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RESUMEN

En las especies de animales domésticos, el impacto de las alteraciones cromosomicas
sobre la eficiencia reproductiva de los animales portadores ha sido ampliamente estudiado.
En el cerdo (Sus scrofa domestica), las alteraciones cromosomicas que se producen con
mayor frecuencia son las translocaciones reciprocas. Las consecuencias econdomicas pueden
llegar a ser importantes si el animal portador produce un elevado numero de camadas, como
es el caso de los reproductores utilizados en centros de inseminacion artificial.

El principal objetivo de esta tesis doctoral fue analizar la incidencia de las anomalias
citogenéticas en dos poblaciones porcinas, y evaluar el efecto de las translocaciones
reciprocas sobre los parametros reproductivos de los animales portadores.

Para alcanzar este objetivo se realizaron los andlisis citogenéticos de los verracos de
los centros de inseminacion de ambas poblaciones. Los cromosomas mitoticos se obtuvieron
a partir de un cultivo de linfocitos de sangre periférica, y las alteraciones cromosomicas se
analizaron mediante la técnica de bandeo GTL.

El analisis citogenético de 89 verracos de ambas poblaciones revelo la presencia de 5
verracos portadores de alteraciones cromosdmicas que tenian una conformacion externa
normal. En este estudio se identificaron tres nuevas translocaciones reciprocas:
rep(1;11)(q24;p13) en dos verracos, rcp(3;14)(p14;q24) en otros dos, y rcp(3;18)(q14;q21)
en un verraco. Las translocaciones rcp(1;11)(q24;p13) y rcp(3;14)(p14;q24) habian sido
heredadas.

La influencia sobre los parametros reproductivos fue evaluada en reproductoras
inseminadas con dosis seminales de los verracos portadores, y los resultados fueron
comparados con los obtenidos con verracos contemporaneos con cariotipo normal. El
porcentaje de fertilidad obtenido se redujo cuando se utilizaron dosis seminales del verraco
portador de la translocacion rcp(3;14)(pl4;q24). Sin embargo los valores de fertilidad
obtenidos en las cubriciones con dosis seminales de los otros verracos portadores de las
translocaciones rcp(1;11)(q24;p13) 6 rcp(3;18)(ql4;q21) no se vieron afectados. El
promedio del tamafio de camada descendi6 cuando las reproductoras eran cubiertas con
doble o multiple inseminacion con un 50% de las dosis pertenecientes a los machos
portadores de alguna de las tres translocaciones identificadas. El numero de lechones
nacidos vivos por camada fue significativamente menor en todos los casos (P<0,05). En el

analisis de los pardmetros espermaticos de los verracos translocados, se confirmé que para el



caso del verraco portador de la translocacion rcp(3;18)(ql4;q21) estaban dentro de los
limites normales, pero el volumen de eyaculado de los verracos portadores de la
translocacion rep(1;11)(q24;p13) 6 la rep(3;14)(p14;q24) y la concentracion espermatica del
verraco portador de la translocacion rcp(3;14)(p14;q24) se vieron reducidos.

Los resultados obtenidos confirman la reduccion de la prolificidad que se produce
cuando las reproductoras son inseminadas con dosis de verracos portadores de
translocaciones cromosomicas reciprocas, incluso utilizando las dosis seminales de los
verracos en dobles o multiples inseminaciones con verracos con cariotipo normal. Este
estudio ha permitido ademas mostrar la reduccion del porcentaje de fertilidad debido a la
presencia de una de las translocaciones reciprocas identificadas. La pérdida en la eficiencia
reproductiva producida por el uso de verracos portadores de translocaciones reciprocas en
centros de inseminacion artificial, justifican el control cromosémico de los reproductores de
las poblaciones porcinas para una deteccion precoz de posibles alteraciones cromosomicas
en el cariotipo.

Palabras clave: cariotipo, verraco, translocacion reciproca, fertilidad, prolificidad.
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SUMMARY

The impact of some chromosomal abnormalities on the reproductive performance of
carrier animals has been widely documented in livestock species. In pigs (Sus scrofa
domestica), the most frequently reported chromosomal rearrangements are the reciprocal
translocations. The economical consequences can be very important if the carrier animal has
a high number of litters, as the reproducers used in artificial insemination centres.

The main objective of this thesis was to analyse the incidence of cytogenetic
abnormalities in two pig populations, and to evaluate the effect of reciprocal translocations
on the reproductive performance of the carrier animals.

To achieve this objective, the cytogenetic analyses of boars from artificial
insemination centres of both populations was performed. The mitotic chromosomes were
obtained from cultures of peripheral blood lymphocytes, and rearrangements were analyzed
using the GTL banding technique.

The cytogenetic analysis of 89 adult boars of both populations revealed the presence
of 5 carriers of chromosomal rearrangements with perfectly normal body conformation.
Three new reciprocal translocations were identified in this study: rep(1;11)(q24;p13) in two
boars, rcp(3;14)(pl4;q24) in another two boars, and rcp(3;18)(q14;q21) in one boar. The
translocations rep(1;11)(q24;p13) and rcp(3;14)(p14;q24) were inherited.

Reproductive performance was evaluated in sows mated with seminal doses of
carrier boars, and results were compared with those obtained from contemporaries normal
karyotype boars. The fertility rate was reduced when seminal doses of boar carrying the
translocation rcp(3;14)(p14;q24) were used. Nevertheless, fertility values obtained in mating
records using seminal doses of the other boars carrying the translocations
rep(1;11)(q24;p13) or rep(3;18)(ql4;q21) were not affected. The average litter size
decreased when sows were mated by double or multiple inseminations, with 50% of doses
from a carrier boar of one of the three translocations identified. The number of piglets born
alive/litter was significantly lower in all cases (P<0,05). The analysis of semen parameters
of translocated boars confirmed a normal semen picture of boar carrying the translocation
rcp(3;18)(q14;921), but the ejaculate volume of the boars carrying the translocations
rep(1;11)(q24;p13) or rep(3;14)(p14;q24) and the sperm concentration of boars carrying the
translocation rcp(3;14)(p14;q24) was reduced.



The results obtained confirmed the reduction on prolificacy when sows are
inseminated with seminal doses of boars carrying a reciprocal chromosomal translocation,
even using boar’s seminal doses in doubles or multiple inseminations with normal karyotype
boars. The results obtained in this study clearly show the decrease in fertility rates caused by
the presence of one of the translocations identified. The loss on reproductive performance
produced by the use of boars carrying reciprocal translocations in artificial insemination
centres, justifies the chromosomal control of reproducers of pig populations for early

detection of possible chromosomal rearrangements on their karyotype.

Keywords: karyotype, boar, reciprocal translocation, fertility, prolificacy.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La importancia del sector porcino en Espaia se refleja en el censo de la produccion a
nivel mundial, situdndose como quinto pais productor por detras de China, Estados Unidos,
Brasil y Alemania (FAO, 2004). A nivel europeo, Espafia es el segundo productor de
porcino con un censo de 26.061.000 animales (MAPA, Diciembre 2007), muy préximo de
Alemania que es el primer productor con 26.948.000 de animales censados (Eurostat, 2007).
En lo que se refiere a la distribucion del censo porcino por autonomias, Castilla y Ledn es la
tercera comunidad auténoma después de Catalufia y Aragoén, pero la primera en cuanto al
numero de verracos con el 18,22% del total censados (MAPA, Diciembre 2007). El
consumo de carne de cerdo por habitante y afio en Espafia es también muy elevado (67,5 kg/
habitante/afio, MAPA, Diciembre 2007), situandose muy por encima de la media en la
Union Europea (43,5 kg/habitante/afio, Eurostat 2007).

Los avances en areas como la sanidad, la genética, la reproduccion, la nutricion o los
sistemas de produccion han permitido llegar a la situacion actual del sector porcino en
Espafia a nivel mundial. Los programas de mejora genética en porcino se centran tanto en
aspectos productivos, como también en los caracteres reproductivos. Existe una
especializacion diferencial de las lineas genéticas paterna y materna. En el caso de las lineas
paternas, en los machos finalizadores se da prioridad a determinadas aptitudes relacionadas
con el rendimiento zootécnico o calidad de los productos carnicos. En cambio en las razas
utilizadas como linea materna la seleccion prioritaria se ha orientado en la obtencion
animales con buenas aptitudes reproductivas, con el fin de mejorar la productividad de las
cerdas (niumero de lechones destetados por cerda y afio), que es el indice de mayor
repercusion sobre la rentabilidad de las explotaciones porcinas. Como resultado de la mejora
genética en la especie porcina y de los avances en las técnicas reproductivas se esta
produciendo continuamente la evolucion creciente de los indices reproductivos obtenidos en
los ltimos 40 afos. La productividad numérica de las cerdas (lechones destetados por cerda
y afio) se ha ido incrementado progresivamente gracias entre otros aspectos a la obtencion
de mayores tasas de fertilidad, a la reduccion del porcentaje de mortalidad embrionaria, a
una mayor supervivencia de los lechones y a un acortamiento del intervalo entre partos. El

desarrollo y difusion a gran escala de la inseminacion artificial en la especie porcina, la ha
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enmarcado como una de las tecnologias reproductivas que mayor impacto ha tenido sobre
este sector ganadero, gracias al maximo aprovechamiento del potencial genético de los
verracos que presentan unas mejores cualidades. Los datos obtenidos de la Base de Datos de
Referencia del Porcino Espafol (BDporc), indican que en Espaiia tan solo desde el afio 2000
al 2007 la productividad numérica de las cerdas se ha incrementado en 1,8 lechones
destetados mas por cerda en produccién y afio. Asimismo la prolificidad (nimero de
lechones nacidos totales por camada) se ha visto incrementada de 11,3 a 11,99 lechones en
ese periodo. En los datos procedentes del MAPA se observa como entre el afio 1970 y el
2001 la productividad de las cerdas aument6 de 16.3 a 22 lechones destetados por cerda y
afio.

La seleccion en porcino tiene una estructura piramidal, lo que supone que la mejora
genética se realiza en la cuspide de la pirdmide y progresivamente se va transfiriendo a los
diferentes niveles hasta llegar a la base. La seleccion de los futuros reproductores en esta
estructura piramidal se realiza mediante diferentes métodos de evaluacion que intentan
predecir el valor genético de los animales en funcion de caracteres productivos, fenotipicos,
reproductivos...etc. Recientemente se ha iniciado la aplicacion de nuevas herramientas
como la biologia molecular mediante la seleccion asistida por marcadores moleculares, o la
deteccion directa de genes que codifican para caracteres con un interés comercial. Ademas
los reproductores seleccionados deben ser controlados para evitar la difusion de animales
portadores de alteraciones genéticas o cromosomicas dentro de la estructura piramidal,
debido al efecto multiplicador que existe desde los niveles mas elevados hasta la base de la
piramide. Estas alteraciones muchas veces se manifiestan en el fenotipo del animal, pero en
otros casos como ocurre con algunas alteraciones cromosdmicas no es asi y unicamente se
pueden detectar mediante los analisis citogenéticos de los animales.

La presencia de alteraciones cromosémicas en el cariotipo puede afectar en algunos
casos a la viabilidad del individuo, sin embargo existen algunos tipos de alteraciones que
implican cambios estructurales en los cromosomas y que en estado heterocigoto inicamente
se manifiestan en la etapa reproductiva del animal. Un tipo de estas alteraciones son las
translocaciones cromosomicas reciprocas, que se ha demostrado que presentan una mayor
incidencia en la especie porcina respecto a otras especies animales estudiadas (Popescu y
Legault, 1988), siendo la incidencia en porcino similar a la que aparece en humanos. La
consecuencia mas llamativa de dichas translocaciones cromosomicas sobre la reproduccion

se debe principalmente al aumento de la mortalidad embrionaria observada cuando uno de
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los progenitores es portador de dicha alteracion (Gustavsson et al., 1989), traduciéndose en
un descenso del tamafio de camada. Indudablemente, la repercusion de la presencia de una
alteracion cromosoémica es mayor en los verracos que en las hembras, sobretodo si se
utilizan en régimen de inseminacion artificial o si se trata de reproductores que se situan en
los niveles mas elevados de la pirdmide genética (Long, 1991).

En resumen y debido a las importantes repercusiones que las alteraciones
cromosoOmicas tienen sobre la reproduccion, el analisis citogenético de los reproductores
porcinos se podria plantear como una herramienta fundamental en la seleccion de animales
destinados a la reproduccion. Esto evitaria la difusion de alteraciones cromosdmicas que
perjudican a los indices reproductivos generando pérdidas econdmicas importantes que

afectan gravemente a la rentabilidad de las explotaciones porcinas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Los cromosomas: estructura y funcion

La citogenética surgié como una ciencia hibrida entre la Citologia y la Genética,
heredando de la primera los aspectos cualitativos, fisicos y descriptivos, mientras que sus
enfoques cuantitativo y fisiologico proceden de la segunda (Swanson, 1960). Una posible
definicion de la citogenética es la propuesta por Lacadena (1995), como la ciencia que

estudia el cromosoma bajo cualquier nivel o dimension.

El término cromosoma fue introducido por Waldeyer en 1888, y se define como el
material hereditario organizado cuya estructura adquiere complejidad creciente en la
evolucion, pasando de simples moléculas desnudas de 4acidos nucleicos en algunos
procariontes a asociaciones complejas de acidos nucleicos con proteinas histonas y no
histonas como componentes quimicos mayoritarios en eucariontes (Lacadena, 1996). Las
dos funciones principales del cromosoma son la de transmitir la informacion genética de
célula a célula y de generacion a generacion, y la de liberar de forma ordenada la
informacion para controlar las funciones celulares y el desarrollo del organismo (Rieger et

al. 1991).

2.1.1. Condensacion del ADN: formacion de los cromosomas

El estado de condensacion del ADN en el nticleo de los cromosomas varia en funcién
del estado del ciclo celular. Durante la etapa denominada interfase, definida como la etapa
intermedia entre dos divisiones celulares y la de mayor duracion del ciclo, el ADN vy las
proteinas asociadas se encuentran formando la estructura denominada cromatina. Al
contrario, el grado de mayor condensacion del ADN formando los cromosomas se presenta
durante un periodo muy corto de tiempo, en la etapa de metafase de la division celular. Es
por lo tanto Unicamente en esa etapa cuando se pueden observar los cromosomas, y por lo

tanto estudiar.

La cromatina presente en el ntcleo celular durante la etapa de la interfase esta

formada principalmente por ADN, histonas, proteinas no histonicas y ARN (Rieger, ef al.,
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1976). Las histonas son proteinas que interaccionan con el ADN. Los diferentes grados de

condensacion del ADN se muestran en la Figura 1. La doble hélice de ADN tiene un

diametro de unos 2 nm, adquiriendo un tamafio de unos 11 nm de diametro cuando se

forman los nucleosomas que son unas subunidades formadas por un octdmero de histonas

alrededor del cual se enrolla el ADN. Estos a su vez se pueden empaquetar formando la

estructura denominada solenoide, de unos 30 nm de diametro y que constituye las fibras de

cromatina en los nicleos interfasicos. Las fibras de cromatina sufren un plegamiento mayor

en una serie de dominios en bucle denominados supersolenoides que miden unos 600-700

nm siendo el nivel de enrollamiento que constituyen las fibras de los cromosomas

metafasicos. El mayor grado de condensacion del ADN que se produce en los cromosomas

durante la metafase de la division celular implica a una inhibicion total de la transcripcion.

Figura 1: Grados de condensacion del ADN (modificado de Luque y Herraez, 2006).
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Las fibras de cromatina en la etapa de la interfase del ciclo celular pueden presentar
dos grados de condensacion, que se denominan con los términos de eucromatina y
heterocromatina. En la interfase la mayor parte de las fibras de cromatina estan poco
condensadas formando la eucromatina. Sin embargo, la heterocromatina define a algunas
fibras minoritarias que aparecen altamente condensadas en la interfase, con una
organizacion comparable a la de los cromosomas durante la mitosis. Ademas de la

diferencia en el grado de condensacion del ADN, ambos tipos de cromatina difieren en:

- El momento de replicacion durante la fase S de sintesis del ADN previa a la
division celular: las regiones de eucromatina son de replicacion temprana y las de

heteocromatina son de tardia.

- La expresion génica: la eucromatina es trasncripcionalmente activa mientras que
la heterocromatina es inactiva, en parte debido al elevado grado de condensacion

de ésta ultima.

- La sensibilidad a las nucleasas: es mayor en la eucromatina que en la
heterocromatina, debido a que durante la transcripcion las regiones en

configuracion abierta son accesibles también a dichas enzimas.
Existen a su vez dos formas diferentes de heterocromatina:

- Heterocromatina constitutiva: es la formada por secuencias repetidas de ADN,
que son transcripcionalmente inactivas, ya que se encuentra altamente
condensadas de manera permanente. Unicamente se descondensan el tiempo
minimo para la replicacion del ADN en la fase S del ciclo celular. Se trata por
ejemplo de unas secuencias de ADN satélite que se sitian en las regiones
teloméricas de los cromosomas. Ademas se caracteriza por su alto contenido en

proteinas.

- Heterocromatina facultativa: es en realidad ADN de eucromatina pero que se
inactiva en determinadas células del individuo pasando al estado de
heterocromatina. Se trata por ejemplo de la cromatina que forma uno de los dos

cromosomas X de la mujer relacionandose con su inactivacion.

Inicialmente la cromatina fue clasificada en estas dos clases por su reaccion diferente

a la tincion, debido a que con diversos tratamientos se puede inducir a la aparicion de
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regiones con una tincion diferencial, originando una distribucion caracteristica en cada
especie que recibe el nombre de bandeo cromoséomico. Este permite la distincion de cada
uno de los cromosomas de un individuo y por lo tanto supuso una herramienta fundamental

en estudios del cariotipo (Lacadena, 1996).

2.1.2. Estructura externa de los cromosomas

La forma, tamafio y niimero de los cromosomas se estudian por lo tanto en la
metafase mitotica, que corresponde al momento del maximo grado de condensacion y
permitiendo que puedan ser observados perfectamente con un microscopio 6ptico. En ese
momento los cromosomas estan formados por dos cromatidas idénticas, y se sitiian en el

centro de la célula en la denominada placa ecuatorial.

Los extremos de los cromosomas se denominan telémeros y son cruciales en la vida
de la célula, puesto que son necesarios para la duplicacion completa del cromosoma, los
protegen de las nucleasas, evitan que los extremos del cromosoma se fusionen entre si y

facilitan la interaccidon del cromosoma con la envoltura nuclear.

La constriccion primaria o centromero (Figura 2) divide el cromosoma en dos brazos
cromosomicos, siendo la region por donde se unen mediante la estructura denominada
cinetocoro al huso mitdtico en la mitosis. El centromero tiene secuencias muy ricas en

nucleodtidos AT y se trata de heterocromatina constitutiva.

La posicion del centromero, determina el largo de los brazos del cromosoma y en

base a esto se puede clasificar a los cromosomas en (Figura 3):

- Metacéntricos: el centromero se sitia en posicion central y determina brazos de

igual longitud

- Submetacéntricos: un par de brazos cromosémicos es mas corto que el otro par,

puesto que el centromero se encuentra alejado del centro.

- Acrocéntricos o subtelocéntrico: el centromero se halla proximo a uno de los

extremos, y por lo tanto el brazo corto es casi inexistente.

- Telocéntrico: cuando el centromero esta en localizacion terminal.
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Figura 2: Esquema de un cromosoma metafasico.

Cromosoma metafasico
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Figura 3: Tipos de cromosomas.

Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico Telocéntrico

13



Revision bibliografica

Los cromosomas acrocéntricos poseen una masa de cromatina llamada satélite, en el
extremo del brazo corto. El satélite se halla aislado del resto del cromosoma por una

pequeiia estrangulacion sobre las cromatidas denominada constriccion secundaria.

2.2 El cariotipo y las técnicas de analisis citogenético

El niimero, forma y tamafio de los cromosomas es constante en todas las células de
un organismo y es caracteristico de cada especie. El nimero caracteristico de pares de
cromosomas homologos se denomina numero diploide (2n). Existe un enorme rango de
variacion en el numero de cromosomas de las diferentes especies animales (Tabla 1). En el
caso del cerdo el numero diploide es 38, de los cuales 18 pares son autosomas y el par
restante son los cromosomas sexuales (XX en la hembra y XY en el macho). Los
cromosomas porcinos se dividen en submetacéntricos, metacéntricos y acrocéntricos. El
tamafio del genoma porcino se estima en  aproximadamente 2.7Gb

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scrofa/).

Tabla 1: Ndmero cromosémico en diferentes especies animales.

Nombre comin Nombre cientifico Numero diploide de cromosomas
Perro Canis familiaris 78
Gato Felis domesticus 38
Toro Bos taurus 60
Caballo Equus calibus 64
Hombre Homo sapiens 46
Cerdo Sus scrofa 38
Congjo Oryctolagus cuniculus 44
Raton Mus musculus 40
Pollo Gallus domesticus 78

El ordenamiento de los cromosomas homologos en funcion de su tamafio y forma

constituye el cariotipo, y la representacion esquematica estableciendo el mapa estandar de
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cada especie es el idiograma. Para el caso del cerdo el cariotipo estdndar se estableci6 en

1988 (Gustavsson, 1988a).

2.2.1 Bandeos cromosomicos

Como se ha comentado anteriormente, las caracteristicas diferenciales de tincion del
cromosoma permiten en la mayoria de las especies la generacion de bandas a lo largo de
toda su estructura. En el caso de los mamiferos, esta compartimentacion del genoma se ha
conservado a lo largo de toda su evolucion. El patron de bandas es especifico y diferencial
de cada par de cromosomas homologos, lo que convierte a las técnicas de bandeo
cromosomico en una herramienta muy 1til en el estudio del cariotipo. Entre algunas de las
aplicaciones que han permitido estas técnicas se encuentran: el estudio de la estructura y
funcion de los cromosomas, la realizacion de diagnosticos en genética clinica, y la
interpretacion de aspectos evolutivos entre los genomas de diferentes especies (Bella et al.,

1995).

Las bandas definen grandes regiones en los cromosomas llamadas isocoros, y
definidas segin la ISCN (International System for Human Cytogenetics Nomenclature)
como una parte del cromosoma que se distingue claramente de los segmentos adyacentes por
aparecer mas clara (bandas negativas) u oscura (bandas positivas) mediante una o varias
técnicas de tincion. La resolucion de bandas obtenida con una determinada técnica se define
por el nimero de bandas totales observadas en un determinado cariotipo. No obstante, el
numero de bandas observado en cada cromosoma no es constante, y estd dindmicamente
relacionado con el estado de condensacion del ADN a lo largo del ciclo celular. El bandeo
de los cromosomas en etapas previas a la metafase de la mitosis (en profase o prometafase),
cuando todavia se encuentran en un estado relativamente descondensado y tienen una mayor
longitud, permite observar un mayor numero de bandas que cuando se encuentran en la

etapa de metafase. Asi se consigue la obtencion de bandeos de alta resolucion.

