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The use of molecular techniques in support of conservation
of the Murciano breed of pigs

ABSTRACT: Use of molecular markers-based allelic typing techniques to support recuperation efforts with populations
in danger of extinction was evaluated. In a sample of 83 pigs of the Chato Murciano breed, 26 microsatellites, recommended
for studies on genetic diversity of swine, were characterized. Allelic frequencies were obtained by direct count. Observed,
unbiased and expected heterozygosities were calculated for each marker and pairs of genetic distances between individuals
were based on the proportion of shared alleles. A phylogenetic tree was constructed from the valves of distance obtained.
The number of alleles present is clearly less than that found in other swine breeds. The process of conserving this breed
could continue by further construction of the phylogenic tree of individuals; since, in spite of the fact that it was necessary
to create a line of the breed by assimilative crossbreeding to a large White female, a tendency was observed toward
absorption of this animal’s genotype in favor of Chato Murciano genotypes over several generations. This approach
would also facilitate selection of the best crosses based on the genotypes evaluated.
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RESUMEN: Se investiga la aplicacion de técnicas de tipificacion alélica de marcadores moleculares, para el apoyo de
planes de recuperacion de poblaciones en vias de extincion. Se recogen muestras de 83 cerdos de raza Chato Murciano y
se caracterizan 26 microsatélites seleccionados y recomendados para estudios de diversidad genética en cerdos. Las
frecuencias alélicas se determinan por recuento directo. Se calculan las heterocigosidades observada, insesgada y espera-
da para cada marcador y los pares de distancias genéticas entre individuos basadas en la proporcién de alelos comparti-
dos. Con los valores de las distancias obtenidos se construye un arbol filogenético. El nimero de alelos presentes es
claramente inferior al hallado en otras razas porcinas. El proceso de conservacion de la raza se puede seguir mediante la
construcciéon de un arbol filogenético individual observando cémo, a pesar de ser necesario crear una linea mediante un
cruce por absorciéon empleando una hembra de raza Large-White, se aprecia una tendencia a la absorcién del genotipo de
este animal en favor de los genotipos de los Chatos Murcianos a través de las generaciones. Este abordaje facilita también
la seleccién de los cruzamientos mas adecuados a partir de los genotipos caracterizados.
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Introduccién pansion se realiza a partir de tan s6lo 14 ejemplares. Des-

pués de cinco afios de trabajo en la recuperacion de esta

El cerdo Chato Murciano tiene su origen en los antiguos raza se plantea un estudio genético para evaluar los resul-
cerdos ibéricos del drea mediterrdnea. Durante el primer tados obtenidos y elaborar futuros proyectos.

cuarto del siglo XX fue cruzado con ejemplares de las ra- El objetivo de este trabajo es obtener una informacion

zas Berkshire, Tamworth y otras razas europeas para me- genética objetiva de la poblacién de Chatos Murcianos que

jorar sus caracteres productivos (Martinez et al., 1998). En permita contribuir al plan de recuperacion de esta raza.

la Gltima década de este mismo siglo, cuando estaba préc- Para ello se caracteriza la poblacién con una bateria de

ticamente extinto, aparece un gran interés a nivel microsatélites, se obtendran pardmetros estadisticos des-

institucional para la conservacion de este cerdo tan carac- criptivos de la situacion de variabilidad genética y cons-

teristico del este de la peninsula ibérica. Se trata de una truira un arbol de distancias individuales.

raza que se desarrolla en régimen semiextensivo y su ex-
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Materiales y Métodos

Se analiza una muestra de 83 ejemplares de cerdo Chato
Murciano, 24 puros y el resto pertenecientes a las generacio-
nes F2 (1), F3 (15), F4 (17), F5 (12) obtenidas después de un
cruzamiento inicial con una hembra delaraza Large-White y
sementales de la poblacion original. Ademas se analizan sie-
te ejemplares de Chato Murciano de los que no se conoce su
genealogia y otros siete ejemplares resultantes de cruces de
Chato Murciano con otras razas. Estos tiltimos sirven de refe-
rencia en el arbol individual de distancias.

Los microsatélites seleccionados son los recomendados
para los estudios de variabilidad por el grupo de expertos
en temas porcinos de la FAO: CGA, S0101, S0215, S0355,
SW911, SW936, S0068, SW632, SW24, 50225, SW122,
50090, 50226, 50227, SW951, 50228, S0178, S0005, S0386,
SW72, 50002, SW857, S0026, IGF1, S0155, SW240.

