las condiciones de sacrificio fueron las mismas que en el experimento 1.

Los parametros medidos fueron el peso al inicio del ayuno (Kg), el peso antes de la carga
(Kg), el peso de la canal (Kg), el peso del tracto gastrointestinal (Kg) y el pH en el
Longissimus dorsi a 45 minutos postmortem sobre la canal refrigerada. Los datos fueron
analizados por el procedimiento GLM de SAS. Cada animal constituyd una unidad
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experimental. La duracion del ayuno fue introducido como efecto principal y el peso de los
animales antes de iniciarse el ayuno como covariable.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra los resultados del primer experimento. El porcentaje de pérdida de peso
durante el ayuno fue significativamente mayor a medida que aumentaba la duracion del
ayuno, observandose diferencias entre los grupos de 0, 12 y 18 horas de ayuno (0,87% vs.
1,35% vs. 2,26%, P<0,0001). Sin embargo, no hubo diferencias entre los grupos de 18 y 24
horas de ayuno (2,26% vs. 2,41%). Estas pérdidas de peso debidas al ayuno no llegaron a
afectar al peso de la canal. En el porcentaje de rendimiento