Hasta finales de la década de los 60 mediante microscopia Optica Unicamente se
podia observar en la estructura de los cromosomas el centrémero. En 1968 Caspersson ef al.
introdujeron la primera técnica basada en la diferenciacion de los cromosomas por un
bandeo transversal, mediante técnicas de fluorescencia con mostaza de quinacrina y sus

derivados. Se observo como el patron de bandas era el mismo para cualquier tejido dentro de
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una misma especie, y que no cambiaba durante el desarrollo. Poco después fueron
apareciendo nuevas técnicas de bandeo mediante el uso del colorante Giemsa con diferentes
pretratamientos como el bandeo G (Sumner et al., 1971 y Seabright, 1971), asi como las
técnicas de tincion inversa (bandeo R) (Dutrillaux y Lejeune, 1971). Estos ultimos
proponian un nuevo método en el que se incorporaba BRAU (bromodeoxiuridina) en el
cultivo en la fase temprana o tardia de replicacion del ADN, demostrando asi que las bandas
G eran de replicacion tardia y las R de replicacion temprana. En 1971 en la Conferencia de
Paris (Paris Conference 1971, suplemento 1975) se establecio la clasificacion en 6 tipos
diferentes de bandeo: bandas Q, G, R, T, C y Feulgen. En esa misma conferencia se
consensud la codificacion de tres letras en la nomenclatura de los bandeos, la primera
indicando el tipo de bandeo, la segunda la técnica general y la tercera la tincion utilizada
(Tabla 2). El patron de bandas G, Q y R es esencialmente el mismo, diferenciandose en que
las bandas G y Q positivas son R negativas y viceversa. Las principales caracteristicas de los

bandeos cromosoémicos mas utilizados son las siguientes (Luque y Herraez, 2006):

- Bandeo G: Es el mas utilizado para la tincion de las bandas de eucromatina por
ser sencillo y no requerir el uso de un microscopio de fluoresecencia. La técnica se
basa en una desnaturalizacion controlada de las proteinas cromosomicas,
generalmente por digestion con tripsina, seguida de la tincion con colorante tipo
Giemsa. Las bandas G positivas (oscuras) tienen un contenido rico en pares de
bases AT (55-60%), siendo regiones de cromatina altamente condensada y por lo

tanto relativamente inactivo transcripcionalmente.

- Bandeo Q: Los cromosomas se tifien con un compuesto fluorescente como la
mostaza de quinacrina o Hoechst 33258, que se intercalan con la hélice de ADN y
por lo tanto su observacion se realiza mediante un microscopio de fluorescencia.

El patron de bandas es similar al bandeo G.

- Bandeo R: Proporciona el patron complementario (inverso) al producido por el
bandeo G y Q. En este bandeo las regiones terminales del cromosoma se tifien,
con lo que permite determinar facilmente el extremo de los cromosomas. Las
bandas R se obtiene incubando las preparaciones en tampon fosfato a 85-90°C
para desnaturalizar el ADN, seguido de una tincién con Giemsa. Las bandas R

contienen ADN rico en pares de bases GC (50-60%), siendo regiones de baja
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condensacion de la cromatina y por lo tanto relativamente activas

transcripcionalmente

- Bandeo C: Asi como las bandas G, Q y R corresponden a regiones de
eucromatina, las bandas C corresponden a zonas de heterocromatina constitutiva.
Generalmente se localizan en las regiones centroméricas, en algunos telomeros y

en regiones adyacentes a los centros de organizacion nucleolar.

- Bandeo T: Identifica un subconjunto de bandas R especialmente concentradas en
los telémeros, y que se visualizan mediante un tratamiento térmico previo a la

tincion de los cromosomas con el colorante o los fluorocromos.

- Tincién NOR: Se trata de una tincion especifica para la region organizadora del

nucleolo, y que contiene los genes que codifican para el RNA ribosémico.

Tabla 2: Nomenclatura de los bandeos cromosomicos (Lacadena, 1996).

Nomenclatura Descripcion del bandeo
QFQ Bandas Q por fluorescencia usando quinacrina
QFH Bandas Q por fluorescencia usando Hoechst 33258
GTG Bandas G por tripsina usando Giemsa
GTL Bandas G por tripsina usando Leishman
CBG Bandas C por hidroxido de barico usando Giemsa
RFA Bandas R por fluorescencia usando naranja de acridina
RHG Bandas R por calor usando Giemsa
THA Bandas T por calor usando naranja de acridina
THG Bandas T por calor usando Giemsa

En humanos se ha observado que cada tipo de banda tiene una densidad de genes

caracteristica. Asi en las bandas R y T se concentran la mayoria de los genes y tan solo un
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20% de los genes se concentran en las bandas G o Q (Bickmore y Sumner, 1989). Las

bandas C sin embargo estan desprovistas de genes.

2.2.2 Nomenclatura de las bandas cromosomicas

En 1960, tuvo lugar en Denver (Denver Conference, 1960) el primer encuentro
internacional entre varios citogenetistas que propusieron un sistema estindar de
nombramiento de los cromosomas humanos. Desde ese afio surgieron nuevas propuestas
para intentar consensuar una nomenclatura estandar internacional, y en las que se iba
perfeccionando la identificacion de los cromosomas, como por ejemplo la introduccién de la
nomenclatura de cada brazo cromosémico como p (petit) y q (queu) por Lejeune (Chicago
Conference, 1966), o con la introduccion del bandeo cromosémico (Paris Conference 1971).
En los siguientes afios con la obtencion de preparaciones cromosomicas en las que se iban
incrementando la resolucion de bandas, fue surgiendo la necesidad de modificar los sistemas
de nomenclatura, a medida que se iban identificando nuevas bandas. El sistema de
nomenclatura de las bandas cromosomicas de los cariotipos de las especies animales es el
mismo que se utiliza en el cariotipo humano ISCN 1995 (International System for Human
Cytogenetics Nomenclature), si bien cada especie tiene establecido su propio cariotipo

estandar.

(I

En la nomenclatura actualmente utilizada del cariotipo, el brazo “q” se coloca en la
parte inferior y el brazo “p” en la parte superior del cromosoma. La numeracioén de las
bandas comienza desde el centromero y contina hacia el extremo de cada brazo
cromosomico, dividiéndose en grandes regiones cromosdmicas que reciben una numeracion
consecutiva. A su vez cada region se subdivide en bandas, que con la evolucion de las
técnicas y la aparicion de bandeos de alta resolucion se fueron dividiendo en nuevas sub-
bandas. La nomenclatura final de una determinada banda, incluye por lo tanto: el nimero de

cromosoma seguido del brazo (p 6 q) al que pertenece, el nimero de region, el de la banda y

el de la sub-banda separada por un punto decimal (Figura 4).
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Figura 4: Idiograma de bandas G del cromosoma 1 porcino.
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2.2.3 Evolucion de los estudios citogenéticos

El periodo de 1956 a 1962 fue crucial para la citogenética humana y animal,
estableciéndose el cariotipo humano y el de algunas especies animales. Ademas se
empezaron a relacionar algunas enfermedades existentes con la presencia de alteraciones
cromosoOmicas. Entre 1956 y 1958 se establecid definitivamente el cariotipo humano como
2n=46 (Tjio y Levan, 1956; Hamerton y Ford 1956; Tijo y Puck, 1958). Esto fue posible
gracias a los avances en diversos aspectos de las técnicas citogenéticas empleadas: el cultivo
celular, el uso de la colchicina como droga antimitdtica, y la utilizaciéon de un tratamiento
hipoosmaético celular para favorecer la extension de los cromosomas metafasicos. Uno de los
avances mas importante fue el descubrimiento por Moorhead et al. (1960) de la
fitohemaglutinina como un mitégeno muy potente de los linfocitos, facilitandose la
metodologia al poder estudiar el cariotipo a partir de células sanguineas en vez de tener que

recurrir a biopsias de médula dsea como se hacia hasta el momento.

19



Revision bibliografica

La demostracion posterior de que las células del liquido amnidtico podian crecer en
cultivo (Steele y Breg, 1966) y ser cariotipadas, permitido el desarrollo de los analisis

prenatales en humanos para la deteccion precoz de posibles alteraciones cromosomicas.

Los primeros estudios citogenéticos en animales, igual que en la especie humana,
fueron encaminados a la descripcion de los cariotipos en diferentes especies, pero estaban
muy limitados puesto que no se disponia de las técnicas de bandeo cromosémico. El primer
estudio de los cromosomas del cerdo fue publicado en 1913 (Wodsedalek), proponiéndose
un namero diploide de 16 cromosomas en el macho y 18 en la hembra y sugiriendo un
mecanismo de determinacion del sexo del tipo XX-0. Posteriormente varios autores
encontraron que el nimero diploide de la especie porcina era de 40 cromosomas (Hance,
1917; Makino, 1944; Sachs, 1954; Spalding y Berry, 1956; Aparicio, 1960), mientras que
otros proponian finalmente el nimero de 38 cromosomas (Krallinger, 1931; Bryden, 1933;

Muldal, 1948 ; Ruddle, 1961).

A partir de 1970 y con la aparicion de diferentes métodos de bandeo cromosomico se
propusieron los primeros cariotipos animales estandarizados (Ford et al., 1980). La
nomenclatura cromosomica en citogenética animal fue sufriendo diferentes modificaciones y
propuestas hasta llegar a la nomenclatura estandar que se conoce hoy en dia de las diferentes
especies. Los primeros cariotipos de bandas en porcino se presentaron en 1972 (Gustavsson
et al., 1972). Sin embargo tuvieron que sucederse diferentes propuestas (Hansen, 1977; Lin
et al., 1980; Voiculescu y Lungeanu, 1980), hasta que en 1988 se presento el cariotipo
estandar definitivo del cerdo (bandas G y R) (Gustavsson, 1988a). El cariotipo de bandas G
propuesto (Figura 5) tenia una resolucion de 287 bandas, indicando los autores la posibilidad
de que en un futuro con el desarrollo de nuevas técnicas se pudiera incrementar su
resolucion. Efectivamente en 1991 Yerle ef al. publicaron el patron de bandas GTG de alta
resolucion del cariotipo porcino consiguiendo identificar 539 bandas. Este nuevo patréon
permitia la deteccion mas detallada de reordenamientos cromosémicos y un mejor estudio

de homologias cromosomicas entre diferentes especies.

La primera Conferencia Europea de Citogenética en Animales Domésticos se celebrod
en Giessen en 1970, teniendo lugar la segunda edicidon en esa misma ciudad en 1975 y desde
entonces se viene realizando cada dos afios. La version norteamericana de esta conferencia
empez6 en 1978. A nivel internacional la primera reunion tuvo lugar en 1976 (Ford et al.,

1980), en la que se propusieron los cariotipos mediante bandeo GTG de muchas especies
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domésticas, entre ellas el cerdo. En 1989 tuvo lugar una segunda conferencia internacional
en Jouy-en-Josas, donde se presentaron los cariotipos por bandas Q, G y R en la especie
bovina y se establecieron los idiogramas, la nomenclatura de las bandas y los cariotipos de

bandas R de la oveja y la cabra (DiBeradino, et al., 1990).

Figura 5. Idiograma de bandas G del cariotipo porcino (Gustavsson, 1988a).
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Ademas de la aportacion de estas reuniones al establecimiento de los cariotipos
estindar para las diferentes especies de animales domésticos, desde los afos 70 se
empezaron a investigar las repercusiones de la presencia de diferentes anomalias
cromosoOmicas en la reproduccion, que se relacionaban con la aparicion de problemas
reproductivos. Posteriormente se fueron iniciando los estudios citogenéticos también en
gametos y embriones de animales portadores, para determinar los efectos de dichas

anomalias concretamente sobre la meiosis en el animal portador.

2.2.4 Desarrollo de la citogenética molecular

Ademas de las técnicas de andlisis del cariotipo en células en la etapa de metafase,
seguidas de bandeos cromosomicos, denominada citogenética clasica, a partir de los afios 80
se introdujeron las técnicas de citogenética molecular. Entre ellas la FISH (hibridacion in
situ fluoresecente) ha sido la que mas se ha desarrollado para el estudio de anomalias
cromosOmicas en humanos. No obstante el desarrollo de la citogenética molecular en
especies animales ha sufrido un gran retraso respecto a su aplicacion en estudios en

humanos.

La FISH es una nueva tecnologia que utiliza sondas de ADN marcadas para detectar
o confirmar anomalias génicas o cromosomicas que generalmente estan mas alla del poder
de resolucion de la citogenética clasica. El principal problema que supone en las especies
animales, es la elaboracion de las sondas debido a su escasa disponibilidad en animales,
aunque progresivamente se va consiguiendo un mayor conocimiento de los genomas. Por lo
tanto para llevar a cabo esta técnica es necesario en primer lugar la creacion de bancos
gendmicos, la separacion de cromosomas mediante citometria de flujo y la posterior
elaboracion de sondas, o la microdiseccion cromosémica. Esta ultima se ha aplicado en
algunos trabajos en la especie porcina (Pinton, 2004a), y consiste en la microdiseccion de
fragmentos cromosomicos, que incluso permite llegar a separar tan solo una banda, y su
posterior amplificacion por PCR. Las sondas posteriormente pueden hibridar con diferentes
materiales, como los cromosomas metafasicos o prometafasicos, nucleos en interfase o
espermatozoides (Sperm-FISH). La deteccion de las alteraciones en el nticleo en interfase
tienen la ventaja de no requerir un cultivo celular previo con lo que acorta el tiempo, y

supone una herramienta muy rapida. Posteriormente a la hibridacion entre la secuencia
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nucleotidica de la sonda y la secuencia complementaria en el cromosoma, se utilizan

diferentes métodos de deteccion de la sonda mediante fluorescencia o inmunocitoquimica.

La FISH es una técnica dirigida a determinados cromosomas, por lo tanto es
necesaria la informacion preliminar obtenida mediante técnicas de bandeo cromosomico. Se
plantea por lo tanto como una técnica complementaria a la citogenética clasica (Pinton,

1998).

El desarrollo del cariotipo en 20 colores (M-FISH, SKY-FISH) con el uso de
numerosas sondas, no requiere de informacién previa. Pero esta técnica, ya utilizada
ampliamente en humanos, todavia debe desarrollarse para la especie porcina. El nimero de
sondas disponibles debe aumentar, asi como ayudard el mapeo genético completo del

genoma porcino.

2.3 Elciclo y la division celular

El ciclo de una célula estd dividido principalmente en dos etapas: la fase M o
division celular propiamente dicha (mitosis o meiosis), y la interfase etapa en que las células
se preparan para la siguiente division duplicando su material genético (ADN). La interfase a

su vez comprende tres etapas, fase G1, fase S, y fase G2 (Figura 6).

Figura 6: Ciclo celular
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Durante la fase G1 las células tienen una dotacion cromosémica diploide (2n), y
vuelven a activar sus rutas biosintéticas que se han reducido mucho durante las mitosis. La
fase S comienza con la sintesis de DNA y termina cuando el contenido de DNA del nucleo
se ha duplicado, y los cromosomas estan formados entonces por dos cromatidas hermanas.
Después de la fase S la célula pasa a la fase G2 en la que se inicia la condensacion gradual
de la cromatina, proceso que se finalizara en las primeras etapas de la mitosis o meiosis. A
veces las células pasan a una etapa quiescente, desde la G1, en que permanecen dias incluso

afios hasta emprender un nuevo ciclo y que se denomina fase GO.

La division celular es el proceso mediante el cual se generan tanto los gametos por la
division meiotica, como a partir del cigoto todas las células del organismo por division

mitoética.

2.3.1 La mitosis

La mitosis o fase M es el periodo mas corto del ciclo celular, en el que tiene lugar la
division de la célula que previamente ha duplicado su material genético en la fase S. El
proceso de division celular es notablemente constante entre los organismos eucariotas. Se

divide en cinco etapas consecutivas seguidas de la citocinesis (Figura 7):

1. Profase: en esta etapa se da la condensacion de la cromatina que se encuentra
difusa y se forman asi los cromosomas. Estos ya poseen dos cromatidas hermanas
puesto que durante la fase previa S ha tenido lugar la replicacion. A su vez se

empieza a formar el huso mitético y desaparecen los nucleolos.

2. Prometafase: esta etapa se inicia con la desintegracion de la membrana nuclear.
El huso mitdtico puede entrar en la region nuclear. En los centromeros de los
cromosomas se forman los complejos proteicos especializados llamados
cinetocoros responsables de la union del cromosoma al huso mitotico. Se
empiezan a distinguir las dos cromatidas de los cromosomas y éstos empiezan a

migrar hacia el plano ecuatorial.

3. Metafase: los cinetocoros formados se encargan de alinear los cromosomas,

totalmente condensados, en la llamada placa metafasica.
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4. Anafase: los cinetocoros apareados de cada cromosoma se separan, y cada

cromatida migra a un polo opuesto del huso mitotico.

5. Telofase: en esta etapa las cromatidas han llegado ya a los polos y se vuelve a

formar la envoltura nuclear. La cromatina se descondensa de nuevo y la mitosis

finaliza.

Figura 7: Etapas de la mitosis celular (adaptado de Alberts ez al. 1994).
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La citocinesis se inicia en la etapa de anafase de la mitosis y continua hasta el final
del ciclo celular, y consiste en la division del citoplasma mediante un proceso denominado

segmentacion.

La metafase es una etapa relativamente estable de la mitosis en la cual parece ser que
las células se pueden detener momentaneamente hasta que todos los cromosomas se alinean
en la placa metafasica. Mediante el uso de drogas antimitdticas como la colchicina o
vinblastina, se consigue detener la division en esa etapa debido a que provocan la
despolimerizaciéon de los microtubulos. Este método de bloqueo celular se utiliza para
obtener grandes cantidades de células en la etapa de metafase, con los cromosomas

completamente condensados, y permitir asi la realizacion del analisis citogenético.

2.3.2 La meiosis

La division meidtica es el proceso de division celular por el cual la dotacion
cromosodmica se reduce a la mitad. Cada nucleo diploide contiene dos versiones semejantes
de cada cromosoma (homologos), una de las cuales proviene del padre y otra de la madre.
La gametogénesis, proceso de formacion de los gametos, es precisamente un proceso de
division meidtica. El resultado es la formacion de gametos haploides que contienen un solo
miembro de cada uno de los pares de cromosomas homoélogos, previo apareamiento y

recombinacion entre ellos.

La meiosis consta de dos divisiones sucesivas (primera y segunda division meiotica)
a partir de una sola replicaciéon del ADN (fase S). En la primera division se separan los
cromosomas homologos a dos células hijas, y en la segunda se produce la segregacion de las
cromatidas hermanas, de manera analoga a la division mitotica, formandose asi los gametos

haploides. Las etapas de la meiosis son las siguientes:
Division I de la meiosis:

1. Profase I: los cromosomas homologos se aparean y se produce la recombinacion

meiotica. Esta etapa se subdivide en cinco estadios (Figura 8):

Leptoteno: en esta etapa se observan los cromosomas formados por dos cromatidas
unidas por el centromero. Cada cromosoma se encuentra unido por sus extremos a la

envoltura nuclear por medio de una placa de union.

26



Revision bibliografica

Zigoteno: se produce el apareamiento o sinapsis entre los cromosomas homologos
mediante los denominados complejos sinaptonémicos. A cada par cromosdémico formando

esta estructura de apareamiento se le denomina bivalente.

Paquiteno: en esta etapa aparecen los nodulos de recombinacion intercalados en los
complejos sinaptonémicos y que median los intercambios cromosoémicos que se producen.
Estos dan lugar a entrecruzamientos entre dos cromatidas no hermanas en las regiones
denominadas quiasmas. Los quiasmas son indispensables para la correcta orientacion de los
cromosomas en el huso mitdtico después de la metafase, y por lo tanto en la segregacion de
los cromosomas. Aquellas células con problemas de recombinacion o de sinapsis, por
ejemplo por la presencia de una alteracion estructural cromosdmica, no pueden proseguir la

meiosis mas alla de la etapa de paquiteno.

Diploteno: empieza la desinapsis desapareciendo en primer lugar el complejo
sinaptonémico, pero permaneciendo los quiasmas, que representan los puntos de

apareamiento.

Diacinésis: los cromosomas se descondensan y se separan de la envoltura nuclear,

observandose las cuatro cromatidas de cada bivalente, y los quiasmas.

2. Metafase I: finalizada la etapa de la profase la envoltura nuclear desaparece y los

microtubulos se fijan a los cinetocoros de los cromosomas homologos.
3. Anafase I: los centromeros de cada bivalente migran hacia los polos opuestos.

4. Telofase I: el huso acromatico se despolimeriza, localizandose en cada polo de la
célula una dotacion haploide de cromosomas, pero cada uno con las dos

cromatidas hermanas.
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Figura 8: Etapas de la profase I de la meiosis (adaptado de Alberts., et al. 1994).
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Division II de la meiosis: se trata de una division mitdtica normal con la diferencia
de que las células son haploides, y que las dos croméatidas de cada cromosoma son diferentes

debido al proceso de recombinacion. Esta formada por las siguientes etapas:
1. Profase II: los cromosomas se condensan.

2. Metafase II: se forma el huso acromatico y los cromosomas se disponen en la

placa ecuatorial.

3. Anafase II: se produce la separacion de las dos cromatidas hacia los polos

opuestos.

4. Telofase II: se forman las envolturas nucleares alrededor de los cuatro nucleos

haploides y desparece el huso.

El resultado de la meiosis es la formacion de 4 células haploides a partir de una

célula diploide.

2.3.3 La gametogénesis

La gametogénesis es el proceso mediante el cual se generan las células sexuales o
gametos con dotacion cromosomica haploide. En la hembra se denomina ovogénesis y en el
macho espermatogénesis. Ambos procesos se inician a partir de células germinales
primordiales (gonocitos primordiales), que mediante sucesivas divisiones mitdticas dan
lugar a las espermatogonias y ovogonias. Estas a su vez mediante se dividen por mitosis
dando lugar a los denominados ovocitos y espermatocitos primarios, que son las células que
finalmente se dividirin mediante una meiosis. Después de la primera division meidtica se
forman los ovocitos/espermatocitos secundarios que seguiran la segunda division meiotica

dando lugar a los ovocitos/espermatidas que ya poseen una dotacion cromosdmica haploide.

En el caso concreto de la espermatogénesis, que tiene lugar en los tibulos
seminiferos en los testiculos, las espermatidas que resultan de la segunda division meiotica
tienen que pasar una ultima etapa de maduracion conocida como espermiogénesis mediante
la cual se diferencian en espermatozoides. Esta tltima etapa permite al espermatozoide
adquirir la capacidad de fecundacion e incluye la condensacion del material nuclear, la

formacion de la cola del espermatozoide y el desarrollo del acrosoma y de su contenido.

29



Revision bibliografica

Durante esta fase de espermiogénesis la espermatida en diferenciacion esta insertada
en las denominadas células de Sertoli, hasta el paso del espermatozoide al lumen del tubulo
seminifero en el proceso denominado de espermiacion. El recorrido del espermatozoide a
través del epididimo produce cambios bioquimicos en el espermatozoide que le capacitaran

para fecundar.
La espermatogénesis por lo tanto se divide en dos procesos basicos:

- Espermatocitogénesis: etapa en la que se suceden las diferentes divisiones

mitoticas y meidticas de las células.
- Espermiogénesis: etapa que se refiere a la fase de maduracion.

El inicio del proceso de esparmatogénesis empieza en la pubertad del individuo y es
permanente. En el caso del verraco la espermatogénesis se ha calculado que tienen una

duracion de 25-26 dias, y el transporte epididimario de unos 10-12 dias (Swierstra, 1968).