Se extrae DNA de muestras de pelo, se amplifican median-
te PCR las secuencias de interés utilizando cebadores marca-
dos con fluorocromos combinando diferentes marcadores
(Martinez et al., 1998). La caracterizacion de las variantes
alélicas se realiza mediante electroforesis de los productos de
la amplificacién en un secuenciador automatico ABI 373
Stretch (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) emplean-
do las aplicaciones GENESCAN" 3.1.2 y GENOTYPER" 2.5
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Se calculan las frecuencias alélicas por recuento directo
y se determinan la heterocigosidad observada y esperada
teniendo en cuenta los modelos de mutacion IAM (infinity
allele model) o SMM (stepwise mutation model). Para estos
calculos se emplea la aplicacion BOTTLENECK (Cornuet
& Luikart, 1996). Mediante la aplicacion MICROSAT v.1.5b
(Minch, 1998) se calculan las distancias genéticas entre
individuos basadas en la proporcién de alelos comparti-
dos (Bowcock et al., 1994). Con estas distancias se constru-
ye un drbol individual filogenético basado en el algoritmo
UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic
mean) (Sneath & Sokal, 1973) empleando para ello el mé-
dulo NEIGHBOR de la aplicacion PHYLIP v.3.57c
(Felsestein, 1995).

Resultados y Discusion

El estudio genético de poblaciones lleva a plantear-
se un gran numero de preguntas de las que algunas son
contestadas mediante la observacion directa del grupo en
cuestion, y el resto intenta solucionarse mediante la inves-
tigacion de caracteres mas objetivos como los marcadores
genéticos. Recientemente los microsatélites se han confi-
gurado como los marcadores de eleccion debido a algunas
de sus ventajas frente a los demds como son que se encuen-
tran en gran ntimero, distribuidos de forma homogénea a
lo largo del genoma y presentando un gran nivel de
polimorfismo (Edwards et al., 1992). Su estudio parece ser
muy interesante en aquellas poblaciones que por su situa-
cién dramédtica de peligro de extincién son mas urgentes
de caracterizar, de forma que la variabilidad genética y su

entidad queden salvadas. Asi, esta indicado este tipo de
estudios de conservacién genética y esta apoyado enfati-
camente por la FAO desde 1993 (FAO, 1998). Los trabajos
que en este sentido se han ido realizando, son numerosos y
la efectividad y potencialidad informativa de estos marca-
dores moleculares, esta ya comprobada (ej.: Arranz et al.,
1996; MacHugh et al., 1998; Martinez et al., 2000a).

Laraza Chato Murciano se encuentra en un proceso de
recuperacion a partir de muy pocos individuos, hay una
consanguinidad grande y una variabilidad genética pe-
queiia. El nimero de alelos observado es claramente infe-
rior al encontrado en otras razas porcinas (Martinez et al.,
2000a; Laval et al., 2000; Ollivier et al., 2001). Algunos alelos
se encuentran sélo en los animales originales mientras que
hay otros presentes solamente en los animales de la pobla-
cién F3+F4+F5 (Cuadro 1). Es de destacar que los alelos
presentes s6lo en una u otra poblacién suelen ser aquellos
que estan presentes con las frecuencias més bajas. El
microsatélite S0215 ha resultado monomérfico en todos los
animales analizados, y el S0951 es monomoérfico en la po-
blacién de Chatos Murcianos puros.

La heterocigosidad observada para el total de los anima-
les analizados (Cuadro 2) presenta valores inferiores a los

Cuadro 1. Frecuencias alélicas de los Chatos Murcianos
purosy cruzados, ordenadas de mayor a menor

Microsatélite Alelos Frecuencias alélicas

CGA 6 068 014 0,12 0,04 0,01°0,02°
S0101 3 052 028 020 - - -
50215 1 1,00 - - - - -
50355 2 079 021 - - - -
SWoI11 5 050 028 017 0,04 001> -
SW936 6 033 027 0,17 0,15 0,08 0,01
50068 5 051 027 0,10 0,09 0,03

SW632 4 070 0,18 0,11 0,01 - -
SW24 4 091 0,04 0,02 004 - -
50227 2 089 011 - - - -
50225 3 065 023 012 - - -
SW122 3 064 033 0,03 - - -
S0090 5 039 031 0,24 0,06* 0,012