La ovogénesis se desarrolla en los foliculos situados en el ovario y difiere
principalmente de la espermatogénesis en que tiene lugar desde la etapa de vida
embrionaria. El numero aproximado de foliculos primordiales en la cerda es
aproximadamente de 200.000 por ovario al nacimiento (Moor et al, 1990). Los primeros
estadios de la profase meidtica en la especie porcina se inician a los 40 dias de gestacion y la
formacion de los foliculos primordiales (foliculogénesis) que recubriran los ovocitos se
forman sobre unos 20 dias mas tarde. L.a mayoria de estos foliculos se forman en esos dias
pero otros se acaban de formar en los 15 dias siguientes al nacimiento. Sin embargo a
diferencia de la espermatogénesis, en la ovogénesis la meiosis se detiene en la etapa de
paquiteno-diploteno de la profase, y no se reanudard hasta la pubertad estimulada por
cambios a nivel hormonal entrando en la fase de maduraciéon ovocitaria. Al finalizar la
division meidtica I, el citoplasma se divide asimétricamente produciendo dos células que
difieren en cuanto a tamafio: una pequefia denominada corpusulo polar primario, y el
denominado oocito secundario que sera liberado del foliculo ovarico durante la ovocitacion.
El foliculo una vez ha ocurrido la ovocitacion se transforma en una estructura endocrina
denominada cuerpo liteo que es reabsorbido en el caso de no producirse la fecundacion. La
division meidtica II se vuelve a interrumpir en la etapa de metafase II, y solo se reanuda
como consecuencia de la fecundacion del ovocito por un espermatozoide, momento en que

se produce la liberacion de un segundo corpusculo polar. Ambos corpusculos polares
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generalmente degeneran, y por lo tanto a diferencia de la espermatogénesis, un ovocito
primario solo genera un ovocito, mientras que un espermatocito primario produce cuatro
espermatozoides. La duracion total de la foliculogénesis en la cerda es de 103 dias

(Martinat-Botte et al., 1996)

2.4 Las alteraciones cromosomicas

La constitucion cromosémica, en cuanto a morfologia y nimero de los cromosomas,
es constante para cada especie y en todas las células del individuo. Sin embargo en algunos
casos se pueden producir alteraciones, bien espontaneamente o bien inducidas por un agente
mutageno. Estas anomalias cromosdmicas pueden afectar a todas las células del individuo
(anomalias constitucionales), o pueden presentarse Unicamente en algin 6rgano o tejido

como es el caso de los tumores malignos (anomalias adquiridas).

2.4.1 Tipos de alteraciones cromosémicas

La clasificacion principal de las alteraciones cromosdmicas se realiza en funcion de
si afectan al numero o a la estructura de los cromosomas (alteraciones cromosoémicas

numéricas o estructurales).

Las alteraciones de tipo numérico resultan por lo tanto de la pérdida o ganancia de
cromosomas, produciéndose desequilibrio cromosémico en el cariotipo. Las causas de este
tipo de variaciones pueden ser errores que se producen durante la meiosis en la
gametogénesis, o errores durante las primeras divisiones mitdticas del embrion. En el primer
caso el resultado son gametos que poseen cromosomas en exceso o defecto que después de
la fecundacion daran embriones con el cariotipo desequilibrado. En el segundo caso los
individuos presentaran mosaicismo celular, es decir varias lineas celulares con diferente

numero de cromosomas. Existen dos tipos principales de alteraciones numéricas:

a) Las aneuploidias. Afectan unicamente a un par cromosémico y son producidas
cuando los dos cromosomas homologos migran al mismo polo (no disyuncién). Si
la no disyuncion se produce en la primera o en la segunda division meidtica en la

gametogénesis, se producen 4 gametos desequilibrados, 6 2 desequilibrados y dos
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normales respectivamente, y los zigotos formados después de la fecundacion seran
trisomicos o monosdmicos para ese cromosoma. Cuando la no disyuncioén de un
par cromosomico se da en los cromosomas sexuales o gonosomas, se producen
desequilibrios mucho menos perjudiciales, aunque siempre debe existir al menos

un cromosoma X para que el embrion sea viable.

b) Las euploidias. Se trata de alteraciones que resultan de una variacion del
complemento cromosdémico normal diploide. En este caso se denomina haploidia
si el nimero de cromosomas es n, o poliploidias si la dotacion es 3n o mayores
(triploidia, tetraploidia..etc). Estas alteraciones suelen producirse durante la
fecundacion. Las mas frecuentes en humanos son las triploidias, aunque
habitualmente degeneran en abortos espontaneos. Los mecanismos para la

formacion de triploides son:

- Diginia, producidas por la no expulsion del segundo cuerpo polar después de la

fecundacion.

- Diandria, se originan cuando se produce fecundacion de 1 ovocito por 2

espermatozoides. La diandria es 4 veces mas frecuente que la diginia.

Sin embargo las tetraploidias son las causantes del 6% de los abortos en humanos,

y suelen causar una muerte en etapas embrionarias muy tempranas.

Las alteraciones de tipo estructural, afectan a la estructura y morfologia sin llegar
a producir variaciones en el nimero de cromosomas. Se producen por una fragmentacion en
la estructura de un cromosoma y generalmente la posterior reconstitucion de la molécula en
una disposicion diferente. La descripcion de los diferentes tipos de alteraciones estructurales
tiene en cuenta el nimero de puntos de rotura del cromosoma, y el caracter equilibrado o
desequilibrado segin se produzca pérdida o no de material cromosoémico (Luque y Herraez,

2006). Los principales tipos de alteraciones cromos6émicas estructurales son:

a) Deleciones: son el resultado de una fragmentacion en el cromosoma por un unico
punto, y de la no union de los extremos mediante enzimas de reparacion. En
consecuencia el segmento que no posee el centromero normalmente se pierde en la
siguiente division mitotica, causando una delecion terminal. Existe otro tipo de

delecion denominada intersticial, que se produce mediante dos puntos de ruptura
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en el cromosoma y la posterior union entre extremos que no se corresponden,
conla consecuente pérdida del segmento intersticial. En ambos casos se trata de

una anomalia desequilibrada con pérdida de material genético.

b) Duplicaciones: se producen como consecuencia de la repeticion de un segmento
cromosomico de mayor o menor extension. Esta duplicacion puede ser seguida a
la secuencia que se repite (en tandem o en tdndem inverso), o desplazada de la

secuencia que se repite. Las duplicaciones son alteraciones de tipo desequilibrado.

¢) Inversiones: son causadas por la rotacion del fragmento cromosémico con un giro
de 180°C y su posterior insercién en el mismo lugar (Figura 9). Estas pueden ser
principalmente de dos tipos, paracéntricas o pericéntricas, segun si el segmento
fragmentado incluye o no el centromero respectivamente. Se trata de una anomalia

equilibrada.

Figura 9: Formacion de una inversion pericéntrica.
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Sin embargo, para que se pueda llevar a cabo la recombinacion en el interior del
fragmento invertido durante la meiosis, se debe formar un bucle que garantice la

sinapsis entre los segmentos del cromosoma invertido con el homoélogo normal.
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Cuando el segmento invertido es de pequefio tamafio, por cuestiones fisicas dicha
recombinacion no se puede dar produciéndose asinapsis, y por lo tanto sin
generarse gametos desequilibrados. Pero si el fragmento es de gran tamafio, se
pueden producir dos situaciones: la formacion del bucle de inversion, y la no
formacion produciéndose una heterosinapsis o apareamiento heterdlogo sin
formacion de gametos desequilibrados. Por lo tanto unicamente en el caso de que
exista recombinacion se forman gametos desequilibrados. Estos, en el caso de las
inversiones pericéntricas tienen diversas duplicaciones o deleciones que son mas o
menos letales en funcion de su longitud, y en el caso de las paracéntricas los
gametos formados son de cuatro tipos: normales, portadores de la inversion
equilibrada, y 2 tipos de gametos desequilibrados que suelen ser letales debido a la

formacion de un fragmento dicéntrico y uno acéntrico.

d) Translocaciones: se producen cuando los dos puntos de ruptura se dan en
cromosomas no homologos, y los segmentos cromosoémicos resultantes cambian
de posicion. Los cromosomas se denominan entonces derivados o hibridos. A su
vez las translocaciones pueden ser reciprocas cuando se intercambian segmentos
de dos cromosomas, o Robertsonianas (fusiones céntricas) cuando se fusionan dos
cromosomas acrocéntricos. Este tipo de alteraciones son las mas frecuentes en
humanos con una incidencia de un 0.178%, un 0.092% correspondiente a las
translocaciones reciprocas y un 0.086% a las translocaciones Robertsonianas (De

Braekeleer y Dao, 1991).

Las translocaciones Robertsonianas se denominan asi porque la primera fue
identificada por Robertson en 1916, y resultan de la fusiéon de dos cromosomas
acrocéntricos no homologos a nivel del centromero, formando un cromosoma
meta o submetacéntrico (Figura 10). Los brazos cortos de los cromosomas
acrocéntricos se suelen perder en las siguientes divisiones celulares, pero en
humanos se ha observado como son susceptibles de aparearse con el par
cromosdmico sexual produciendo casos de esterilidad en hombres al interferir en
la inactivacion del cromosoma X. El cariotipo de los animales portadores de estas
alteraciones tiene un cromosoma menos. El fenotipo del animal portador suele ser

normal, sin embargo el problema se produce durante la meiosis. Para que se pueda
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producir la recombinacion se debe formar una configuracion en trivalente entre el
cromosoma translocado y los homdlogos normales. Como consecuencia en la

segregacion meiotica (tipo 2:1) se pueden generar diferentes tipos de gametos:

- Si el trivalente migra hacia un polo y los cromosomas normales hacia el polo
opuesto (segregacion alterna), se forman gametos equilibrados y normales

respectivamente.

- Si un cromosoma normal migra con el trivalente a un polo y el otro cromosoma
normal al polo opuesto (segregacion adyacente) se forman gametos
desequilibrados, disémicos para un cromosoma y nulisémicos para el otro, y

por lo tanto en muchos casos letales.

Las translocaciones Robertsonianas son las mas abundantes en la especie bovina,
especialmente la translocacion 1/29 (Gustavsson, 1969) que incluso en diferentes

poblaciones ha sido sometida a un control para conseguir su erradicacion.

Figura 10: Formacion de una translocaciéon Robertsoniana.
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Las translocaciones reciprocas tal y como se ha indicado anteriormente implican
un intercambio de segmentos cromosomicos entre dos cromosomas (Figura 11).
Es una anomalia de tipo equilibrado porque no existe pérdida de material genético.
No suelen tener repercusion a nivel fenotipico, pero sin embargo su presencia se
asocia con un riesgo elevado de produccion de gametos desequilibrados y la

aparicion de problemas reproductivos y en la descendencia.

Figura 11: Representacion esquematica de una translocacion reciproca entre

los cromosomas 1y 2 del cerdo rep(1q-;2p+).

Cromosoma 2 . 2p+

normal

~—

Cromosoma

1 normal

Las flechas indican los lugares de fragmentacion.
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2.4.2 Nomenclatura estandar de las alteraciones cromosémicas

La nomenclatura estandar internacional utilizada para designar todas estas

alteraciones asi como los diferentes términos citogenéticos se reflejan en la Tabla 3.

Tabla 3: Codigos de la Nomenclatura Citogenética Standard Internacional.

Abreviatura Significado
p brazo corto
q brazo largo
cen centromero
ter extremo terminal (teldmero)
del delecion
ins insercion
dup duplicacion
inv inversion
t translocacion
cp translocacion reciproca
rob translocacion de Robertson
/ mosaicismo
der cromosoma derivado
+ ganancia
- pérdida
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La nomenclatura de las translocaciones en concreto, se realiza haciendo referencia al
numero de cromosoma y al brazo implicado en el intercambio, acompaiado de un simbolo
+/- segin haya perdido o ganado un fragmento de un brazo. Con la introduccioén de las
técnicas de bandeo cromosémico se incluyo6 en la nomenclatura la numeracion de las bandas
donde se producia la fragmentacion, por ejemplo en la translocacion rep(12;14)(q13;q15) se

produce el corte entre las bandas 1.3 del cromosoma 12 y la 1.5 del 14.

2.5 Alteraciones cromosomicas en porcino

Durante los afios 60 se pusieron de manifiesto las primeras alteraciones
cromosoOmicas en especies de animales domésticos, especialmente en la especie porcina y
bovina. Sin embargo no fue hasta finales de la década de los 80 cuando la citogenética
animal tuvo su mayor desarrollo. Actualmente la investigacion en este campo esta
concentrada en unos pocos laboratorios, de los cuales la mayoria (10-15) se encuentran en

Europa.

En general las alteraciones cromosdmicas en las que se producen pérdidas de
cromosomas o de segmentos cromosomicos, son inviables y provocan pérdidas embrionarias
0 durante el desarrollo del feto. Sin embargo muchas alteraciones cromosomicas
estructurales aunque no se manifiesten fenotipicamente, provocan en los animales
portadores problemas de fertilidad o incluso esterilidad total (Therman y Susman, 1993). En
las especies politocas como el cerdo el efecto mas acusado se produce sobre el tamafio de la

camada.

Todavia existe un gran desconocimiento de la incidencia real de las alteraciones
cromosdmicas en muchas especies de animales domésticas, asi como de las consecuencias
exactas que tienen sobre la reproduccion. El cerdo es una de las especies en las que se han
realizado una mayor cantidad de estudios, y la unica a parte de la humana, en la que existe
actualmente una estimacion de la incidencia de las alteraciones cromosomicas de tipo

estructural.

Hoy en dia los estudios citogenéticos en animales son una herramienta util como

elemento de diagnostico, que permiten evitar precozmente la aparicion de importantes
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problemas reproductivos debidos a la presencia de alteraciones cromosomicas en el animal.
El desarrollo de estas técnicas ha ido acompafiado de importantes avances en el
establecimiento de los cariotipos estandar de las diferentes especies, ademas del desarrollo
de técnicas que permiten estudiar el comportamiento cromosémico durante la meiosis en
animales portadores de alteraciones cromosomicas estructurales, y de los estudios

comparativos de fragilidad del genoma entre diferentes especies animales.

2.5.1 Alteraciones cromosomicas numéricas

En porcino la incidencia de alteraciones que afectan al nimero de cromosomas es
menor que la de las alteraciones estructurales, sin embargo se ha observado que es mayor

que en otras especies como en ratas o en raton.

La mayor parte de trabajos que han analizando la incidencia de aparicion de
alteraciones cromosomicas numeéricas en porcino han sido a partir de estudios de
fecundacion in vitro. A pesar de las mejoras obtenidas en esta técnica, el éxito obtenido en la
transferencia posterior de los embriones es todavia escaso (aproximadamente de un 40%.
Esta baja eficacia parece estar relacionada con una aparicion elevada de alteraciones
cromosoOmicas, la mayoria de las cuales son de tipo poliploidias o aneuploidias. Estas
alteraciones causan una mortalidad embrionaria precoz, y por lo tanto abortos espontaneos.
En humanos la incidencia de aberraciones cromosdémicas en embriones producidos in vitro
se estima entre un 35 a 44% (Van Blerkom, 1994). En embriones de porcino producidos in
vitro se ha determinado en varios estudios citogenéticos que la frecuencia de alteraciones
cromosoOmicas es del 6% en embriones de 3-4 dias (Van der Hoeven et al., 1985), del 10%
en los de 10 dias (McFeely et al., 1967), del 26,7% en los de 11 dias (Moon, et al., 1975) y
del 1,3% en los de 25 dias (Smith et al., 1971). Estudios mas recientes (McCauley et al.,
2003) han estimado una proporcion ain mayor, de un 39% en blastocistos de 6 dias
producidos in vitro con proporciones de un 9,3% haploides, un 71,7 % poliploides
(triploides un 56.5% vy tetraploides un 27.5%) y un 19,6% mixoploides (2n/3n los

mayoritarios con un 36.8%).

La causa de la aparicion de estas alteraciones se atribuye en un 25% a errores durante
la meiosis de la gametogénesis, y el resto de casos son causados por anomalias durante la

fecundacion y el desarrollo embrionario temprano (King, 1990). En general se ha
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comprobado que la frecuencia de gametos con anomalias cromos6micas es mas elevada en
los ovocitos que en los espermatozoides (Martin, 1984; Plachot, 1995; Martini, 1997; Rubes,
et al., 1999).

Uno de los inconvenientes en el estudio del cariotipo de embriones, son las
limitaciones de la técnica convencional a la hora de obtener cromosomas alargados y faciles
de bandear. En este sentido la aplicacion de metodologias como la FISH ha permitido
estimar mejor la frecuencia de los diferentes tipos celulares (Dyban et al., 1996; Slimane et

al., 2000; Vozdova et al., 2001).

A pesar de este elevado nimero de anomalias cromosomicas numéricas identificadas
como consecuencia de las técnicas de fecundacion in vifro, no existen practicamente
anomalias numéricas autosémicas identificadas en porcino en animales adultos. Unicamente
se ha observado algin caso de mosaicismo, tratdndose de trisomias de los cromosomas 14 y
18 (Gustavsson, I., 1990), y dos casos de trisomias en el cromosoma 18 en verracos de raza
Landrace y Pietrain respectivamente (Pinton, 2004). En ninguno de los dos casos se

obtuvieron datos reproductivos.

Los casos de anomalias numéricas que afectan a los cromosomas sexuales descritos
en porcino son también escasos. Unicamente se han identificado el sindrome de Klinefelter
en verracos (XXY), y el de Turner en hembras (X0). En el primer caso se han identificado
casos de verracos estériles (azoospermia), que presentaban hipoplasia o atrofia testicular
(Breeuwsma, 1968; Hancock y Daker, 1981; Mékinen et al., 1998) y otro caso que se trataba
de un macho con libido normal, pero también con azoospermia e hipoplasia testicular
(Mékinen et al., 1998). El sindrome de Turner ha sido identificado en hembras que no

presentaban organos genitales (Nes, 1969)

Ademas existe en porcino algun caso descrito de mosaicismo celular con anomalias
numéricas en los cromosomas sexuales, como muestra un trabajo de Quilter et al., (2003),
en el que detectaron la presencia de un mosaicismo X/XY/XYY en un verraco que

presentaba disminucion de la fertilidad.

Otros casos de anomalias cromos6micas en porcino implicando a los cromosomas
sexuales, pero no de tipo numérico, son los mosaicismos de células XX y células XY en el
mismo animal. Este tipo de alteracion va asociada a una intersexualidad, presentando el

animal habitualmente genitales masculinos y femeninos (MaFee, et al., 1966; Bruere, et al.,
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1968; Vogt, 1968; Somlev et al., 1970; Christensen y Nielsen, 1980; Clarksson, et al., 1995;
Rodriguez, et al., 2008).

2.5.2 Alteraciones cromosdémicas estructurales

Como se ha citado anteriormente la especie porcina junto con la humana, son las
unicas especies donde existe una estimacion de la incidencia de alteraciones cromosdmicas
estructurales en la poblacion. Hasta la actualidad se han identificado algo mas de 150
anomalias cromosOmicas estructurales diferentes en la especie porcina (Anexo), y su
incidencia se ha estimado recientemente en un 0,47% (Ducos, 2007), porcentaje similar al
que se estima en humanos al nacimiento (0.43%, McKinlay, 2004). Es decir actualmente se
estima que uno de cada 200 animales analizados presenta alguna alteracion cromosdmica

estructural.

La mayoria de estas alteraciones son translocaciones cromosomicas reciprocas, sin
embargo existen también algunos casos descritos de translocaciones Robertsonianas, y en

los ultimos afios se ha incrementado el nimero de inversiones identificadas.

2.5.2.1 Translocaciones Robertsonianas

El numero de translocaciones robertsonianas que se han descrito hasta la actualidad
en porcino es escaso, en comparacion con la elevada incidencia de casos que se dan por
ejemplo en bovino. En el Anexo se reflejan todas las translocaciones robertosonianas
identificadas en porcino. En total, de las 9 descritas hasta la actualidad, todas implican una
fusion entre los cromosomas 13 y 17, a excepcion de tres: una fusion céntrica entre el
cromosoma 16 y el 17, una entre el 14 y 15 y otra entre el 14 y el 17. El cromosoma 18, el
autosoma de menor tamafio del cariotipo porcino, es el tinico que no se ha visto involucrado

en ninguna translocacion robertsoniana de las identificadas hasta la actualidad.

Recientemente Pinton et al., (2008) han realizado el primer analisis de segregacion
meidtica en porcino en animales con una translocacion robertsoniana. Los animales eran
portadores de la translocacion rob(13;17) y fenotipicamente normales. En el caso de los
machos se observo que el porcentaje de espermatozoides desequilibrados producidos era

relativamente bajo (3,29%). Sin embargo las hembras presentaron un porcentaje de ovocitos
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con desequilibrio cromosémico mayor (19,18%), coincidiendo con la bibliografia existente
en otras especies, y sugiriendo que el impacto de este tipo de translocaciones sobre la
reproduccion de las hembras es mayor que en los machos. La falta de datos reproductivos de

estos animales no permitié demostrar el efecto real sobre la fertilidad o prolificidad.

En ninguna de las translocaciones robertsonianas identificadas hasta la actualidad en
porcino se ha descrito el efecto de la presencia de la alteracion sobre los pardmetros
reproductivos. En humanos la presencia de una translocacion de este tipo en estado
heterocigoto, si que se ha relacionado con problemas de fertilidad, debido a la formacion de
un 3 a un 60% de gametos desequilibrados en la meiosis (Roux et al., 2005). Por lo tanto, y
segun el estudio de Pinton et al, (2008), parece probable que este tipo de anomalias
cromosdmicas también pueda repercutir sobre la reproduccion en la especie porcina, hecho
que debera ser comprobado en nuevas translocaciones robertsonianas que puedan ser

identificadas.

2.5.2.2 Inversiones

El nimero de inversiones descritas en porcino es mayor que el de translocaciones
robertsonianas, a excepcion de la primera identificada en el cromosoma 8 por Switonski en
1991, el resto se han identificado tan solo en los ultimos 15 afios (Anexo). De las 15
inversiones descritas hasta la actualidad 10 son pericéntricas y 5 paracéntricas. Unicamente
en dos inversiones se han observado efectos sobre la reproduccion: un caso detectado en un
animal con intersexualidad (Pinton et al., 2002), y otro caso de un verraco observado con
hipoprolificidad (Pinton et al., 2000) pero del que no se consiguieron datos reproductivos y
por lo tanto el efecto de la inversion no se pudo valorar. Ademas tampoco se han descrito
repercusiones de estas anomalias a nivel fenotipico. Recientemente Massip, et al. (2008),
han realizado los primeros estudios de segregacion meidtica en semen en tres inversiones
identificadas en la especie porcina, mediante la técnica de SpermFISH, encontrando que el
porcentaje de gametos con desequilibrio cromosémico estaba correlacionado con el tamafio

del fragmento invertido. Estos resultados coinciden con lo que sucede en humanos.

Estudios recientes de este tipo de alteraciones en humanos si han demostrado tener
algunos efectos negativos sobre la reproduccion, debido a la producciéon de un pequefio

porcentaje de gametos cromosomicamente desequilibrados (Anton, et al., 2005). Se ha
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observado que la formacion de ese tipo de gametos depende de la longitud del fragmento
cromosomico invertido (Ashley, 1988; Gabriel-Robez et al., 1994). Las inversiones de
fragmentos menores al 30% de la longitud del cromosoma y la fragmentacion en bandas G
positivas, son algunos de los factores que se han asociado a un reducido riesgo de
produccion de gametos desequilibrados, y por lo tanto de reduccion de la fertilidad (Martin
et al., 1994). Esto es debido a la imposibilidad fisica de la formacion del bucle en el
fragmento invertido, y por lo tanto al no producirse recombinacién no se forman estos

gametos en desequilibrio cromosémico.

El hecho de que hasta la actualidad en la especie porcina no se hayan observado
como en humanos mayores efectos de las inversiones sobre la reproduccion, podria deberse
a las escasas y relativamente recientes identificaciones de animales portadores de
inversiones, siendo necesarios estudios de segregacion meidtica y de datos reproductivos de

nuevos casos que pudieran identificarse en el futuro.

2.6 Las translocaciones cromosomicas reciprocas en la especie

porcina

La primera translocacion cromosomica reciproca que se identificd en porcino fue en
1964 por Henricson y Béckstrom en un verraco que presentaba una reduccion de la
prolificidad del 56%, aunque no presentaba alteraciones en la calidad espermatica. Seis afos
después, al analizar el cariotipo de un lechon de raza Landrace nacido muerto con diferentes
malformaciones, se describio la segunda translocacion cromosémica reciproca. En este caso
se trataba de un mosaicismo celular, observandose células con cariotipo normal y otras con
una translocacion reciproca entre los cromosomas 1 y 11, que en ese momento tenian otra
nomenclatura puesto que aun no se habia establecido la nomenclatura estandar actual
(Hansen-Melander y Melander, 1970). La introduccion a partir de 1970 de los bandeos
cromosomicos permitio mejorar la identificacion de los cromosomas, aunque en esa década
tan solo se identificaron 6 nuevas translocaciones, la mayoria de ellas en verracos con
problemas de hipoprolificidad. A partir de los afios 80, y especialmente a partir de finales de
esa década coincidiendo con el establecimiento del cariotipo estandar del cerdo (Gustavsson,
1988a), asi como de otras especies (DiBerardino et al., 1990), se identificaron numerosas

translocaciones en porcino la gran mayoria de ellas por los equipos de Gustavsson, I. en
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Suecia, Popescu, C.P. en Francia y Mékinen A. en Finlandia. En todos los casos la
identificacion de la alteracion fue consecuencia de la deteccion de animales con problemas
reproductivos importantes, sobretodo la reduccion del tamafio de camada. Con todos los
casos que fueron apareciendo, se empezO a constatar la elevada incidencia de estas
alteraciones en el cerdo en comparacion con el resto de especies de animales domésticos.
Gracias a los trabajos de estos equipos los analisis citogenéticos en porcino empezaron a
recibir un gran impulso, debido a la relacion que se observaba entre ciertos problemas

reproductivos y la incidencia de anomalias cromosémicas.

Mas de la mitad de los casos de translocaciones identificadas en la década de los 90
se llevd a cabo por el grupo de Ducos, A. (Francia), ademas de otros autores que publicaron
varias como Villagomez D.A.F. y Mékinen, A. (Finlandia). Desde el afio 2000, todas las
translocaciones identificadas han sido publicadas por el grupo francés (Unité Mixte de
Recherche INRA / ENVT 898) por Ducos, A. y Pinton, A., (Ducos et al, 2007). Esto ha
sido consecuencia de la existencia de un programa de control citogenético en las poblaciones
porcinas de ese pais, del que ya se tiene constancia en 1984 (Popescu et al., 1984).
Inicialmente, mediante los datos facilitados por programas a nivel nacional de control de
reproductoras se realizaba la deteccion de animales hipoprolificos sospechosos de presentar
alteraciones cromosomicas y se procedia a su andlisis citogenético. En la actualidad, se ha
conseguido el control de todos los verracos antes su entrada en servicio en centros de
inseminacion. El objetivo principal del control de esos animales, se ha basado en la enorme
trascendencia que los verracos de centros de inseminacion tienen a nivel reproductivo,
debido a la inseminaciéon de un gran numero de hembras con dosis seminales de un mismo
verraco. Ademas en la actualidad también se estan controlando los resultados reproductivos
de hembras, con el fin de poder detectar y eliminar posibles portadoras de alteraciones
cromosodmicas. Otros paises sobretodo de Europa, también estan controlando la incidencia
de estas alteraciones en su cabafia porcina de reproductores, y cabe esperar la aplicacion de
estos programas de control en varios paises en los proximos afios, debido a la incidencia

creciente de anomalias cromosomicas en porcino que se ha demostrado en los ultimos afios.

Diversos autores han realizado revisiones bibliograficas exhaustivas de las
translocaciones reciprocas que se han ido identificando en porcino (Popescu y Legault,

1988; Long, 1991; Guillemot, 1995; Ducos et al., 1997; Ducos et al., 2000; Ducos et al.,
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2002b; Pinton, 2004a). Hasta la actualidad (2007) se han identificado 139 translocaciones
reciprocas (Anexo). En todos los cromosomas del cariotipo porcino se ha detectado alguna
translocacion, incluidos los cromosomas sexuales X ¢ Y (en este ultimo cromosoma se ha
identificado solamente una). El cromosoma 18 es el autosoma con menos translocaciones
descritas, tan solo 4, siendo los mas afectados los cromosomas 14, 1, 15 y el 7. Existe
unicamente 1 caso descrito de dos translocaciones reciprocas que se dan simultaneamente en

1 mismo animal (Ducos et al., 1997).

En casi todas las razas porcinas de interés comercial se ha identificado alguna
translocacion reciproca: Landrace, Large White, Duroc, Pietrain, Yorkshire, etc. Si bien en
algunas se han realizado una mayor cantidad de analisis citogenéticos y por lo tanto hay una
mayor n° de identificaciones. Parece que no existen indicios de que las translocaciones

puedan afectar mds a unas razas que a otras.

El origen de la aparicién de una translocacion reciproca en una animal es muchas
veces incierto. Gustavsson y Jonsson (1992) apuntaban a que la mayoria de las
translocaciones tenian una aparicion de novo. De hecho, el problema en la mayoria de
identificaciones de animales portadores de translocaciones, reside en que los progenitores ya
han sido sacrificados en el momento de la deteccion, sin poderse comprobar si estan libres
de alteraciones cromosomicas, y por lo tanto es imposible conocer el origen de la anomalia.
Este problema se ha solventado habitualmente analizando hermanos de camada del animal
portador, deduciendo un origen paternal cuando éstos también la presentan (Ducos et al.,

2002a).

2.6.1 Incidencia de alteraciones cromosémicas de tipo estructural en las

especie porcina

Actualmente y segun los resultados mas recientes (Ducos et al., 2007) la estimacion
de la incidencia de las anomalias cromosdmicas estructurales en porcino es de 0,47%,
obtenida a partir del andlisis de 7700 verracos jovenes antes de ser utilizados como
reproductores. Es la tinica especie animal ademas de la especie humana donde se dispone de

esta estimacion.
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Historicamente se han ido realizando diversas estimaciones de la incidencia de las
alteraciones cromosdmicas estructurales en la especie porcina, a medida que se han ido
controlando poblaciones, y por lo tanto la cantidad de analisis realizados aumentaba. Una de
las primeras aproximaciones sobre la frecuencia de las anomalias cromosomicas en las
poblaciones porcinas la dieron Popescu y Boscher (1986) y Legault y Popescu (1993) en
Francia, haciendo una estimacion de 1/1500: sin embargo ya apuntaban que si se analizaban
unicamente machos que presentaban problemas de hipoprolificidad, la probabilidad de que

fueran portadores de translocaciones reciprocas era de entre un 40-75%.

Esta estimacion era algo imprecisa debido a una muestra estudiada demasiado
pequeiia, que con el tiempo fue aumentando al incrementar el nimero de analisis realizados.
Desde 1991 a 1999 gracias a la participacion de organizaciones de seleccion porcina de
Francia, el numero de analisis realizados en ese pais se incrementd considerablemente hasta
llegar unos 700 analisis/afio (Ducos et al., 2000), siendo estos analisis de animales que ya
presentaban problemas reproductivos. Ya en 1997, Ducos et al. observaron que la incidencia
propuesta por Legault y Popescu (1993) podia estar subestimada, al comprobar que en una
muestra de 450 animales de varios centros de inseminacion y animales de organizaciones de
seleccion genética la incidencia estimada era de 0.05%. Ademas comprobaron que el 50%
de los verracos hipoprolificos analizados resultaron ser portadores de una translocacion

reciproca.

La participacion de los técnicos de las empresas porcinas en la deteccion de animales
hipoprolificos es fundamental a la hora de decidir si los problemas de prolificidad
observados pueden deberse a los multiples factores que afectan a dicho parametro, o si
puede tratarse de animales sospechosos de presentar alteraciones cromosdmicas. Por
ejemplo Ducos et al. (2000) determinaron que si los animales sospechosos eran detectados
por profesionales, en vez de con programas de gestion de las explotaciones, la proporcion de
animales portadores de anomalias cromosdmicas sobre el numero de animales analizados era

superior al 70%.

El ntimero de animales controlados en Francia fue aumentando, y ya en 2002 era de
900 a 1000 verracos analizados antes de su entrada en servicio en centros de inseminacion.
Ducos et al. (2002b) estimaron que sobre una muestra de 3200 verracos candidatos a

reproductores y fenotipicamente normales, la incidencia de anomalias cromosomicas

46



Revision bibliografica

estructurales era de un 0,4%, y de un 0.25% para las translocaciones reciprocas (Ducos et
al., 2002b). Como se observa con los datos actualizados de 2007 indicados anteriormente,
esta incidencia ha aumentado de nuevo en los ultimos 5 afios, y es de esperar que se pueda

modificar ligeramente con el control citogenético de poblaciones porcinas en otros paises.

2.6.2 Fragilidad del genoma porcino

Las especies de animales domésticos estan expuestas a numerosos agentes
genotoxicos (Lodja, 1989) que pueden causar mutaciones y dafios en el ADN. Sin embargo
se ha demostrado que en los cromosomas existen algunas regiones que parecen ser mas
fragiles que otras (Yunis et al. 1987), y se denominan lugares fragiles. La localizacion de
estas regiones en el genoma se realiza mediante la induccion experimental de mutaciones
con agentes mutagenos como algunos inhibidores de la DNA polimerasa o la exposicion a

radiaciones entre otros.

El nimero de lugares fragiles identificados en porcino parece ser mas elevado que en
otras especies animales (Long, 1991), sin embargo los estudios existentes en otras especies
son escasos. Comparando los resultados con los que se conocen en el cariotipo humano,
parece ser que existe similitud en la presencia de lugares fragiles entre el genoma porcino y
el humano con diferentes tratamientos mutagénicos como la afidilcolina (Glover et al.
1984). Uno de los primeros trabajos que estudiaba la fragilidad del genoma porcino (Fries y
Stranzinger, 1982) inducida por radiacion X en semen, indicaba una mayor susceptibilidad
de algunos cromosomas a sufrir mutaciones. La fragilidad del genoma porcino fue estudiada
mas extensamente por Riggs (1993) y Yang y Long (1993), mediante la exposicion a
afidilcolina o fluorodeoxiuridina (FUdR) en cultivos celulares de linfocitos. Posteriormente
Ronne (1995) también estudid estos aspectos pero mediante tratamientos in vitro con
antagonistas del folato, bromodesoxiuridina (BUdR) y Hoechst 33258. En este ltimo se
identificaron en total 60 lugares fragiles en el cariotipo porcino, que se muestran en la
Figura 12. No obstante parece ser que existen discordancias con los resultados de la
identificacion de los lugares fragiles en porcino porque de estos 60 identificados solo 16 son
comunes en los tres trabajos citados. Por otro lado, solo una parte de los puntos fragiles se
corresponden con translocaciones identificadas in vivo, lo que hace dificil correlacionar los

lugares fragiles con una mayor aparicion de translocaciones espontaneas en esas regiones.
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Entre todas las translocaciones reciprocas identificadas hasta la actualidad en la
especie porcina, ninguna se repite en los mismos puntos de fragmentacion en dos individuos
diferentes, hecho que también se observa en la especie humana donde unicamente se repite
un caso de una translocacion rcp(11;22)(q23.3;q11.2) identificada en varias familias

aparentemente sin ninguna relacion (Kaiser-Rogers y Rao, 1999).

Por lo tanto, a pesar de los diferentes estudios que demuestran la existencia de
regiones con mayor fragilidad que otras en el genoma porcino, se deberia disponer de mas
informaciéon en otras especies animales para demostrar que el elevado numero de
translocaciones identificadas en esta especie esta relacionado con una mayor fragilidad de

los cromosomas del cerdo.

Figura 12: Puntos fragiles del cariotipo porcino en el idiograma de bandas RBG

(resolucion de 600 bandas). Las flechas indican los puntos fragiles (Ronne, 1995).
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2.7 Repercusiones de las translocaciones reciprocas sobre la

reproduccion en la especie porcina

La reproduccion tanto en el verraco como en la cerda, se puede ver influenciada por
numerosos factores. En el caso del verraco la produccion espermatica puede verse afectada
por factores ambientales como los fotoperiodos largos (Mazzari et al., 1968) y las
temperaturas elevadas (Wettemann & Bazer, 1985), causando ademas estas ultimas un
empeoramiento de la calidad seminal (Larsson y Einarsson, 1984). Otros factores que
repercuten en la produccion espermatica son el estado nutricional del verraco (Kemp, 1991),
asi como el intervalo de recogida de los eyaculados (Kennedy y Wilkins, 1984). Entre los
factores intrinsecos que afectan a la produccion espermatica cabe citar la edad (Kennedy y
Wilkins, 1984; Bertani et al., 2002) y la raza del verraco (Kennedy y Wilkins, 1984). De
igual manera en el caso de la hembra factores ambientales como los fotoperiodos largos y
las elevadas temperaturas hacen incrementar el intervalo destete-cubricion, la disminucion
de la fertilidad o la generacion de tamafias de menor tamaifio (Hurtgen ef al., 1980; Claus y
Weiler, 1985; Wetteman y Bazer, 1985; Prunier, 1994; Kermabon et al, 1995). Los factores
intrinsecos de la cerda como la raza (Bazer et al., 1988) o la edad (Clark y Leman, 1986)

también influyen sobretodo en el tamafio de la camada obtenido.

Otros aspectos como son la presencia de alteraciones cromosOmicas en los
reproductores también pueden repercutir sobre los diferentes parametros reproductivos. En
concreto en la especie porcina con numerosos casos descritos de animales portadores de
translocaciones cromosomicas reciprocas, la mayoria de éstas han sido identificadas a partir
de la deteccion previa de problemas de hipoprolificidad en verracos a los que posteriormente
se realizaba un analisis citogenético. En el ultimo trabajo publicado sobre el control de las
anomalias cromosomicas en las poblaciones porcinas en Francia (Ducos et al., 2007), se
observa como se estd produciendo un cambio de metodologia, con la deteccion de
numerosas translocaciones en los animales previamente a su entrada en centros de
inseminacion, pero queda también constancia del control en otros paises vecinos (como
Holanda). Por lo tanto, un gran nimero de las ultimas translocaciones identificadas eran de
animales de los que todavia no se tenian datos reproductivos. De las 21 alteraciones
cromosoOmicas identificadas en verracos hipoprolificos entre el afio 2002 y 2007 todas

resultaron ser translocaciones reciprocas, demostrando de nuevo la relacion entre la
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presencia de translocaciones y la reduccion del tamafio de camada. Se estima que entre un
40 y un 50% de los verracos que presentan problemas reproductivos puede ser portadores de
una alteracion cromosomica (Gustavsson, 1988b; Popescu y Legault, 1988; Gustavsson y

Jonsson, 1992).

2.7.1 Consecuencias sobre la gametogénesis

La principal consecuencia de la presencia de translocaciones reciprocas se produce a
nivel de la gametogénesis en el individuo portador, y mas concretamente a nivel de la
recombinacion y posterior segregacion cromosomica durante el proceso de la meiosis (Benet
et al., 2005). En presencia de una translocacion reciproca heterozigota, los cromosomas
normales y translocados deben formar en la etapa de zigoteno de la primera division
meidtica (profase), una figura denominada cuadrivalente que permita el apareamiento entre
cromosomas homologos. Otras figuras posibles que se pueden establecer en dicho

apareamiento son: un trivalente y un univalente, dos bivalentes, o cuatro univalentes.

En el caso de formarse la configuracion en cuadrivalente, después del apareamiento
entre los cromosomas homologos los tipos de segregacion cromosdmica posibles en la etapa

de anafase son los siguientes:

- Segregacion 2:2. Se produce cuando dos de los cromosomas del cuadrivalente
migran hacia un polo y los otros dos hacia el polo opuesto. Este tipo de
segregacion puede ser a su vez alterna o adyacente produciendo diferentes tipos de
gametos al finalizar la meiosis. La segregacion tipo alternante se produce
cuando los dos centromeros alternos migran hacia el mismo polo, dando lugar a
gametos normales o con la translocacion equilibrada (igual que el animal portador)
(Figura 13). Al contrario en la segregacion adyacente los dos cromosomas
adyacentes del cuadrivalente segregan hacia el mismo polo, y dependiendo de si se
trata de los cromosomas no homoélogos o los homologos se denomina adyacente I
6 adyacente II respectivamente. En ambos casos en los gametos se produce una
pérdida de un fragmento de un cromosoma, y por lo tanto estaran en desequilibrio
cromosomico. Esto implicara que después de la fecundacion con un gameto

normal los cigotos tendran una trisomia y una monosomia parcial (Figuras 14 y
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15). Pero ademas, si se produce la segregacion adyacente Il los efectos son mas
graves que en la adyacente II, puesto que la pérdida del fragmento cromosdémico

en los gametos desequilibrados es mayor.

Figura 13: Segregacion alternante en un portador de una translocacién reciproca.

Segregacion alternante
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o
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normales equilibrados
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Figura 14: Segregacion adyacente I en un portador de una translocacion reciproca.

Segregacion adyacente I
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@)

Gametos
desequilibrados

Figura 15: Segregacion adyacente II en un portador de una translocacion reciproca.
Segregacion adyacente 11

AIO

Gametos
desequilibrados

52



Revision bibliografica

En todos estos casos si ademas se produce recombinacion en el segmento
intersticial, es decir en el fragmento entre el centromero y el punto de la
translocacion, puede ocurrir que con una segregacion adyacente se produzcan
algunos gametos con constitucion cromosomica equilibrada o normal, y de la
misma manera en una segregacion alternante puede ocurrir que se originen

gametos desequilibrados.

- Segregacion 3:1. Es poco frecuente y se puede producir de dos formas diferentes
(Figura 16). En el primer caso los dos homoélogos normales y uno de los
cromosomas translocados migran hacia el mismo polo, y en el segundo caso los
dos cromosomas translocados segregan con uno normal. En ambos casos se
forman gametos desequilibrados que después de la fecundacion con un gameto

normal daran lugar a diversos tipos de monosomias o trisomias.

Figura 16: Segregacion 3:1 en un portador de una translocacion reciproca.

Segregacion 3:1

W

Gametos desequilibrados

- Segregacion tipo 4:0. Se produce cuando los 4 cromosomas que forman el
cuadrivalente migran hacia el mismo polo, resultando después de la fecundacion
cigotos desequilibrados con monosomias o trisomias. Este tipo de segregacion no

se manifiesta practicamente nunca.
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Las frecuencias en que se producen los diferentes tipos de segregaciones se ha
demostrado que son muy desiguales, y ademas varian de un tipo de translocacion a otra. En
general los cariotipos desequilibrados que portan monosomias son mas letales que aquellos

con trisomias (Epstein y Trevis, 1979).

Todas estas modificaciones del proceso normal de la recombinacion pueden provocar
problemas en el desarrollo de la gametogénesis, incluso deteniendo el proceso causando
esterilidad en el animal. En porcino la mayoria de los estudios sobre la influencia de estas
alteraciones en la gametogénesis se ha realizado en verracos, debido a su mayor
trascendencia puesto que generan un mayor nimero de camadas que las hembras, y a que la

mayoria de los casos de animales portadores se han identificado en machos.

La presencia de translocaciones reciprocas en el cariotipo de verracos normalmente
no parece afectar a la espermatogénesis. Sin embargo existen algunos trabajos, aunque
escasos, en los que si que se observa que pueden llegar a producir una disminucion de la
fertilidad del animal debida a una menor concentracion o calidad espermatica, 6 incluso en
algunos casos la detencion total de la espermatogénesis y producir esterilidad total. Esto
contrasta con los estudios realizados en otras especies como en el raton o en humanos donde
la mayoria de veces el desarrollo de la meiosis no se llega a completar debido a la presencia
de la translocacion (Vincent et al., 2002). El problema reside en que a pesar de no alterarse
en la mayoria de las veces el proceso de la meiosis ni la gametogénesis, una proporcion mas
o menos elevada de los gametos poseen la translocacion desequilibrada conservando su
capacidad fecundante. El resultado es el incremento de la mortalidad embrionaria, o incluso

de lechones, y en consecuencia un menor tamafio de camada.

En numerosas translocaciones reciprocas identificadas en la especie porcina se han
realizado estudios del proceso meidtico, con el fin de comprender mejor las consecuencias
reproductivas de estas alteraciones. Los primeros trabajos realizados a nivel de la
segregacion cromosOmica en las translocaciones fueron llevados a cabo por King et al., en
1981, analizando el cariotipo de los embriones formados (antes y después de la
implantacion) de una fecundaciéon con un verraco portador de una translocacion reciproca
rep(13;14). Gustavsson et al. (1988) intentaron realizar analisis de los cromosomas
meioticos a partir de 4 casos de diferentes translocaciones rcp(1;7); rep(7;13); rep(15;16);
rcp(7;11) en machos hipoprolificos. Aplicando las técnicas convencionales de estudios

meidticos con microscopia de campo claro, y nuevas técnicas de analisis de complejos
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sinaptonémicos mediante microscopia electronica, intentaron determinar la formacion de
figuras durante el apareamiento de homologos en la meiosis. Determinaron que en la
mayoria de los casos se formaba la configuracion de tipo cuadrivalente. Comprobaron que
los gametos cromosomicamente desequilibrados llegaban a finalizar la meiosis, y por lo
tanto eran potencialmente fecundantes, demostrando asi igual que King et al. (1981), que la
formacion de cigotos cromosomicamente andomalos y su eliminacion posterior, era la causa
de la reduccion del tamafio de las camadas observada en aquellos animales portadores de

translocaciones.

Villagomez et al. (1991a) estudiaron la formacion de complejos sinaptonémicos en
espermatocitos de dos verracos portadores de dos translocaciones diferentes, rcp(1;18) y
rcp(7;17) mediante microscopia electronica, segun la técnica descrita por Counce y Meyer
(1973). Observaron que el comportamiento en el apareamiento cromosomico durante la
meiosis podia diferir enormemente entre dos translocaciones diferentes. La mayor parte de
configuraciones encontradas eran cuadrivalentes, sin embargo en el caso de la translocacion
rep(7;17) se daba la formacion de un trivalente y un univalente en casi una cuarta parte de

los casos.

Tan solo existen dos casos descritos de verracos portadores de translocaciones
reciprocas en los que se ha comprobado que tienen afectado el desarrollo de la
espermatogénesis. Ambos se detectaron en 1993, el primero de los cuales no se llegd a
publicar (Gustavsson et al., 1993 citado por Villagobmez et al., 1993), y se trataba de un
verraco portador de una translocacion rcp(2;4) que mostraba un desarrollo incompleto de la
espermatogénesis, aunque la valoracion de los parametros cualitativos del semen eran
normales. El segundo caso (Villagémez et al., 1993) describia un verraco de raza Hampshire
que presentaba una reduccion de la prolificidad y la fertilidad, y cuyos controles de la
calidad espermatica durante tres meses mostraron una concentracion espermatica reducida
aunque con una morfologia y motilidad de los espermatozoides optima. El animal
presentaba una inflamacion escrotal, y anatdbmicamente una ligera hipoplasia testicular que
era mas evidente en el testiculo derecho, e histologicamente se observd que en casi todos los
tubulos seminiferos del testiculo derecho la espermatogénesis se detenia en la etapa de
espermatocitos primarios, y sin embargo en el izquierdo se completaba en casi todos. La
translocacion identificada fue rcp(2;14)(pl4;q23), y el estudio de los complejos

sinaptonémicos durante la meiosis demostro que en la mitad de las células analizadas se
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formaban cuadrivalentes completos, pero que el resto eran diferentes configuraciones en
cuadrivalentes pero con segmentos no apareados. La observacion mas importante fue que en
el testiculo derecho, donde no se finalizaba el proceso de la espermatogénesis, la mayoria

de configuraciones eran cuadrivalentes con apareamiento incompleto.