50226 3 072 017 0,11 - - -
SW591 2 093 0,07 - - - -
50228 2 05 041 - - - -
S0178 4 049 033 0,13®> 0,05 - -
S0005 5 027 038 0,34 0,01°* 0,01 -
S0386 4 048 029 015 0,07 - -
SW72 5 065 026 009 0,01* - -
50002 3 069 015 0,16 - - -
SW857 4 065 0,22 0,06 0,07 - -
50026 4 061 020 0,15 0,04> - -
IGF1 4 051 033 0,14 0,01°> - -
S0155 4 062 032 0,06 001> - -
SW240 2 057 043 - - - -

a =alelos exclusivos de la poblacién de Chatos puros, y b = alelos
exclusivos de la poblacién F3+F4+F5 de Chatos cruzados.
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Cuadro 2. Namero promedio de alelos (N), heterocigosidad
esperada (He) y heterocigosidad media por re-
cuento directo (Ho) para todos los microsatélites

Poblacién n He (IAM) He(SMM) Ho
Chato Murciano 3,92 0,43 0,53 0,52
F3+F4+F5 3,24 0,40 0,47 0,51
Chatos puros 3,09 0,44 0,50 0,49

encontrados en otras razas porcinas (Li et al., 2000), aunque
son similares a los encontrados en otras razas minoritarias
(Martinez et al., 2000a; Laval et al., 2000; Ollivier et al., 2001).
La heterocigosidad observada en los tres casos es claramen-
te superior a la esperada si se considera que el modelo segui-
do por estos microsatélites es el IAM, sin embargo cuando se
tiene en cuenta el SMM, la heterocigosidad observada sélo
es claramente superior a la esperada en el caso de la pobla-
cion F3+F4+F5 (Cuadro 2). Elmodelo que més se ajusta a los
resultados esperados es el IAM, teniendo en cuenta las ca-
racteristicas de la poblacién, como ya afirmaban Shriver et
al. (1995) que los microsatélites en los que la unidad repetitiva
es de 3 a 5 pares de bases se ajustan mejor al SMM vy los
microsatélites mono o dinucleotidicos, como en este caso, se
ajustan mejor al IAM.

Se realiza un estudio de distancia genética individual

para evaluar la tendencia de los animales a agruparse jun-
tos por poblaciones basado en la proporcién de alelos com-
partidos (Bowcock et al., 1994). Los microsatélites, tienen
un grado relativamente alto de heterocigosidad y muchos
alelos para cada locus, por lo que cada individuo puede ser
definido de una forma casi inequivoca. Esto implica que
pueden obtenerse resultados significativos de alelos com-
partidos entre individuos miembros de las poblaciones
estudiadas y que pueden construirse drboles filogenéticos
usando los individuos como unidades taxonémicas.

El arbol de distancia genética (Figura 1) ha generado
tres grupos principales de individuos que comparten ca-
racteristicas similares, a pesar de que el conjunto de los
animales estdn muy emparentados. Una de las conclusio-
nes que se podria deducir a partir de este analisis es que
las F3, F4 y F5 son muy parecidas entre siy a la vez a los
animales puros por lo que el efecto del cruzamiento con el
ejemplar de Large-White parece que esté siendo absorbido.

El analisis genético realizado con la bateria de
microsatélites da como resultado que esta raza presenta
un grado de variabilidad genética bajo aunque la
heterocigosidad es aceptable, lo que indica que los esfuer-
zos realizados para su recuperacion estan teniendo su fru-
to. El establecimiento de una linea dentro de la raza me-
diante un cruzamiento con otra raza y una posterior absor-
cion en sucesivas generaciones no esta desviando el perfil
genético de la poblacién original por lo que se pueden es-

Puros

-—=d 2
F3+F4+F5

—= == 5in rencalogia

Otros cruces

Figura 1. Arbol de distancia genética individual de cerdos Chatos Murcianos construido a partir de la matriz de pares de
distancias basadas en los promedios de alelos compartidos (Bowcock et al. 1994) mediante el método UPGMA.
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perar los beneficios que este tipo de estrategia de conserva-
cién puedan aportar en un futuro. Finalmente, el estudio
de marcadores genéticos como los microsatélites aporta una
informacién muy valiosa y ttil en el disefio y seguimiento
de un proceso de recuperacién de una raza en peligro de
extincion.
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