Asi como la presencia de translocaciones reciprocas entre autosomas en la especie
porcina, provoca unicamente en algunos casos una disminucion de la fertilidad, en el caso de
las translocaciones entre autosomas y cromosomas sexuales se ha demostrado que producen
esterilidad total del verraco. La primera identificacion de una translocacion entre un
cromosoma sexual y un autosoma en porcino fue descrita por (Gustavsson et al., 1989) ente
el cromosoma X y el 13. Fue detectada en varios lechones de una camada y procedia de la
herencia materna. En el caso de uno de los machos se realiz6 un estudio de los complejos
sinaptonémicos que se formaban en la meiosis durante la espermatogénesis, comprobandose
que el 88.2% de apareamientos formaban cuadrivalentes, y el 11.8% trivalentes mas un
univalente. En la etapa de paquiteno se observaron numerosos apareamientos no homologos
(heterosinapsis), y se comprobd mediante un analisis histologico en el tejido testicular que la
meiosis se detenia en la etapa de espermatocitos primarios, causando la esterilidad total del
macho que ademas presentaba hipoplasia testicular. Una segunda translocacion identificada
entre el autosoma 14 y el cromosoma sexual X en un verraco (Villagémez et al., 1991a),
mostraba igualmente una detencion de la meiosis en la etapa de espermatocitos primarios,
presentando el animal esterilidad total. La translocacion identificada era rcp(Xp+;14q-),
siendo el lugar de corte en el cromosoma 14 casi en el centromero, y en el X en la region
terminal del brazo p. Las configuraciones de apareamiento cromosémico encontradas
mayoritariamente (90% de los espermatocitos) fueron bivalentes entre el cromosoma Xp+y
el 14, y bivalentes entre el cromosoma Y y el 14g-. Se trataba de nuevo de una
heterosinapsis o apareamiento no homologo. La novedad de este estudio era que
contrariamente a lo esperado existia una proporcion elevada de bivalentes en vez de

cuadrivalentes.

En estas dos publicaciones (Gustavsson et al., 1989; Villagomez et al., 1991a), y
coincidiendo con los casos descritos en humanos y en ratéon, los machos con una
translocacion X-autosoma son estériles, y esto es debido a que para que se complete la
espermatogénesis el cromosoma X de un macho debe estar inactivado. Si el fragmento

translocado del cromosoma X contiene la informacién necesaria para la inactivacion, la
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asociacion entre segmentos autosémicos no apareados con los cromosomas sexuales pueden
interferir en la inactivacion del cromosoma X, lo que detiene el proceso de la

espermatogénesis (Lifschytz y Lindsley, 1972).

En 1998 (Switonski y Stranzinger, 1998) realizaron una revision de los trabajos
existentes hasta el momento, que analizaban la formacioén de complejos sinaptonémicos en
presencia de alteraciones cromosdémicas en diferentes especies animales, y en general se

observo que:

- Las translocaciones X-autosomas producen en todos los casos esterilidad del

macho.

- El tamafio del fragmento cromosomico que se intercambia en la translocacion,
influye en el comportamiento del apareamiento en la meiosis, y por lo tanto en

las posteriores consecuencias reproductivas de la translocacion.

- El tipo de banda G (claro u oscura) donde se da la fragmentacion es un factor

muy importante, que también influye sobre las repercusiones de la alteracion.

Aunque en especies como el raton (Searle, 1982) se han estudiado ampliamente las
causas que provocan en algunos casos de translocaciones la disminucion de la fertilidad o la
esterilidad total, las razones de la degeneracion celular en los machos estériles portadores
aun se desconoce. Existen varias evidencias, en raton y en el hombre, de asociaciones
frecuentes entre el par cromosomico sexual y los segmentos no apareados en algunas
translocaciones (Speed 1989; De Boer y De Jong, 1989). Este hecho se ha observado
especialmente cuando en la translocacion se ve involucrado un cromosoma acrocéntrico,
dandose una frecuencia mayor de asociaciones inespecificas con el bivalente formado por
los cromosomas XY y en consecuencia la espermatogénesis suele detenerse (Gabriel-Robez
y Rumpler, 1996). Esto parece ser debido a que los apareamientos entre los cromosomas
sexuales y los autosomas translocados no apareados, interfieran en la inactivacion del
cromosoma X. En el cerdo este apareamiento entre el par cromosdmico sexual y segmentos
no apareados de la translocacion solo se ha manifestado en dos casos. En la translocacion
rcp(2;4) (Gustavsson et al, 1993 citado por Villagomez et al, 1993) comentada
anteriormente por provocar en el verraco portador una disminucion de la concentracion
espermatica y disminucion de la fertilidad, debido a que no se completaba la

espermatogénesis. La observacion de las configuraciones meidticas mostré una elevada
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frecuencia de asociacion entre segmentos no apareados del cuadrivalente con los
cromosomas sexuales. En otro caso descrito por (Villagomez et al., 1995a) en una
translocacion (7;17), se observo como el cromosoma 17 derivativo era sumamente pequefio,
y solo el 35% de los espermatocitos mostraban formaciones en cuadrivalentes. El resto se
trataba de cuadrivalentes abiertos o trivalentes mas un univalente, y en un 17% de casos se
observaron asociaciones entre el derivativo 17 y el par cromosémico sexual XY. Atn asi la
frecuencia de esas asociaciones nunca es tan abundante como se ha observado que ocurre en
las translocaciones en humanos. Esto tiene como consecuencia directa que en el macho
portador tinicamente se observe un descenso de la prolificidad, pero no de la fertilidad, ya
que la espermatogénesis sigue su transcurso normal. Sin embargo existe una elevada tasa de
mortalidad embrionaria o de lechones pocas horas después del parto, como consecuencia de

las fecundaciones con los gametos desequilibrados.

Otros autores han planteado otra teoria para explicar porque en porcino se llegan a
formar un elevado porcentaje de gametos desequilibrados como resultado de la meiosis en
un animal portador de una translocacion, y sin embargo la espermatogénesis no suele
detenerse. A partir de la identificacion de una translocacion rcp(4;14) en un verraco (Jaafar
et al., 1989), y por lo tanto afectando también a un cromosoma acrocéntrico, observaron la
formacion de numerosos apareamientos heterdlogos en cuadrivalentes, pero no con el
bivalente XY. Estos autores proponian que las formaciones de sinapsis entre cromosomas no
homologos podrian ser un mecanismo para evitar que se detuviera la espermatogénesis, ya
que se sabe que la presencia de asinapsis o segmentos no apareados en la etapa de leptoteno-

zigoteno de la meiosis puede suponer en los machos una detencion de la gametogénesis.

El mecanismo por el cual las células que no pueden llevar a cabo la recombinacién
en la meiosis 0 que presentan sinapsis incompletas son destruidas parece ser un proceso de
apoptosis celular (Roeder y Bailis, 2000). Este fendmeno también ha sido estudiado en el
cerdo (Koykul et al, 2000) en una translocacion X-cromosoma 14 en un verraco,
observandose la degeneracion celular cuando la meiosis se detenia en la etapa de paquiteno.
Asimismo la presencia de un cromosoma suplementario en casos de trisomias como el caso
de dos verracos con trisomia en el cromosoma 18 en forma de mosaico (Pinton, 2004b),
suponia graves problemas de apareamientos en la meiosis que no permitian que se
completara la espermatogénesis de las células disémicas (apoptosis). Otro ejemplo que

demuestra la apoptosis celular, es el caso anteriormente citado (Villagbmez et al., 1993)
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donde se observaba una degeneracion celular en los tubulos seminiferos del testiculo
derecho, coincidiendo con un mayor porcentaje de aparcamientos irregulares entre los

cromosomas.

Los perfiles de segregacion meiotica en porcino, de machos y hembras portadores de
la misma translocacion reciproca se ha observado que tienen un comportamiento diferente
(Pinton et al., 2005), coincidiendo con los resultados observados en otras especies como en

raton (Tease et al., 1998; Baudat ef al., 2000; Kasai et al., 2003).

El desarrollo de las técnicas de hibridacion in situ también se han aplicado al estudio
de la segregacion meidtica durante la espermatogénesis. En este caso la metodologia se
denomina “SpermFISH” y permite analizar la proporcion de espermatozoides normales,
equilibrados y desequilibrados cromosémicamente de machos portadores de alteraciones
cromosomicas. Uno de los inconvenientes de la técnica es que no permite distinguir entre
gametos normales y aquellos con la translocacion equilibrada. En concreto en el caso de las
translocaciones reciprocas los gametos normales y los equilibrados son producidos
normalmente por un mecanismo de segregacion alternante, mientras que los demds son el
resultado de segregaciones adyacentes 1 y 2 y de la segregacion 3:1 (Ducos et al., 1996).
Esta técnica se ha utilizado previamente en humanos para el estudio de los productos de
segregacion en diferentes reordenamientos cromosémicos (Blanco, et al., 1998; Jaarola, et
al., 1998; Honda et al., 2000; Anton et al., 2002). En especies de animales domésticos se ha
usado por ejemplo para cuantificar la cantidad de espermatozoides X o Y en la especie
bovina (Hassanane, ef al. 1999; Piumi, et al., 2001; Rens et al., 2001) y porcina (Kawarasaki
et al., 1998). Es precisamente en la especie porcina donde en los ultimos afios se ha utilizado
esta técnica para intentar predecir el efecto sobre la prolificidad de las translocaciones
reciprocas. En concreto Pinton ef al., (2004b) realizaron un estudio determinando por
SpermFISH la proporcion de gametos desequilibrados en el semen de verracos portadores de
diferentes anomalias cromosdmicas. Para el caso de la translocacion rep(3;15) determinaron
que un 47,83% de los espermatozoides tenian desequilibrios cromosdmicos, lo que suponia
una porcentaje muy elevado respecto a la disminucion de la prolificidad que era de tan solo
un 23%. Esta diferencia la explicaban por los escasos datos de camadas que se obtuvieron
del macho, siendo un promedio de prolificidad calculado con pocas muestras.
Recientemente (Massip ef al, 2008) han determinado mediante la misma técnica la

variacion del porcentaje de gametos desequilibrados entre verracos portadores de la misma
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translocacion rep(3;15)(q27;q13), asi como la variacion en muestras seminales recogidas en
diferentes tiempos. Los resultados indicaron que en esta translocacion especifica el
porcentaje de gametos desequilibrados producidos no variaba entre diferentes individuos
portadores, ni tampoco a lo largo del tiempo analizado, aunque sugerian que serian
necesarios estudios en todo el periodo productivo del verraco, asi como en otras

translocaciones.

2.7.2 Efectos sobre la mortalidad embrionaria, la prolificidad y la fertilidad

El promedio de produccion de ovocitos de una cerda es de 12 a 20 por celo seglin las
distintas razas (Bolet, 1986), de los cuales se acabaran fecundando el 95% (Polge, 1982).
Sin embargo existe una elevada mortalidad embrionaria y fetal en la especie porcina (entre
el 20 y el 45%, Spies et al., 1960). Dicha mortalidad es bastante elevada sobretodo durante
los primeros 30 dias de gestacion, con una estimacion de un 20 a un 30% de mortalidad en
dicho periodo (Pope y First, 1985). Entre los 40 y 100 dias de gestacion la pérdida estimada
es algo menor, de un 10 a un 20%. La mayoria de las pérdidas embrionarias en los primeros
30 dias, se producen entre el dia 10 al 30 de gestacion debido a numerosos factores que
pueden afectar al embrion en las primeras etapas del desarrollo (Pope, 1994) como son: la
sincronia entre el desarrollo uterino y el del embrion, la competencia embrionaria y los
factores genéticos que contribuyen al desarrollo embrionario entre otros. Una parte
importante de dichas pérdidas se ha demostrado que son debidas a la presencia de

alteraciones cromosomicas (King, 1990).

La reduccion de la prolificidad, es el parametro mas afectado por la presencia de
translocaciones reciprocas heterozigotas en reproductores porcinos, y se ha demostrado que
es debida a una elevada tasa de mortalidad embrionaria. Las primeras evidencias de que los
gametos cromosOomicamente desequilibrados, formados en la gametogénesis de verracos
portadores de una translocacion, llegaban a fecundar y formar embriones al menos hasta la
etapa preimplantacional, fueron descritas en 1972 por Akeson y Henricson. En ese estudio,
analizaron el cariotipo de los embriones formados antes de su implantacion a partir de
fecundaciones realizadas con un verraco portador de la translocacion rcp(11;15). Los
resultados indicaron la presencia 5 cariotipos diferentes, pero todos ellos cromosémicamente
desequilibrados. Posteriormente King et al. (1981), a partir de la identificacion de la

translocacion rcp(13;14), realizaron diferentes tipos de cruces entre machos y hembras
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normales y portadores de la translocacion, encontrando un porcentaje de mortalidad
embrionaria mayor en el cruce entre dos animales translocados frente a aquellos en que solo
uno de los progenitores era portador. Ademas observdé como la mayoria de los embriones
con cariotipo desequilibrado no llegaban a implantarse correctamente, y si alguno llegaba
sufria degeneraciones y malformaciones. Popescu y Boscher (1982) analizaron los
embriones de un macho portador de la translocacion rcp(4;14) (Popescu y Legault, 1979;
Legault y Popescu, 1981), resultando un 59,3% de los embriones portadores de la
translocacion en estado equilibrado o con el cariotipo normal, y un 40.7% con la
translocacion desequilibrada mostrando 6 tipos diferentes de desequilibrios cromosémicos,
aunque no era un porcentaje exacto porque no se pudieron analizar todos los embriones.
Ninguno de los lechones que nacian tenia el cariotipo desequilibrado cromosémicamente,
concluyendo de nuevo en este trabajo que los desequilibrios cromosdmicos eran letales en la
etapa embrionaria temprana. No fue hasta la descripcion y el estudio mas exhaustivo de
otras translocaciones, cuando se observd que en algunos casos de desequilibrios
cromosomicos los embriones se llegaban a formar y a nacer lechones, aunque normalmente

con numerosas malformaciones, aspectos que se trataran en el siguiente apartado.

La reduccion del nimero de embriones que se obtienen cuando uno de los
progenitores es portador de una de translocacion, hace disminuir la competencia embrionaria
en el utero, y por lo tanto la supervivencia embrionaria suele ser mayor (Legault et al.,
1995). En algunos trabajos donde se ha controlado el peso de los lechones, se ha observado
ademas que aquellos de camadas de machos con una translocacion tienen un mayor peso al

nacer, pero esto es también debido a la menor competencia embrionaria durante la gestacion.

La estimacion del valor promedio de reduccion de la prolificidad debido a la
presencia de translocaciones cromosdmicas reciprocas en el cariotipo porcino es del 41%
(Ducos et al, 1996). Sin embargo entre diferentes translocaciones autoséomicas la
repercusion sobre el tamafo de camada es muy variable (Anexo), desde tan solo un 5% de
reduccion observado en algunas translocaciones como la rep(1;14)(q23;921) (Golish et al.,
1982), hasta un 100% en casos de esterilidad total del macho (Bouters ef al., 1974; Madan et
al., 1978; Gustavsson et al., 1989; Astachova et al., 1991; Parkanyi et al., 1992; Singh et al.,
1994; Neal et al., 1998). Esta variabilidad en los resultados de la reduccion del tamafio de
camada causada por una determinada translocacion reciproca en un verraco, es debida a la

influencia de numerosos factores como son: el manejo de la reproducciéon en las
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explotaciones, factores intrinsecos de la hembra, del macho, etc. Por lo tanto los problemas
encontrados en los diferentes trabajos al valorar el porcentaje real de disminucion de la

prolificidad son de distinta indole:

- Falta de datos reproductivos de verracos contemporaneos, del mismo centro de
inseminacion y utilizando sus dosis seminales en las mismas explotaciones y a
reproductoras similares, con los que comparar los resultados de prolificidad del

verraco identificado portador.

- La practica habitual de la doble o multiple inseminacién por hembra, de manera
que la cubricion se realiza con dosis seminales de machos diferentes, y por lo
tanto se obtienen pocas camadas en pureza de un solo verraco. Esto provoca

que el efecto de la presencia de un macho con una translocacion se atente.

- La obtencién de un escaso numero de camadas del animal portador de la

translocacion.

Estos problemas se han ido solventando en los estudios citogenéticos realizados de
diversas formas. Por ejemplo en el caso de no obtenerse datos con los que comparar los
datos del verraco portador, la comparacion se ha realizado con los resultados medios de
prolificidad de la raza, o de la explotacion en periodos de tiempo anteriores. Exceptuando
algtn trabajo realizado en centros experimentales (Bonneau ef al., 1991a), la gran mayoria
de los datos reproductivos obtenidos de los animales portadores son de explotaciones
comerciales, que utilizan un manejo reproductivo concreto. Asi, el uso extendido de la doble
inseminacion o la heterospermia en dosis seminales, hace dudar sobre la paternidad y diluye
el efecto de la translocacion, obteniéndose reducciones del tamafio de camada menores y
subestimando el efecto de la translocacion. Por ejemplo Bonneau ef al. (1991a) obtuvieron
en el centro experimental un reduccion de la prolificidad causado por la translocacion
rep(16;17)(q23;921) (Popescu y Boscher, 1986) de un 80%, mientras que era tan solo del
31% en la explotacion de origen, explicaindose esta diferencia por el uso de la doble
inseminacion como practica habitual en la explotacion comercial. Esto conlleva también a
que el nimero de camadas obtenidas de hembras inseminadas unicamente con un
determinado verraco portador sean escasas para realizar un estudio estadistico del efecto de

la alteracion sobre los parametros reproductivos.
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Ducos et al. (1998a) identificaron cinco translocaciones en verracos hipoprolificos,
consiguiéndose datos reproductivos de 4 de ellos, uno de los cuales habia generado pocas
camadas. La medida de la reduccion de la prolificidad tinicamente se pudo obtener de dos de
esas translocaciones, debido a la falta de datos reproductivos de otros verracos en la misma
explotacion para comparar. El resultado de comparar con promedios de prolificidad
diferentes a los reales en la misma explotacion, y de la falta de suficientes camadas de un
verraco con una determinada translocacion fueron estimaciones de los porcentajes de

reduccion de la prolificidad poco fiables.

Ademas del efecto de las translocaciones sobre la disminucion de la prolificidad, en
algunos casos se ha observado un incremento del porcentaje de repeticiones en las
cubriciones de hembras con dosis seminales de machos portadores. Sin embargo al contrario
que en otras especies animales en porcino existen pocos casos descritos en la bibliografia.
Gustavsson et al., (1988b) observaron un porcentaje de repeticiones mayor de lo normal, en
hembras inseminadas con machos portadores de las translocaciones rcp(1;7) y rep(15;16)
(un 19% y un 21% de repeticiones respectivamente). Kuokkanen y Maékinen (1987, 1988)
publicaron tres nuevas translocaciones rcp(1;11); rep(1;15); rep(7;12) en las que también se
observaba un incremento en el porcentaje de repeticiones aunque éste no se llegd a valorar.
En los cruces experimentales que realizaron Bonneau, et al. (1991a) entre animales con una
translocacion reciproca y animales normales, observaron como se incrementaba el intervalo
de tiempo entre la aparicion del estro y la cubricion con éxito, debido a una tasa de retorno a
celo mayor. Sin embargo los verracos portadores no presentaban problemas en la produccion
espermatica. En un estudio publicado posteriormente (Villagomez et al., 1993) identificaron
un verraco con una translocacion rcp(2;14) que presentaba un 41,3% de reduccion de la
prolificidad y una elevada tasa de repeticiones (24%). Mediante un analisis de la calidad del
semen de este ultimo verraco, se comprobd que tenia una concentracidon espermatica
reducida debido a problemas durante la espermatogénesis, y que esa podia ser la causa de

dicha reduccion de la fertilidad.
2.7.3 Efectos sobre la mortalidad de lechones y aparicion de malformaciones
congénitas

La incidencia estimada de lechones nacidos muertos en porcino es muy variable. En

un estudio realizado por Dziuk en 1979 se estim6 que era del 6-7% del numero de nacidos
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totales por camada. La mayor parte de mortalidad de lechones se produce durante el parto,
siendo el tamafio de la camada uno de los factores que mas influyen debido a que los partos
de camadas mayores son mas complicados. Ademas se ha observado como el 70% de los
lechones nacidos muertos proceden de los tres ultimos lechones expulsados en el parto
(Daza, 1980). La mortalidad de lechones después del parto puede oscilar entre un 10-40%,
aunque el valor medio se estima que es de un 15% (Svendsen, 1992), produciéndose la

mayoria en las primeras horas post-parto.

Si aparecen problemas en el desarrollo del embrion en la etapa justamente posterior a
la implantacion, los embriones afectados normalmente mueren y son reabsorbidos. Si
el dafio es en la etapa fetal, los embriones que estan afectados severamente pueden
momificarse, pero sin embargo, si el dafio no es muy grave éstos pueden sobrevivir lo que
determina en muchos casos el nacimiento de animales con malformaciones (Edwards y
Mulley, 1992). Segtin un estudio publicado por Leman et al., (1979) sobre la mortalidad

total de lechones por camada, solo el 5.2% eran lechones con diferentes malformaciones.

La presencia de cariotipos desequilibrados cromosdmicamente en lechones nacidos
vivos o muertos, se ha correlacionado con la aparicion de ciertas malformaciones. Algunas
como la fisura palatina, ausencia de mandibula inferior o malformaciones en los miembros
anteriores o posteriores, se han descrito en algunos trabajos al analizar la descendencia de
animales portadores de translocaciones reciprocas. En muchos casos existe una gran
similitud a las malformaciones encontradas en humanos debidas a la presencia de
aberraciones cromosdmicas, aunque todavia existe un gran desconocimiento de la relacion

entre la presencia de alteraciones y las malformaciones que se observan.

Tal y como se ha explicado anteriormente, de la fecundacion entre un animal
heterocigoto para una translocacion reciproca y uno con cariotipo normal se forman algunos
cigotos con un desequilibrio cromosémico. La mayoria de éstos cigotos no consiguen
desarrollarse y son eliminados en la etapa de gestacion temprana, antes de la implantacion o
justo después de ésta (King et al., 1981; Popescu y Boscher, 1982; Gustavsson et al., 1983).
Solo en algunos casos se ha observado como algunos de esos cigotos pueden desarrollarse y
llegar a nacer, aunque la mayoria presentan diferentes grados de malformaciones (lechones

vivos 0 muertos) y son poco viables, muriendo normalmente en pocas horas.

64



Revision bibliografica

El primer trabajo en que se describia la presencia de diferentes malformaciones en un
lechon nacido muerto, y que se relaciono con la presencia de una translocacion reciproca fue
el de Hansen-Melander y Melander (1970), aunque se trataba de un mosaico celular con
células normales y células con una translocacion entre los cromosomas 1y 11. No fue hasta
1977 (Miyake et al.), cuando a partir de una translocacion Robertsoniana entre los
cromosomas 13 y 17 detectada en un lechon con malformaciones, se plante6 la posibilidad
de que fuera debida a la presencia de la translocacion desequilibrada. Esto se observo debido
a que hermanos de la misma camada tenian el cariotipo y fenotipo normal, y se intuy6 que el
lechén malformado presentara la translocacion en estado desequilibrado. Algunas de las
malformaciones como diversas deformaciones faciales eran parecidas a las observadas por
Hansen-Melander y Melander (1970), si bien se trataba de translocaciones diferentes. No

obstante aunque el lechon nacia vivo, a las pocas horas moria.

En 1992 Gustavsson y Jonsson comprobaron por primera vez que los lechones
nacidos con malformaciones de camadas de machos portadores de una translocaciéon tenian
la translocacion desequilibrada. En ese estudio describian un caso de un verraco Hampshire
portador de una translocacion entre los cromosomas 14 y 15, que causaba una disminucioén
de la prolificidad, pero ademas un incremento en el numero de lechones nacidos muertos por
camada y algunos con malformaciones. El andlisis citogenético de los lechones con
malformaciones determind que existian monosomias en el cromosoma 14 o trisomias en el
15, y anatomicamente se observo la presencia de fisura palatina, defectos en el septo
cardiaco y en algunos casos atresia rectal. Se propuso que el descenso del tamafio de camada
era producido por la mortalidad embrionaria temprana de embriones con cariotipo
desequilibrado, pero ademas por la mortalidad en etapas posteriores del desarrollo,
incrementandose el numero de lechones nacidos muertos que presentaban también la
translocacion desequilibrada. Para explicar que los lechones con cariotipo desequilibrado
completaran el desarrollo embrionario y llegaran al nacimiento, estos autores ya planteaban,
basandose en estudios en humanos (Daniel, 1979), que podia ser debido a la existencia de
cariotipos desequilibrados menos desfavorables que otros. Seguramente al ser las
monosomias mas letales que las trisomias (Epstein y Trevis, 1979), y en este caso el
fragmento translocado del cromosoma 14 muy pequefio, los cigotos con el cariotipo con

trisomia parcial en el cromosoma 14 y monosomia parcial en el 15 se hubieran eliminado en
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etapas embrionarias tempranas, y sin embargo los cigotos con cariotipo desequilibrado pero

con monosomia parcial del cromosoma 14 o trisomia parcial de 15 hubieran salido adelante.

Villagomez et al. (1995b), publicaron la identificacion de un macho con una
translocacion heterozigota rep(7;17)(q26;q11), que presentaba una reduccion importante de
la prolificidad (41%), pero que ademds producia camadas con numerosos lechones que
morian en pocas horas. El resultado del andlisis citogenético de esos lechones reveld un
cariotipo desequilibrado con trisomias 0 monosomias parciales, presentando ademas estos
ultimos las mismas malformaciones descritas por Gustavsson y Jonsson (1992). En otros
lechones que también morian en pocas horas después de nacer, pero que no pudieron ser
analizados, se observaron otras malformaciones como presencia de hidropesia subcutanea en
el dorso, y contracturas en ambas falanges de las extremidades anteriores. Uno de los
lechones con trisomia parcial del cromosoma 17 fue objeto de un estudio reproductivo
gracias a que llego hasta la edad adulta (Villagomez et al., 1995b). Se propuso que el cigoto
sobrevivia a pesar del desequilibrio cromosomico porque la trisomia comprendia
unicamente un tercio de la longitud del cromosoma 17. Ademas basandose en los estudios
en humanos, se cree que existe una correlacion entre la presencia de bandas Q (o G)
negativas y el efecto del desequilibrio cromosémico (Korenberg, et al. 1978), y
precisamente en ese fragmento solo habia una banda G negativa de pequefio tamafio entre el

centromero y el segmento G positivo telomérico.

Posteriormente Ducos et al. (2004) también identificaron alguna de las
malformaciones anteriormente descritas, en lechones de un macho detectado portador de una
translocacion rcp(3;16)(q23;q22). Se trataba de un estudio muy amplio debido a que el
macho habia producido 100 camadas, y en todas ellas aparecian lechones afectados con
hendidura palatina (Figura 17). La descripcion de esos lechones también incidia en la
incapacidad de amamantarse, debido a defectos en el frenillo lingual. Se analizaron 5
lechones malformados de diferentes camadas y todos tenian el mismo cariotipo
desequilibrado 38, XX o XY derl6t(3;16)(q23;q22) con dos cromosomas 3 normales, un
cromosoma 16 normal y el otro translocado, es decir presentaba monosomia parcial del

cromosoma 16 y trisomia parcial del cromosoma 3 (Figura 18).

A pesar de las consecuencias reproductivas de las translocaciones reciprocas en
estado heterocigoto, generalmente los animales son fenotipicamente normales, con

rendimientos zootécnicos Optimos y no suelen presentar caracteristicas diferenciales de los
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animales con cariotipo normal. Todos los casos descritos de aparicion de malformaciones en
lechones son debidos a la presencia de cariotipos desequilibrados procedentes de la

fecundacion de gametos de un macho portador de una translocacion.

Figura 17: Hendidura palatina en un lechén (Ducos ef al. 2004).
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Figura 18: Cariotipo de un lechén nacido con malformaciones con cariotipo 38, XX
der16t(3;16)(q23;q22) con dos cromosomas 3 normales, un cromosoma 16 normal y

uno translocado (Ducos et al. 2004).
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N: cromosoma normal; der: cromosoma derivativo.

2.8 Control cromosomico de las poblaciones porcinas

Las repercusiones que las alteraciones cromosomicas, y en especial las
99translocaciones reciprocas, tienen sobre la reproduccion en porcino indican la necesidad
de que se lleve a cabo un control citogenético de los animales previamente a su utilizacion
como reproductores. Sin embargo solo hay constancia de muy pocos paises europeos que
estén realizando estos controles, mediante programas nacionales de erradicacion. La
sistematica utilizada se basa en el registro de todas las cubriciones realizadas en
explotaciones de reproductoras, con la identificacion de los verracos que aporta las dosis
seminales en cada una de ellas. De esta manera cualquier animal que presente una reduccion
de los parametros reproductivos (disminucion de la fertilidad, generacion de camadas de

menor tamafio, etc) puede ser detectado inmediatamente. El andlisis a tiempo real de estos
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datos, permite determinar que animales seran mas susceptibles de ser sometidos a un analisis
citogenético, principalmente determinando la frecuencia de los diferentes tamafios de
camada generados. Este tltimo punto relativamente sencillo en los machos, supone un
problema en el caso de las hembras debido a que generan un nimero menor de camadas y
hace mas dificil el reconocimiento de hembras sospechosas. Estos sistemas de deteccion
también han ido evolucionando, ya que durante los primeros afios existia un enorme retraso
en los sistemas de recogida informatizada de los datos reproductivos, y en consecuencia en
el momento de deteccion de un animal sospechoso en muchos casos éste ya habia sido

sacrificado (Popescu y Legault, 1988; Legault y Popescu, 1993; Ducos ef al., 2000).

El uso extendido de la inseminacion artificial en porcino hace indispensable el
control citogenético de los verracos, para evitar el uso de animales portadores de
alteraciones cromosomicas en los centros de inseminacion. La inseminacion artificial es una
de las principales tecnologias que han sido aplicadas a la reproduccion animal y que mayor
expansion ha experimentado. Desde los primeros trabajos realizados en este campo por
Ivanov (1922) en Rusia, se han ido mejorando los métodos de conservacion del semen
determinando los diluyentes Optimos para el semen porcino que permitieran la conservacion
del semen varios dias sin la pérdida de la capacidad fecundante de los espermatozoides
(Milovanov 1938; Anderson, 1945; Polge, 1956; Niwa, 1958). Aunque en un principio su
evolucion fue lenta desde los afios 80 su uso se ha ido extendiendo ampliamente en Europa y
EEUU, siendo actualmente utilizada en el 85% de las inseminaciones realizadas en Espaiia.
Las ventajas de la inseminacion artificial frente a los sistemas convencionales de cubricién
son numerosas, entre las que cabe destacar: la difusion mas rapida de la mejora genética
realizada en los reproductores, evitar la transmision de patologias por via sexual, un mayor
control de la produccion y calidad espermatica de los verracos, y la reduccion del nimero de
verracos necesarios en las explotaciones. En términos generales un verraco podria
suministrar dosis suficientes para una explotacion de 200-300 cerdas, lograndose hasta 500-
700 camadas al afio, lo que da una idea del alcance que podria tener la utilizaciéon de un

verraco con algin problema patologico en un centro de inseminacion.

La incorporacion de nuevas técnicas como el “SpermFISH” aplicada al control
citogenético de verracos antes de su utilizacion como reproductores, supondria una
herramienta fundamental a la hora de decidir la necesidad de eliminar un verraco. Como se

ha comentado existe una gran variabilidad en la reduccion de la prolificidad causada por los
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diferentes tipos de translocaciones reciprocas. Esta técnica permitiria valorar en el semen del
macho translocado la proporcion de espermatozoides cromosémicamente desequilibrados, y
utilizarla como una medida in vitro del efecto potencial que la presencia de la translocacion
en el macho pueda tener sobre la prolificidad. En aquellos animales portadores en que la
translocacion no tiene un efecto muy grave sobre la cantidad de espermatozoides con

desequilibrios cromosomicos, podria cuestionarse su eliminacion.

No obstante a pesar de la importancia del control de los verracos, parece ser que
habitualmente cuando una translocacion es heredada lo hace por via materna, y que podria
ser en las hembras donde precisamente las alteraciones cromosomicas se mantendrian en
una poblacion a lo largo del tiempo. Esto es debido a las mayores dificultades comentadas
en la deteccion de reproductoras sospechosas. Ademas del efecto principal de la presencia
de translocaciones reciprocas sobre la mortalidad embrionaria y por lo tanto sobre el tamafio
de camada, parece importante mediante la ayuda de los técnicos de las explotaciones
observar si se produce incremento en el nacimiento de animales con malformaciones. Este

puede ser indicativo de la existencia cariotipos desequilibrados cromosdémicamente.

En resumen, la realizacion de analisis citogenéticos en los reproductores, tanto de
hembras como de machos, se podria plantear como un requisito fundamental que evitaria las
enormes pérdidas econdmicas que supone la utilizacion de animales con alteraciones

cromosomicas en el cariotipo.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis ha sido el estudio citogenético de los reproductores
de dos poblaciones porcinas no controladas anteriormente a nivel cromosémico, y para ello

se han planteado los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar la incidencia de las alteraciones cromosdémicas en los verracos de
dos centros de inseminacion artificial.

2. Estudiar la repercusion de la presencia de alteraciones cromosomicas sobre la
calidad espermatica, y sobre los parametros reproductivos de prolificidad y

fertilidad.
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4. MATERIAL Y METODOS

El estudio se ha centrado en dos poblaciones porcinas de Castilla y Ledn que estaban
formadas por dos centros de inseminacion y por varias explotaciones de reproductoras
donde se destinaban las dosis seminales. La eleccion de ambas poblaciones se determind
por el descenso marcado en la prolificidad y/o de la fertilidad que se habia observado
previamente en las explotaciones donde se suministraban dosis procedentes de los centros

de inseminacion.

El estudio se inici6 con la recogida de los resultados reproductivos obtenidos de los
verracos del centro de inseminacion. En primer lugar se identificaron y obtuvieron los
datos de los animales (nimero de identificacion, edad, raza, fecha de alta e identificacion
de la ascendencia paterna y materna). A continuacion se analizo la prolificidad obtenida
en las cubriciones con dosis seminales de cada uno de los verracos (numero de lechones
nacidos vivos, muertos y totales por parto), y se calcularon las frecuencias de los distintos
tamafios de camada obtenidos. En funcion de este criterio y de la edad del verraco, se
establecio el orden para la realizacion de los analisis citogenéticos, considerando aquellos
con una mayor frecuencia de tamafios de camada pequefios (7 6 menos lechones nacidos
vivos) y de més edad como los prioritarios. Este orden se modificaba cuando se detectaba
la presencia de alguna alteracion cromosdmica en un animal, analizando en primer lugar

los animales que tenian algin parentesco con éste.

En aquellos animales identificados con alteraciones en el cariotipo, se recogieron los
datos de las cubriciones realizadas en cada una de las explotaciones de reproductoras para
proceder al estudio del posible efecto sobre la prolificidad y fertilidad, y también se
analizo la existencia de alteraciones en la calidad espermatica en los eyaculados de estos
animales. Los resultados se compararon con los obtenidos de los verracos
contemporaneos con cariotipo normal presentes en el centro de inseminacion, donde fue
detectado el verraco portador de la alteracion cromosomica. En la Figura 19 se presenta el

esquema del disefio experimental.
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Figura 19: Esquema del disefio experimental.
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4.1 Animales

Los animales muestreados para su posterior analisis citogenético pertenecian a las
dos poblaciones citadas y que se denominaran como A y B. El alcance del estudio

citogenético y las caracteristicas de cada poblacion fueron las siguientes (Tabla 4):

e En la primera poblacion (poblacion A), se analizo el cariotipo de 58 verracos del
centro de inseminacion. Se trataba de 5 verracos de raza Duroc y 53 de una linea
sintética comercial (60% Large White, 30% Pietrain y 10% Duroc). Las dosis
seminales de estos machos se destinaban a la inseminacién de reproductoras
pertenecientes a una linea sintética comercial hiperprolifica, compuesta por las
siguientes razas: 50% Large White, 44% Landrace y 6% Meishan.

¢ En la segunda poblacion estudiada (poblacion B), se realizé el andlisis citogenético
de 31 verracos del centro de inseminacion pertenecientes a la raza Duroc. Las dosis
seminales de los verracos se destinaban a explotaciones de reproductoras hibridas

compuestas por un 50% de raza Large White, y un 50% de raza Landrace.

Tabla 4: Descripcion de las poblaciones de estudio.

Poblacion A Poblacion B

N° total de verracos 58 31

Raza de los verracos > verracos Duroc 31 verracos Duroc
53 verracos LW xPx D

Raza de las hembras LW x LD x Meishan LW x LD

LW: Large White; P: Pietrain; D: Duroc;
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4.2  Analisis citogenético

El estudio citogenético de los animales se realizdo mediante la técnica de cultivo de
linfocitos de sangre periférica total (Sanchez, 2005), con modificaciones realizadas

previamente al presente estudio.

4.2.1 Recogiday transporte de las muestras de sangre

Las muestras de sangre se recogieron asépticamente mediante puncion de la vena
yugular o de la femoral, en un tubo BD Vacutainer® (Becton Dickinson, cat. n. 368884) de
4 ml con heparina (68 UI) como anticoagulante (Figura 20). Las muestras se trasladaron a
temperatura ambiente al laboratorio para ser procesadas en un tiempo maximo de 24-48

horas, evitando la exposicion a temperaturas extremas.

Figura 20: Extraccion de sangre de un cerdo (Coll y Morillo, 2005).
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4.2.2 Técnica de cultivo de linfocitos de sangre periférica

El andlisis citogenético se realizo en el laboratorio del Centro de Pruebas del Porcino
del Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Leon (ITACyL), y en el Departamento de
Reproduccion Animal del Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA). Si se detectaba la presencia de alguna alteracion cromosémica en el
cariotipo de un animal, el analisis era repetido en ambos laboratorios por duplicado.

El medio de cultivo y todos sus componentes se prepararon en condiciones de
esterilidad en cabina de flujo laminar vertical. Si no se indica lo contrario los medios y
reactivos que se han utilizado son de Gibco® (Invitrogen). El esquema de la metodologia
seguida se muestra en la Figura 23.

El cultivo de linfocitos se realizo en viales estériles de 30 ml que contenian 10 ml de
medio de cultivo RPMI 1640, suplementado con un 10% de NBCS (Newborn Calf Serum),
1,5% de Penicilina-Estreptomicina (10.000 Ul/ml/- 10.000 ug/ml), 1,5% de tampon Hepes
(IM) y 2,5% de L-Glutamina (200mM). Como agente mitdogeno que estimula la
proliferacion de los linfocitos T, se utilizé la fitohemaglutinina. Por ultimo, se afiadia al
medio un volumen de la muestra de sangre de 0,5 ml, y heparina sédica (Mayne) como
anticoagulante.

El cultivo se realizd en una estufa de cultivo, en atmosfera de aire, a 37°C durante 72
horas. En los ultimos treinta minutos de cultivo se afiadia Colcemid a una concentracion
final en el medio de 0,1 pg/ml. El Colcemid es un andlogo de la colchicina (Figura 21) que
despolimeriza los microtubulos del citoesqueleto, impidiendo la formacion del huso

mitotico, y por lo tanto bloqueando la mitosis en la etapa de metafase (Figura 22).

Figura 21: Formula del Colcemid.

H,CO
O NHCH,
H,CO Q

H,CO

OCH
C21H25N05

81



Material y métodos

Figura 22: Actuacion de la colchicina sobre la mitosis.
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4.2.3 Ruptura de membranas y fijacion celular

Una vez finalizadas las 72 horas del cultivo celular, se procedia segun el siguiente

protocolo:

1. El contenido de los viales de cultivo se traspasaba a tubos estériles. A
continuacion se centrifugaban a 450g durante 10 minutos, eliminando el
sobrenadante.

2. A cada tubo se le anadia una solucioén hipoténica de CIK (140 mOsm/Kg H,O)
atemperada a 37°C, y se mantenian 25 minutos en el bafio a 37°C. Esta solucion
provoca un choque osmotico en la célula, causando la entrada de agua en la célula
por un fendmeno de 6smosis, con la ruptura de las membranas celulares.

3. Los tubos se retiraban del bafio y se afiadian unas gotas de fijador Carnoy fresco
(3:1, metanol: acético), resuspendiéndose y centrifugandose de nuevo durante 10
minutos a 450g. El Carnoy actia como fijador, por una parte el acido acético
causa la lisis de las estructuras membranosas, y por otra el metanol precipita la
cromatina.

4. A continuacion de la centrifugacion, se descartaba el sobrenadante y se afiadian 8
ml de Carnoy, resuspendiéndose inmediatamente para evitar la formacion de

agregados celulares. Se centrifuga de nuevo durante 10 minutos a 450g.
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5. Este ultimo paso de fijacion se repetia de 3 a 5 veces, hasta obtener un
sobrenadante transparente y un pellet celular blanco sin restos citoplasmaticos. El
sobrenadante se eliminaba dejando de 1 a 2 ml de suspension celular para su
posterior extension.

6. La suspension se mantenia en frio a 4°C durante un tiempo minimo de 2 horas,

para favorecer la extension de los cromosomas.

4.2.4 [Extension de las preparaciones cromosémicas

La suspension celular se extendia en portaobjetos desengrasados y ligeramente
humedecidos. El material fijado restante se conservaba a -20°C.

Las condiciones en las que se realiza la extension condicionan la calidad de las
preparaciones, siendo importante que se mantenga una temperatura de unos 20°C y una

humedad relativa del aire del 40-45%.

4.2.5 Técnica de bandeo cromosomico

La técnica de bandeo cromosomico utilizada para tefir las extensiones de
cromosomas metafasicos fue el bandeo GTL, basada en el método descrito por Seabright
(1971). Este tipo de bandeo consiste en un tratamiento enzimatico con tripsina y una
coloracion posterior con Leishman (Sigma). El protocolo utilizado fue el siguiente:

1. El porta se sumergia en una solucion de tripsina al 0,05% en solucion salina. El
tiempo variaba entre 5-20 segundos, dependiendo de la muestra, de las
condiciones del choque hipotonico y fijacion celular, y de la temperatura
ambiente.

2. A continuacion se lavaba el porta en solucion salina.

3. Inmediatamente se sumergia en solucion de colorante Leishman diluida en una
proporcion 1:3 (una parte de solucion colorante en 3 partes de solucion salina). La
solucion Leishman habia sido previamente preparada diluyendo 0,15 g de
colorante (Sigma) en 100 ml de metanol.

4. El porta se mantenia durante 3 minutos en la solucién colorante y a continuacion

se lavaba de nuevo en solucion salina.
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El resultado del bandeo cromosémico se examind en un microscopio de campo claro

(Olympus) a 1000 aumentos.

4.2.6 Analisis microscépico

Los analisis se llevaron a cabo mediante el software CytoVision Genus® (Applied
Imaging) en el ITACyL, y el software lkaros (MetaSystems) en el INIA (Figura 24). El
numero de cromosomas se contd en al menos quince metafases completas por individuo, de
las cuales se ordenaron los cromosomas de al menos diez de ellas para comprobar si
presentaban un cariotipo normal (Figura 25). Los cromosomas se organizaron de acuerdo al
cariotipo estandar del cerdo (Committee for the Satandardized Karyotype of the Domestic
Pig, Gustavsson , 1988).
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Figura 23: Etapas de la técnica de obtencion de preparaciones cromosémicas a partir

del cultivo de linfocitos.
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Figura 24: Analisis microscépico informatizado del cariotipo.
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Figura 25: Cariotipo normal de un verraco.
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4.3 Valoracion de los parametros espermaticos

El ritmo de recogida fue de una extracciéon semanal por verraco. El procedimiento
para la recogida del semen se realizdo mediante extraccion manual en recipiente atemperado
a 37°C, recogiéndose la fracciobn espermatica y postespermatica del eyaculado.
Inmediatamente se transportaba al laboratorio donde se anotaba el volumen de recogida, se
procedia a la evaluacion de los parametros espermaticos, y se diluia en diluyente comercial
atemperado a 37°C hasta conseguir una concentracion final por dosis de 3x10°
espermatozoides. Las dosis seminales se mantenian a 15°C hasta su transporte a las
explotaciones de reproductoras.

Los datos de las recogidas realizadas a cada verraco se registraban mediante el
programa de gestion MR-A® WinPro (Kubus S.A.).

Se realizO una contrastacion del semen puro valorandose la concentracion
espermatica, la motilidad, el estado del acrosoma y el porcentaje de morfoanomalias.

La concentracion espermatica se calculd mediante recuento en camara de Biirker,

utilizando semen puro diluido en proporcion 1:100 en una solucion salina formolada. El
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recuento se realiz6 en un microscopio de contraste de fases (Nikon) a 400 aumentos,
expresandose el resultado en niimero de espermatozoides por mililitro (spz x 10%ml). La
concentracion total de espermatozoides por eyaculado se calculd multiplicando la
concentracion espermatica por el volumen de eyaculado obtenido.

El porcentaje de motilidad era evaluado por un operario, a partir de una muestra de
semen depositada sobre un portaobjetos atemperado en una placa calefactora a 37°C, y
mediante la observacion en un microscopio de contraste de fases a 100 aumentos.

El porcentaje de morfoanomalias y el estado del acrosoma se valoraron a partir de
semen puro (100pul), diluido en 1 ml de una solucion de glutaraldehido al 2%. El porcentaje
de morfologias anormales se valor6 a partir de la observacion de al menos 100 células con el
microscopio de contraste de fases a 400 aumentos, clasificandolas en: normales, con
presencia de gota citoplasmatica distal, con gota citoplasmatica proximal, o con presencia
de cola en latigo y otras formas anormales. El estado del acrosoma se valordé a 1000
aumentos en microscopio de contraste de fases mediante el recuento en 100
espermatozoides, clasificandolos segin la presencia de acrosoma normal o dafado

(incluyendo en este ultimo los estados “perdiendo” o “perdido”) (Pursel et al., 1972).

4.4 Metodologia de la inseminacion artificial en las explotaciones

La deteccion del celo de las hembras se realizaba observando el reflejo de
inmovilidad de la reproductora ante el contacto con un verraco recela. En el caso de la
poblacion A la deteccion de celo se realizaba dos veces al dia, en las primeras horas de la
mafiana y de la tarde. Una vez detectado el celo de las hembras, se procedia a aplicar una
dosis seminal de 100 ml con una concentracion de 3x10’/ml espermatozoides, y a las 24
horas se reinseminaba con otra dosis. En el caso de volverse a detectar el celo se aplicaban
sucesivas dosis cada 12 hasta que desapareciese la sintomatologia del celo. En la poblacion
B la deteccion del celo de las reproductoras se realizaba solo a primera hora de la mafana, y
una vez detectado se inseminaba con una dosis seminal de 100 ml de 3x107/ml
espermatozoides y una segunda dosis a las 24 horas. Por lo tanto en el caso de la poblacion
A, las reproductoras podian llegar a estar cubiertas con numerosas dosis seminales segun la
duracion del celo, mientras que en el caso de la poblacion B en todos los casos se utilizaban
dos dosis seminales. Estas dobles o multiples inseminaciones se realizaban en su mayoria

con dosis seminales de machos diferentes.
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4.5 Evaluacion de los parametros reproductivos en las poblaciones

estudiadas

Los parametros reproductivos evaluados fueron la tasa de fertilidad y la prolificidad
de las reproductoras de las dos poblaciones, inseminadas con dosis seminales de los machos
de ambos centros de inseminacion. Los datos se depuraron observandose que no se
produjera coincidencia en una misma cubricion de la inseminacion con dosis seminales de
varios verracos con diferentes alteraciones cromosomicas, para poder analizar el efecto de
cada una por separado. Se registraron los datos reproductivos de una explotacion de
reproductoras en el caso de la poblacion A y de dos explotaciones en el caso de la B. De
cada una de las reproductoras se controlaba el momento de la inseminacion, el niimero de
dosis seminales utilizadas y la identificacion del verraco, asi como la gestacion y el parto
anotandose los posibles abortos y el nimero de lechones nacidos vivos y muertos por
camada. El nimero de lechones destetados por cerda y parto no pudo ser controlado en
ninguna de las dos poblaciones, debido a que durante las primeras 24 h de vida se realizaban
adopciones entre camadas para equilibrar el nimero de lechones por hembra. La fertilidad
fue determinada para cada verraco como el porcentaje de cubriciones en que se logrd
finalizar la gestacion del total de cubriciones realizadas. La prolificidad fue definida como el
numero de lechones nacidos totales por camada. Los programas de gestion de las
explotaciones de reproductoras con los que se registraron todos los datos fueron el software
ZAP (Agrovision) en el caso de la poblacion A, y FARM (Agrovision) en el caso de la
poblacion B.

Los resultados de prolificidad y fertilidad en las hembras, debido al tipo de manejo
en las explotaciones, se obtuvieron a partir de cubriciones realizadas con varias dosis
seminales de verracos que en la mayoria de los casos eran diferentes. Por lo tanto para
analizar el efecto de un determinado macho detectado con una alteracion cromosdmica sobre
los parametros reproductivos, se clasificaron las cubriciones realizadas con sus dosis
seminales en funcion de su porcentaje de participacion (dosis del verraco*100/dosis
seminales totales usada por cubricién). No obstante en algunos casos si que se obtuvieron
datos registrados de cubriciones realizadas en pureza, es decir con todas las dosis seminales
aplicadas pertenecientes al mismo verraco en estudio. La clasificacion de los tipos de
cubriciones para el analisis del efecto sobre los parametros reproductivos de un determinado

macho portador de una alteracion cromosomica fueron los siguientes:
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- Poblaciéon A: Segin el patron utilizado de deteccion de celos y el sistema de
cubriciones, en la mayoria de los casos se utilizaban un nimero elevado de dosis
seminales por cubricion. Para cada verraco se procedio a la clasificacion de todas
las cubriciones en las que participaba con alguna dosis en cuatro grupos
diferentes:

a) cubriciones en las que hasta un 25% de las dosis usadas pertenecian al verraco,

b) cubriciones en las que hasta un 50% de las dosis usadas pertenecian al verraco,

¢) cubriciones en las que hasta un 75% de las dosis usadas pertenecientes al
verraco,

d) y aquellas cubriciones realizadas inicamente con dosis del verraco (100%).

- Poblacién B: en esta poblacion se inseminaba a cada hembra unicamente con dos
dosis seminales por cubricion, y por lo tanto para evaluar el efecto de un
determinado verraco se establecieron solo dos clases de cubriciones:

a) cubriciones en que el verraco participaba con una dosis seminal (50%),

b) y cubriciones en pureza en que las dos dosis pertenecian al verraco (100%).

4.6 Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron usando el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis
Systems Institute, 1990, v. 9.1). Por un lado se analizaron para cada verraco identificado con
alteracion cromosomica los resultados reproductivos de fertilidad y prolificidad, y por otro
se analizaron los resultados de la calidad espermatica.

El efecto de la presencia de las alteraciones cromosdmicas sobre los resultados
reproductivos de fertilidad y prolificidad se analizd por separado para cada uno de los
verracos identificados como portadores. La unidad experimental en el caso del analisis de
los datos de prolificidad fue la camada, y para el caso del andlisis de la tasa de fertilidad fue
la cubricion. En la poblacion B, cuando existian datos registrados de las dos explotaciones
de reproductoras se analizaron por separado. Los resultados de la prolificidad obtenida se
evaluaron mediante un andlisis de varianza con el procedimiento GLM. Para analizar el
efecto sobre la fertilidad se utilizo el procedimiento CATMOD. En el modelo se incluyo

como efecto fijo la presencia de la alteracion en el cariotipo, que presentd varios niveles
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correspondientes a los diferentes porcentajes de dosis seminales del verraco con alteracion
utilizadas para las cubriciones.

El efecto de la estacion del afio en que se realizaba cada cubricion (primavera,
verano, otoflo, invierno) y el del nimero de parto de la hembra se incluyeron en un primer
analisis en el modelo estadistico. Sin embargo al comprobar que incluyendo todos los
efectos no variaban en ningtn caso las diferencias significativas obtenidas debidas al efecto
de la alteracion, éstos fueron eliminados del modelo.

Los resultados de la evaluacion de los parametros espermaticos de los verracos con
alteraciones cromosomicas fueron comparados con los obtenidos de los verracos
contemporaneos en el centro de inseminacion con cariotipo normal. La unidad experimental
considerada fue cada recogida seminal, y los datos se analizaron mediante un analisis de
varianza con el procedimiento GLM. El efecto fijo considerado en el modelo fue la
presencia de la alteracion en el cariotipo. En un analisis preliminar se incluyo6 el efecto de la
estacion del afio en que se recogia, sin embargo al no variar las significaciones detectadas
debidas al efecto de la presencia de la alteracion dicho efecto se elimind del modelo
estadistico.

El analisis estadistico descriptivo de las frecuencias de los distintos tamafios de
camada se realizd mediante el procedimiento FREQ.

Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas si P<0,05.
Cuando el analisis de varianza revelaba efectos significativos, las medias se compararon
mediante la instruccion LSMEANS, Los datos se expresan como la media por minimos

cuadrados =+ error estandar de la media.
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5. RESULTADOS

Los resultados del analisis citogenético de las dos poblaciones (A y B) se presentan a
continuacion. Para cada verraco identificado como portador de alguna alteracion
cromosdmica en el cariotipo los resultados se desarrollan en los siguientes apartados:

1. Descripcion detallada de la alteracion cromosdmica segun los resultados del

analisis citogenético.

2. Valoracion de los resultados reproductivos del animal (prolificidad y fertilidad).

3. Valoracion de los resultados del estudio de la calidad espermatica del verraco.

5.1. Resultados de la poblacion A

Los resultados del analisis de cariotipo de los verracos del centro de inseminacién de
la poblacion A, determinaron que 56 de los 58 animales analizados presentaron un cariotipo
normal (38, XY). Sin embargo se detectd la presencia de alteraciones cromosémicas en el
cariotipo de 2 verracos de raza Duroc, utilizados como finalizadores en granjas comerciales.
El andlisis previo de la poblacion habia mostrado que estos animales presentaban datos
reproductivos alterados, generando un elevado nimero de camadas de pequeio tamafio. El
cariotipo de los progenitores de estos animales no pudo ser analizado, ya que habian sido
sacrificados en el momento en que se realizd el estudio citogenético. Sin embargo los
registros del arbol genealogico demostraron que estaban emparentados ya que presentaban
un abuelo comin. La alteracion cromosomica identificada en el cariotipo de ambos verracos

fue de tipo estructural, tratindose de una translocacion cromosomica reciproca idéntica.

A continuaciéon se presentan los resultados del analisis citogenético de ambos
verracos, y del estudio de los parametros reproductivos comparados con los obtenidos de
verracos contemporaneos con cariotipo normal en las mismas explotaciones de
reproductoras. En el caso del estudio de los pardmetros espermaticos de ambos verracos se
comparan con los obtenidos en verracos contemporaneos del centro de inseminacion y de la

misma raza Duroc.
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5.1.1. Resultados obtenidos con el verraco portador 1

El macho presentaba caracteristicas fenotipicas completamente normales. En el
momento en que se le realizd el analisis citogenético tenia 38 meses de edad, y llevaba en el

centro de inseminacion dos afios y siete meses.

5.1.1.1.  Analisis citogenético

El analisis del cariotipo del verraco determind en todas las metafases un
complemento cromosomico correcto 38,XY. No obstante, a pesar de no presentar alteracion
cromosdmica numérica, en todas las células se observo una longitud mas corta del brazo
largo (q) de uno de los cromosomas del par homologo 1, y se localizé una longitud anormal
del brazo corto (p) de un cromosoma del par 11. Mediante el analisis en detalle del patron de
bandas G, se determind que se trataba de una translocacion reciproca entre ambos
cromosomas, produciéndose una fragmentacion y posterior fusion entre los fragmentos. Los
puntos de fragmentacion se determinaron en la banda positiva q24 del cromosoma 1y en la
banda negativa p13 del cromosoma 11 (Figura 26). Por lo tanto la alteracion descrita en este

individuo corresponde a la translocacion reciproca rcp(1;11)(q24;p13).
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Figura 26. 26.A: Cariotipo de bandas G del verraco 1 de la poblacién A,
rep(1;11)(q24;p13). 26.B: imagen de la metafase. 26.C: Detalle de la translocacion. Los

puntos de fragmentacion estan indicados con flechas.
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5.1.1.2. Impacto en los resultados reproductivos del verraco portador

La repercusion de la presencia de la translocacion cromosomica en el cariotipo del
verraco sobre la eficiencia reproductiva se estudié en un total de 523 cubriciones. Estas
fueron clasificadas en cuatro grupos en funcion del porcentaje de participacion del verraco:
25-50-75 y 100% de la totalidad de las dosis seminales utilizadas por cubricién
pertenecientes al verraco portador. Los resultados se compararon con 181 cubriciones
realizadas en la explotacion de reproductoras en el mismo periodo de tiempo, pero con dosis
seminales de los machos con el cariotipo normal (38, XY) del mismo centro de
inseminacion. En la Tabla 5 se reflejan los resultados del efecto de la participacion en las

inseminaciones del macho portador de la translocacion sobre el tamafio de la camada.

Tabla 5: Influencia sobre el tamafio de camada de la participacion del verraco 1

portador de la translocacion en las cubriciones (media + error estindar de la media).

% Dosis del macho portador’

Machos no
portadores 25 50 75 100
P-valor

R 167 224 158 71 22
camadas
Lechones
nacidos | 13,58+0,259%| 13,15+0,223%|  12+0,266° 11,93+0,397° | 9,59+0,713° | <0,0001
totales
Lechones
nacidos | 12,73+0,247% | 12,29+0,213%| 11,17+0,254° | 11,14+0,380° | 9,18+0,682° | <0,0001
vivos
Lechones
nacidos 0,85+0,098 | 0,86+0,085 0,83+0,101 0,79+0,150 | 0,41+0,270 | 0,6139
muertos

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).
'Porcentaje de dosis seminales por cubricion pertenecientes al macho portador de la

translocacion.

El ntimero de lechones nacidos totales se redujo significativamente (P<0,0001) en
funciéon del porcentaje de participacion en la cubricion del macho portador de la
translocacion. La reduccion en el tamafio de camada se manifestd gradualmente a medida
que el macho portador participaba con un mayor nimero de dosis en la cubricidn,

observandose diferencias significativas entre: a) cubriciones sin participacion del macho o
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con un 25% de las dosis del macho portador, b) aquellas que participaba al 50 6 75% y c)
cuando uUnicamente se usaban dosis del macho portador (Figura 27). En las 22 camadas
obtenidas de cubriciones en pureza con dosis seminales del macho portador se observd una
reduccion de 3,99 lechones nacidos totales menos respecto al dato obtenido en cubriciones

con machos sin la alteracién cromosomica (13,58 vs. 9,59 lechones totales).

En el numero de lechones nacidos vivos por parto se observo también una reduccion
significativa (P<0,0001) cuando se compara el grupo de cubriciones realizadas con dosis de
machos normales o con el macho portador participando como maximo en el 25% de las
dosis, y aquellas cubriciones con un 50 6 75% de las dosis del macho portador (12,73 y
12,29 vs. 11,17 y 11,14 lechones). Por lo tanto la diferencia en el nimero de lechones
nacidos vivos entre las camadas de machos de cariotipo normal, y aquellas en que la mitad
de las dosis seminales habian sido del macho portador era de 1,56 lechones. Las 22 camadas
resultantes en pureza de cubriciones realizadas unicamente con dosis seminales del macho
portador (100% de participacion), fueron las que presentaron significativamente el menor
numero de lechones nacidos vivos por camada (9,18 lechones) (Figura 27). En
consecuencia, la diferencia entre el tamafio de las camadas generadas por cubriciones con
machos con cariotipo normal y aquellas por el macho con la translocacion fue de 3,55

lechones nacidos vivos menos.

El descenso de la prolificidad observada en este primer macho identificado portador
de la translocacion rep(1;11)(q24;p13) fue de un 29,38%, respecto a la obtenida de machos

contemporaneos con cariotipo normal.

No se observaron diferencias significativas en el numero de lechones nacidos
muertos por parto entre las hembras inseminadas con diferente porcentaje de dosis del

macho portador de la translocacion y aquellas inseminadas con otros machos.
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Figura 27: Influencia de la participacion del verraco portador de la translocacion
sobre el nimero de lechones nacidos por parto. Letras diferentes en una misma linea

indican diferencias significativas (P<0,05).
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Adicionalmente se estudi6 la distribucion de frecuencias de los distintos tamafios de
camadas (lechones nacidos vivos) obtenidos en funcién del porcentaje de participacion del
verraco portador de la translocacion. En la Figura 28 se observa que a medida que aumenta
la participacion del macho portador en la cubricion se incrementa la frecuencia de tamafios
de camada pequefios, y a su vez se obtienen menos camadas de tamafios grandes. El valor
medio del tamafio de la camada se observa como va disminuyendo a medida que se cubre a
las reproductoras con un mayor porcentaje de participacion del verraco portador, y el error

estandar aumenta debido a la disminucion del namero de réplicas.
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Figura 28: Distribucion de frecuencias del tamafio de camada (nacidos vivos) segin la
participacion del macho portador en la cubricion.
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Los resultados de fertilidad, en funcién de la participacion del macho portador de la
translocacion se presentan en la Tabla 6. Se analizaron 523 cubriciones realizadas con
diferentes porcentajes de participacion del macho portador, no se encontraron diferencias
significativas respecto a las cubriciones con dosis de machos de cariotipo normal
(P=0,6721). Aunque no se encontraron diferencias significativas, los valores de fertilidad
obtenidos en cubriciones con el macho portador en pureza (100%) son numéricamente
inferiores a los obtenidos en cubriciones con machos con cariotipo normal (88% vs.

92,82%).

Tabla 6: Efecto sobre la fertilidad de la participacién del verraco 1 portador de la

translocacion en las cubriciones (media + error estaindar de la media).

% Dosis del macho portador’

Machos no
portadores
25 50 75 100
o P-valor
N'de 181 250 174 74 25
cubriciones
% fertilidad | 92,82+2,064 | 90,4+1,756 | 91,38+2,105 | 94,59+3,228 | 88+5,553 | 0,6721

'Porcentaje de dosis seminales por cubricion pertenecientes al macho portador de la
translocacion.

5.1.2. Resultados obtenidos con el verraco portador 2

En la poblacion A fue detectado un segundo verraco portador de la misma
translocacion reciproca rcp(1;11)(q24;p13) que la descrita anteriormente. Presentaba
también caracteristicas fenotipicas normales. En el momento del andlisis tenia 13 meses de

edad y llevaba en el centro de inseminacion 6 meses.

5.1.2.1.  Anailisis citogenético

El anélisis del cariotipo determiné la presencia de la misma translocacion reciproca
que el verraco 1: rcp(1;11)(q24;p13). La informacién genealdgica obtenida permitio
concretar los dos animales presentaban un abuelo en comun. El analisis de todas las

metafases obtenidas a partir del cultivo de linfocitos y el posterior bandeo G, reveld la
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presencia de la alteracion en todas sus células. El cariotipo resultante se muestra en la Figura
29.

Figura 29. 29.A: Cariotipo de bandas G del verraco 2 de la poblacion A,
rep(1;11)(q24;p13). 29.B: imagen de la metafase. 29.C: Detalle de la translocacion. Los

puntos de fragmentacion estan indicados con flechas.
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5.1.2.2. Impacto en los resultados reproductivos del verraco portador

El estudio reproductivo de este verraco se realizd con los resultados de las
cubriciones realizadas en la misma explotacion de reproductoras que en el caso del verraco
anterior, aunque en un periodo de tiempo posterior. En total se realizaron 259 cubriciones en
las que se utilizaron dosis seminales del verraco portador, y que se clasificaron en dos
grupos en funcioén del porcentaje de participacion del verraco: 25 y 50% de la totalidad de
las dosis seminales utilizadas por cubricion pertenecientes al verraco portador. Los
resultados reproductivos se compararon con 121 cubriciones realizadas en la explotacion de
reproductoras en el mismo periodo de tiempo, pero con dosis seminales de los machos con

el cariotipo normal (38, XY) del mismo centro de inseminacion.

Los resultados del estudio de la participacion del verraco portador de la translocacion
sobre los datos reproductivos se presentan en la Tabla 7. Los datos fueron comparados con

los obtenidos en verracos con cariotipo normal.

El nimero de lechones nacidos totales por camada mostré una marcada tendencia
(P=0,0587) a reducirse cuando el macho portador participaba en el 25% de la cubricion, y
parece que el descenso se incrementaba en aquellas camadas resultantes de cubriciones
realizadas con el 50% de las dosis seminales del verraco portador. EI nimero de lechones
nacidos vivos por camada resultd ser significativamente menor cuando en la cubricion
participaba el macho portador hasta en un 50% de las dosis (P=0,0493). El valor medio de
lechones nacidos vivos descendié de 12,29 lechones nacidos vivos en las camadas de
machos no portadores, a 11,41 y 11,25 lechones cuando el macho portador participaba al
25% 6 50% en la cubricion respectivamente. Por lo tanto, cuando el verraco 2 portador de la
translocacion rcp(1;11)(q24;p13) participaba en un 50% en las cubriciones producia un
descenso de la prolificidad de un 7,55%, correspondiente a una disminucion de la

productividad en lechones nacidos vivos de un 8,46% (Figura 30).
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Tabla 7: Influencia sobre el tamafio de camada de la participacion del verraco 2

portador de la translocacion en las cubriciones (media + error estindar de la media).

Machos no | % Dosis del macho portador'
portadores
25 50
= P-valor
W0 109 185 51
camadas
Lechones
nacidos 13,38+0,307 | 12,54+0,237 12,37+0,449 0,0587
totales
Lechones
nacidos 12,2940,310* | 11,4140,239° 11,25ﬂ:0,454b 0,0493
vivos
Lechones
nacidos 1,09+0,165 1,14+0,127 1,12+0,241 0,9761
muertos

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas
(P<0,05).

'Porcentaje de dosis seminales por cubricién pertenecientes al macho
portador de la translocacion

En el caso del namero de lechones nacidos muertos por camada, igual que en el caso
del verraco 1, tampoco se vio afectado con la participacion creciente del macho portador en

las cubriciones.

Ademas de los datos que se reflejan en la Tabla 7, se obtuvieron cuatro camadas
resultantes de cubriciones con un porcentaje de participacion de dosis del verraco portador
de un 75%. Aunque no pudieron ser analizadas estadisticamente a causa del reducido
numero de réplicas, los valores medios del tamafo de las camadas fue de 9 lechones nacidos
vivos, 3,50 nacidos muertos y 12,5 nacidos totales, indicando un descenso importante de los
lechones nacidos vivos y un incremento en los lechones nacidos muertos respecto a los

machos contemporaneos.
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Figura 30: Influencia de la participacion del macho portador de la translocacion sobre
el namero de lechones nacidos por parto. Letras diferentes en un mismo color indican

diferencias significativas (P<0,05).
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El analisis de las frecuencias de los tamafios de camada (lechones nacidos vivos), en
funcién de la participacion o no del macho portador se refleja en la Figura 31. A medida que
el verraco portador participa con mas dosis en la cubricion, se observa un aumento de la
frecuencia de camadas con un tamafio por debajo de la media, y una menor frecuencia de

camadas con tamaiio por encima de la media.
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Figura 31: Distribucién de frecuencias del tamaiio de camada (nacidos vivos) segiin la

participacion del macho portador en la cubricion.
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En la Tabla 8 se refleja el analisis de los porcentajes de fertilidad obtenidos en las
259 cubriciones con el verraco portador en comparacion con las cubriciones con machos de
cariotipo normal (121 cubriciones). El porcentaje medio de fertilidad fue de un 91,74% en
las cubriciones realizadas sin el macho portador, de un 92,57% de fertilidad cuando el
macho participaba en la cubricion en un 25% y de 89,47% cuando lo hacia en un 50%. Este
descenso numérico de la tasa de fertilidad no llegd a ser estadisticamente significativo P=

0,7815).

Tabla 8: Efecto sobre la fertilidad de la participacion del verraco 2 portador de la

translocacion en las cubriciones (media + error estandar de la media).

% Dosis del macho
Machos no portador'
tad

portadores 25 50
o P-valor

N'de 121 202 57

cubriciones

% fertilidad | 91,74+2,496| 92,571,932 | 89,47+3,637 | 0,7815

'Porcentaje de dosis seminales por cubricion pertenecientes al macho
portador de la translocacion.

5.1.3. Apreciacion de la viabilidad post-parto de los lechones nacidos de los

verracos 1y 2.

El niimero de lechones destetados por parto no pudo cuantificarse, por realizar la
explotacion manejos de adopcion entre camadas. No obstante se pudo apreciar una elevada
mortalidad post-parto de lechones, en aquellas hembras que habian sido inseminadas con
alguna dosis seminal de los verracos portadores de la translocacion. Este incremento de la
mortalidad, se debia a la presencia de varias malformaciones en los lechones nacidos vivos.
Entre éstas se observaron lechones débiles con dificultad para amamantarse, apreciandose
las siguientes malformaciones (Figura 32): fisuras palatinas, ascitis, testiculos con hidroceles
y malformaciones de aplomos en los miembros anteriores. En general, aunque los lechones
nacieran vivos eran poco viables y morian en las primeras 24-48 horas después del parto. La

elevada mortalidad de lechones nacidos con malformaciones, era mas acusada a medida que
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se inseminaba con un mayor porcentaje de dosis de los verracos portadores de la

translocacion.

Figura 32: Lechones nacidos de las camadas de los verracos 1 y 2. 32.1: Lechones

débiles. 32.2: Fisura palatina. 32.3: Malformaciones de aplomos en los miembros

anteriores.

32.1 32.2

32.3

5.1.4. Estudio de la calidad espermatica de los verracos portadores de la

translocacion rcp(1;11)(q24;p13).

En la Tabla 9 se presentan los resultados obtenidos de los parametros espermaticos
de los eyaculados de ambos verracos portadores. Estos datos se compararon con los

obtenidos del resto de verracos contemporaneos de la misma raza 'y con el cariotipo normal
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del centro de inseminacion. Se obtuvieron datos de 66 eyaculados del verraco 1, 24 del
verraco 2 'y 61 en el caso de los verracos con cariotipo normal. La edad de los animales en el

periodo en que fueron efectuadas las recogidas seminales fue de:
- Los 27 a 40 meses en el caso del verraco 1.
- Delos 8 alos 13 meses para el verraco 2.

- Delos 8 a los 40 meses en el caso de los verracos contemporaneos.

Tabla 9: Influencia de la presencia de la translocacion reciproca en los verracos 1y 2

sobre la calidad espermatica (media + error estaindar de la media).

Verracos Portadore;.(i(i la tzlznsllgcaci(m
cariotipo rep(1;11)(q24;p13)
Parametros espermaticos normal Verraco 1 Verraco 2
P-valor
N° de recogidas seminales 61 66 24
Volumen de eyaculado (ml) 155,3345,043" | 132,15+4,885" | 115,4248,040° | <0,0001
Motilidad (%) 83,93+0,313° 82,97+0,306" | 84,17+0,500° | 0,0390
Concentracion espermatica 334,59+14,227° | 454,61+13,782° | 260,42422,682° | <0,0001
(espermatozoides x10°/ml)
Nimero de espermatozoides por | 5, ;.3 198 | ) 443,098" | 31,03+5,099° | <0,0001
eyaculado (x10°)
Acrosomas normales (%)1 77,58+1,369 75,78+1,087 83,33+£3,011 0,0600
Colas en latigo (%) 8,63+0,911° | 10,36+0,882" | 5,97+1,452° | 0,0345
Gota citoplasmatica proximal (%) 2,52+0,481° 5,10ﬂ:0,459b 3»,81i0,777ab 0,0008
Gota Citoplasmatica distal (%) 10,91+1,180° 18,07+1,152° 5,11£1,881¢ | <0,0001

a, b, ¢: Superindices diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).
1 , . . ..

Parametro valorado en 29 recogidas seminales en el caso de los verracos de cariotipo normal, 48
recogidas para el verraco 1y 6 recogidas para el verraco 2.

Los resultados obtenidos indican que los machos portadores de la translocacion
rep(1;11)(q24;p13) presentaron una reduccion significativa del volumen de eyaculado
respecto a los machos con cariotipo normal. La concentracion espermatica diferia entre
ambos verracos con la translocacion, siendo menor en el verraco 2 y mayor en el verraco 1
respecto a los machos con cariotipo normal (260,42 vs. 454,61 y vs. 334,59
espermatozoides/ml, P<0,0001). Asi el numero total de espermatozoides por eyaculado

también mostré las mismas diferencias, correspondiendo el valor mas elevado al verraco 1,y

el menor al verraco 2, mostrando los machos contemporaneos un numero de
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espermatozoides por eyaculado con un valor intermedio (62,4x10° vs. 31,03x10° y Vs.

52,7x10° respectivamente, P<0,0001).

Los parametros espermaticos cualitativos del verraco 1 portador de la translocacion
rep(1;11)(q24;p13) presentaron diferencias respecto a los machos con cariotipo normal, y
también respecto a los obtenidos en el verraco 2 portador de la misma translocacion. El
porcentaje de motilidad de los espermatozoides fue significativamente menor en el verraco 1
que en el verraco 2, que no mostré diferencias significativas con los verracos
contemporaneos (82,97% vs. 84,17% y vs. 83,93%, P=0,0390). La presencia de gota
citoplasmatica proximal fue mayor en el verraco portador 1 que en los verracos
contemporaneos (5,10% vs. 2,52%, P=0,0008), pero este porcentaje no fue diferente al
encontrado en el verraco 2 (3,81%) que presentd valores similares a los verracos con
cariotipo normal. El porcentaje de gota citoplasmatica distal en los espermatozoides fue
significativamente mayor en el verraco portador 1 que en los verracos con cariotipo normal
(18,07% vs. 10,91%, P<0,0001), siendo el verraco 2 el que presentd el menor porcentaje de
esta morfoanomalia (5,11%). El porcentaje de colas en latigo observado en el verraco 1 fue
significativamente mayor que el del verraco 2, pero ambos fueron similares a los obtenidos

en los machos contemporaneos (10,36% vs. 5,97%, y vs. 8,63%, P=0,0345).

5.2. Resultados de la poblacion B

A continuacién se presentan los resultados obtenidos con el estudio de una segunda
poblacion de verracos, la cual estaba formada por 31 machos de raza Duroc localizados en
un centro de inseminacion. Los datos reproductivos obtenidos fueron de dos explotaciones

de reproductoras donde se destinaban las dosis seminales de dichos animales.

Se confirmd que tres reproductores eran heterocigotos para una translocacion
cromosoOmica reciproca. Dos de ellos eran hermanos de camada y eran portadores de la
misma translocacion (verracos 3 y 4), y el tercero presentaba otra translocacion (verraco 5).
Los progenitores de los tres verracos habian sido sacrificados en el momento en que se
realizo este estudio, y por lo tanto no se pudo analizar el origen de la translocacion. En el
estudio previo de los datos reproductivos de los verracos que se realizd en esta poblacion,

los tres animales portadores de translocacion presentaban una frecuencia elevada de
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camadas con tamafios menores 7 lechones nacidos vivos, y por lo tanto fueron considerados

como sospechosos de presentar alteraciones citogenéticas.

Los tres machos identificados portadores de una translocacion reciproca, se
encontraban en servicio en el centro de inseminacion en el momento del analisis. Las dosis
seminales de los verracos 4 y 5 se habian distribuido a dos explotaciones de reproductoras,
denominadas como explotacion 1 y 2, mientras que las dosis seminales del verraco 3
unicamente a la explotacion 2. A continuacion se presentan los resultados del analisis
citogenético de los verracos, del estudio de los parametros reproductivos obtenidos en las
explotaciones de reproductoras citadas anteriormente, y del estudio de la calidad

espermatica.

5.2.1. Resultados obtenidos con el verraco portador 3

Este reproductor llevaba 12 meses en el centro de inseminacién y contaba con 23
meses de edad en el momento del analisis de cariotipo. Asimismo presentaba un fenotipo

completamente normal.

5.2.1.1. Analisis citogenético

El complemento cromosdmico de este macho era normal 2n=38. Sin embargo en
todas las células analizadas aparecia un cromosoma submetacéntrico de longitud intermedia
entre la del cromosoma 1 y 2, faltando un homoélogo del par cromosémico 3. A su vez entre
los cromosomas acrocéntricos aparecia un acrocéntrico de longitud similar al par
cromosomico 16 y unicamente un cromosoma del par 14. El bandeo G permiti6 determinar
que se trataba de una translocacion cromosdmica reciproca entre el cromosoma 14 y el 3. En
la Figura 33 se muestra el cariotipo, la imagen de la metafase y el detalle de los puntos de
fragmentacion de los cromosomas del verraco 3. La translocacion identificada en este

verraco fue: rcp(3;14)(p14;q23).

112



Resultados

Figura 33. 33.A: Cariotipo de bandas G del verraco 3 de la poblacion B,
rep(3;14)(p14;q23). 33.B: imagen de la metafase. 33.C: Detalle de la translocacion. Los

puntos de fragmentacion estan indicados con flechas.
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5.2.1.2. Impacto en los resultados reproductivos del verraco portador

Las dosis seminales de este verraco fueron distribuidas a una tnica explotacion de
reproductoras (explotacion 2), en la que se analiz6 el efecto de la translocacion sobre los
parametros reproductivos. El efecto sobre la prolificidad y fertilidad del uso de las dosis
seminales procedentes del verraco portador de la translocacion se estudiaron en un total de
107 cubriciones aplicando dos dosis seminales por cubricion, de las cuales una procedia del
macho portador y la otra de un macho con cariotipo normal (50% de participacion del
macho). Unicamente se realizaron 18 cubriciones en las que las dos dosis seminales por
cubricion pertenecian al macho portador (100% de participacion), de las cuales solamente

una cerda llego6 a parto obteniéndose 6 lechones nacidos totales y todos vivos.

El efecto de la participacion del macho portador al 50% en la cubricion sobre el
tamafio de camada se refleja en la Tabla 10. Los datos obtenidos corresponden a un periodo
de cuatro meses, en que se obtuvieron 57 camadas con participacion del macho en la
cubriciéon y 809 camadas de otros machos del centro de inseminacion con el cariotipo

normal.

Tabla 10: Influencia sobre el tamafio de camada de la participacion del verraco 3

portador de la translocacion en las cubriciones (media + error estindar de la media).

Explotacion 2

Machos no 50% Dosis del {nacho
_ portadores portador P-valor
N*de 809 57
camadas
Lechones
nacidos 11,23+£0,137* 9,98+0,516° 0,0195
totales
Lechones
nacidos 10,62+0,128° 9,23+0,481° 0,0054
vivos
Lechones
nacidos 0,610,041 0,75+0,155 0,3846
muertos
Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas
(P<0,05).

1 . . . . ey .
Porcentaje de dosis seminales por cubricion pertenecientes al macho
portador de la translocacion.
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En la explotacion 2 las hembras inseminadas con dosis del macho portador tuvieron
una reduccion significativa del nimero de lechones nacidos totales (P<0,0195) y de nacidos
vivos (P=0,0054) por camada (Figura 34). El numero de lechones nacidos totales se redujo
de 11,23 a 9,98 lechones al utilizar dosis seminales del macho portador en las cubriciones
(P=0,0195). Asimismo se observo una reduccion de 1,39 lechones nacidos vivos al
participar el macho portador en el 50% de la cubricion, lo que supone una reduccion del
13.08% de lechones nacidos vivos en la explotacion. Por lo tanto, en cubriciones con una
participacion del 50% del verraco 3 portador de la translocacion se produjo una disminucion

en la prolificidad del 11,13%.

Figura 34: Comparacion del nimero de lechones nacidos por parto segiun el macho
utilizado en las cubriciones. Letras diferentes en un mismo color indican diferencias

significativas (P<0,05).
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Los histogramas de frecuencias de los tamafios de camadas (lechones nacidos vivos)
en funcion de la participacion o no del macho portador de la translocacion en la explotacion

2 se reflejan en la Figura 35. Se observa que la participacion del macho portador en la
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cubricion incrementa el porcentaje de camadas de tamafio reducido (entre 4 y 9 lechones), y

disminuye el de camadas de mas de 11 lechones nacidos vivos.

Figura 35: Distribuciéon de frecuencias del tamaiio de camada (nacidos vivos) segun la

participacion del macho portador en la cubricion.
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En la Tabla 11 se refleja el efecto sobre la fertilidad de la participacion del macho
portador en las cubriciones. Se observd una reduccion importante de la fertilidad
(P=0,0001), obteniéndose un 75,56% cuando participaban en la cubricion machos de
cariotipo normal y un 55,14% cuando la cubricion se realizaba con alguna dosis seminal del
macho portador (Figura 36). Por lo tanto el descenso medio en la tasa de fertilidad cuando

participaba el macho en las cubriciones fue de un 20,42%.
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Tabla 11: Efecto sobre la fertilidad de la participacion del verraco 3 portador de la

translocacion en las cubriciones (media + error estaindar de la media).

Explotacion 2

Machos no 50% Dosis del macho
1
e portadores portador P-valor
g€ 1105 107
cubriciones
% fertilidad 75,56+1.313% 55,14ﬂ:4,219b 0,0001

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas

(P<0,05).

'Porcentaje de dosis seminales por cubricion pertenecientes al macho

portador de la translocacion.

Figura 36: Comparacion de la tasa de fertilidad segiin el macho utilizado en las

cubriciones. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05).
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5.2.2. Resultados obtenidos con el verraco portador 4

El analisis citogenético en este verraco se realizé cuando tenia 23 meses de edad y
llevaba 1 afio en el centro de inseminacion. Las caracteristicas fenotipicas del verraco

también eran normales.

5.2.2.1. Analisis citogenético

El analisis citogenético determind que este animal era portador de la misma
translocacion reciproca detectada en el verraco 3 anteriormente descrito, rcp(3;14)(p14;q23).
Ambos verracos resultaron ser hermanos de la misma camada, por tanto la translocacion
debio ser heredada de uno de los progenitores. No se pudo realizar el analisis citogenético de
los progenitores impidiéndose comprobar la heredabilidad de la translocacion. El cariotipo y

el detalle de la translocacion se muestran en la Figura 37.
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Figura 37: 37.A: Cariotipo de bandas G del verraco 4 de la poblacion B,
rep(3;14)(p14:;q23). 37.B: imagen de la metafase. 37.C: Detalle de la translocacion. Los

puntos de fragmentacion estan indicados con flechas.
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5.2.2.2. Impacto en los resultados reproductivos del verraco portador

El estudio reproductivo de este verraco se realiz6 a partir de los datos de cubriciones
registrados en las dos explotaciones de reproductoras (explotacion 1 y 2). En total se
obtuvieron los datos reproductivos de 195 cubriciones en la explotacion 1 y 216 en la 2 con
un con un 50% de participacion del macho portador, ya que de las dos dosis aplicadas en
cada cubricion una de ellas pertenecia a dicho verraco. Los datos obtenidos en cada
explotacion se compararon con cubriciones realizadas durante el mismo periodo de tiempo,
con dosis seminales de machos controlados del mismo centro de inseminacion con cariotipo
normal. En la explotacion 2 se obtuvieron ademas los resultados de 17 cubriciones

realizadas al 100% con el macho portador.

El efecto sobre el tamafio de camada de la participacion del macho portador en la
cubricion se muestra en la Tabla 12. En ambas explotaciones el numero de lechones nacidos
totales y el numero de nacidos vivos resultd ser significativamente menor cuando el macho
portador participaba al 50% en la cubricion (Figura 38). En la explotacion 1 se compar6 el
efecto del macho portador sobre la prolificidad en 137 camadas, frente a 756 camadas de
hembras inseminadas con otros machos contemporaneos de cariotipo normal. Los datos
obtenidos cuando el macho portador participaba en la cubricion en un 50% mostraron una
reduccion significativa de los lechones nacidos totales por camada (11,23 vs. 10,10
lechones, P=0,0035). Por lo tanto la disminuciéon de la prolificidad fue de un 10,06%. El
numero de lechones nacidos vivos por parto se redujo significativamente en 0,91 lechones
(P=0,0122), lo que suponia una reduccion del 8,72%. El nimero de lechones nacidos

muertos por parto también fue menor (0,80 vs. 0,57 lechones nacidos muertos, P=0,0369).

120



Resultados

Tabla 12: Influencia sobre el tamafio de camada de las explotaciones 1 y 2 de la

participacion del verraco 4 portador de la translocacion en las cubriciones (media +

error estandar de la media).

Explotacion 1

Machos no 50% Dosis del macho
1
e portadores portador P-valor
¢ 756 137
camadas
Lechones
nacidos 11,23+0,151° 10,10+0,354° 0,0035
totales
Lechones
A G5 10,43+0,141° 9,52+0,330" 0,0122
vivos
Lechones
B0 G 0,80+0,042° 0,57+0,099" 0,0369
muertos
Explotacion 2
Machos no 50% Dosis del macho
1
e portadores portador P-valor
€ 1184 187
camadas
Lechones
T G5 11,1940,113° 9,790,284 0,0001
totales
Lechones
B0 G0 10,630,106 9,3+0,266" 0,0001
vivos
Lechones
B0 G 0,56+0,032 0,48+0,080 0,3693
muertos
Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas
(P<0,05).

1 . . . . ey, .
Porcentaje de dosis seminales por cubricién pertenecientes al macho
portador de la translocacion.

Los resultados de prolificidad obtenidos en la explotacion 2 durante el periodo en
que se realizaron cubriciones con el verraco 4 portador de la translocacion, también se
observaron diferencias significativas respecto a los datos obtenidos en las cubriciones con
machos de cariotipo normal (Figura 38). La media de lechones nacidos totales por camada

fue significativamente menor en el caso de cubriciones al 50% con el macho portador (11,19
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vs. 9,79 lechones totales, P<0,0001), suponiendo una reduccion de un 12,51% en la
prolificidad de esta explotacion. La media de lechones nacidos vivos obtenidos por camada
fue de 10,63 lechones cuando no participaba el macho en la cubricion, y de 9,3 lechones

cuando participaba al 50% (P<0,0001).

Figura 38: Comparacion del nimero de lechones nacidos por parto segin el macho
utilizado en las cubriciones. Letras diferentes en un mismo color indican diferencias

significativas (P<0,05).

Explotacién 1

—_
~

—_
N

—_
(=]
|

N° lechones nacidos/camada
[e]
1

(= S )

Machos no portadores 50% participacién del macho
portador

Explotacién 2
14
12 a a

10 -

N° lechones nacidos/camada

Machos no portadores 50% participacion del macho
portador
@ Lechones nacidos totales @ Lechones nacidos vivos

122



Resultados

Por tanto la participacion del verraco 4 portador de la translocacion en las
cubriciones de las explotaciones 1 y 2 produjo un descenso medio de la prolificidad del

11,28%.

En ninguna de las dos explotaciones hubo suficientes camadas obtenidas de hembras
inseminadas exclusivamente con el verraco 4 portador de la translocacion para incluirlas en
el estudio estadistico. Sin embargo en la explotacion 2 se obtuvieron seis camadas de
hembras inseminadas en pureza con el verraco 4, en las que el numero lechones nacidos
totales fue de 9,50, los lechones nacidos vivos 8,67 y los lechones nacidos muertos 0,83,

datos inferiores a los obtenidos cuando el verraco 4 participaba en un 50 % en la cubricion.

La Figura 39 representa el porcentaje de frecuencias de los diferentes tamafnos de
camada en funcidon de la participacion del macho portador de la translocacion en la
cubricion. En ambas explotaciones se puede observar mayor frecuencia de tamafios de
camada mas reducidos cuando se cubria al 50% con el macho portador que cuando se hacia
con machos de cariotipo normal. Esta observacion se hacer mas evidente en el caso de la
explotacion 2 donde los tamafios de camada inferiores a 8 lechones nacidos vivos eran mas
frecuentes en las camadas del macho portador, mientras que los tamafios de camada entre 9
y 15 lechones eran mas frecuentes cuando se cubria con dosis de machos de cariotipo

normal.
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Figura 39: Distribucion de frecuencias del tamafio de camada (nacidos vivos) segin la

participacion del macho portador en la cubricion.
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Los resultados del estudio de la tasa de fertilidad obtenida en cubriciones con ambas
dosis de machos de cariotipo normal o con una de las dosis del macho portador de la

translocacion se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13: Efecto sobre la fertilidad de las explotaciones 1 y 2 de la participacion del

verraco 4 portador de la translocacion en las cubriciones (media + error estandar de la

media).
Explotacion 1
Machos no 50% Dosis del macho
portadores portador1 P-valor
N'de 1007 195
cubriciones
% fertilidad 76,17+1,359 70,77+3,088 0,1255
Explotacion 2
o, 9 1
Machos no % Dosis del macho portador
portadores 50 100
= P-valor
N’ de 1583 293 17
cubriciones
% fertilidad 77,13+1,080" 65,53+2,511° | 3529+10,426° | 0,0001

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).

1 . . . ey, .

Porcentaje de dosis seminales por cubricion pertenecientes al macho portador de la
translocacion.

En la explotacion 1 no observaron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos, aunque el valor medio de la tasa de fertilidad disminuy6 en un 5,4% cuando
las reproductoras eran cubiertas en un 50% con el macho portador respecto a las cubriciones

con machos de cariotipo normal (70,77 vs. 76,17% respectivamente).

En la explotacion 2 se obtuvieron datos de fertilidad de cubriciones realizadas con
verracos de cariotipo normal, con un 50% de participacion del macho portador y con un
100% de participacion del macho portador. Se observaron diferencias significativas entre los

tres grupos analizados sobre la tasa de fertilidad (P<0,0001), el valor medio de fertilidad fue
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del 77,13% cuando se cubria con machos de cariotipo normal, un 65,53% cuando una de las
dosis aplicadas era del macho portador, y un 35,29% cuando ambas dosis seminales
pertenecian del macho portador. Por tanto, la reduccion del porcentaje de fertilidad cuando
el verraco 4 participaba en pureza en la cubricion respecto a las cubriciones con machos de

cariotipo normal fue de un 41,84% (Figura 40).

Figura 40: Influencia sobre la tasa de fertilidad del porcentaje de participacion del
verraco 4 portador de la translocacion. Letras diferentes en un mismo color indican

diferencias significativas (P<0,05).
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5.2.3. Estudio de la calidad espermatica de los verracos portadores de la

translocacion rcp (3;14)(p14;q23)

La calidad espermatica de ambos animales portadores de la translocacion
rep(3;14)(p14;g23) se estudiod en un total de 48 eyaculados en el caso del verraco 3 y 53
eyaculados en el verraco 4. Los resultados obtenidos fueron comparados con verracos
contemporaneos de la misma raza presentes en el centro de inseminacidén, y que no
presentaban alteraciones cromosoémicas. El periodo durante el que fueron efectuadas las
recogidas seminales se correspondi6 al intervalo de edad de los verracos entre los 23 y 35

meses de vida.

En la Tabla 14 se presentan los resultados obtenidos de la influencia sobre los

parametros espermdticos de verracos portadores de la translocacion rep(3;14)(p14;q23).

El volumen de eyaculado de los verracos portadores 3 y 4 resulto ser inferior que el
de los animales con cariotipo normal, (188,83 vs. 217,33 y vs. 245,99 ml respectivamente,
P<0,0001). Asimismo, la concentracion espermatica diferia entre los animales con cariotipo
normal y los portadores de la translocacion, siendo menor en los ultimos (292,83 vs. 214,83
y 231,89 espermatozoides x10°/ml). Por tanto, el nimero de espermatozoides por eyaculado
resulto ser menor en los machos portadores que en los animales contemporaneos (41,22x10°
Vs. 50,92){109 y 71,87x109, P<0,0001). Entre ambos verracos portadores de la translocacion
también aparecieron diferencias significativas, y asi se observo que el verraco 3 presentaba
menor volumen de eyaculado, aunque la concentracion espermdtica y el numero de

espermatozoides totales por eyaculado fue similar entre ambos animales.

El porcentaje de motilidad de los espermatozoides de los verracos portadores de la
translocacion no fue menor que el de los verracos contemporaneos con cariotipo normal. En
el verraco 3, incluso se observd un porcentaje de motilidad mayor que en los verracos con

cariotipo normal.

En el resto de parametros analizados, (porcentaje de acrosomas anormales, de colas
en latigo o de gotas citoplasmaticas) no se observaron diferencias entre los dos animales
portadores de la translocacion y los contemporaneos con cariotipo normal, encontrandose

los valores dentro de los limites normales.
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Tabla 14: Influencia de la presencia de la translocacién reciproca en los verracos 3 y 4
sobre la calidad espermatica (media + error estindar de la media).

Verracos Portadores de la translocacion
cariotipo rep(3;14)(p14;q23)
Parametros espermaticos normal Verraco 3 Verraco 4
P-valor
N° de recogidas seminales 720 48 53
Volumen de eyaculado (ml) 245,99:+1,955* | 188,83+7,571" | 218,34+7,205° | <0,0001
Motilidad (%) 67,69+0,461* | 73,72+1,802° | 69,62+1,697" | 0,0037
Concentracion espermitica | o) g3, 4 434% | 214,58+15,6257 | 231,89+14,870" | <0,0001
(espermatozoides x10°/ml)
Numero de espermatozoides por | ;) ¢,y 1540 | 4120+4353" | 50,92+4,143" | <0,0001
eyaculado (x10°)
Acrosomas normales (%)1 88,33+0,539 91,504+2,063 88,49+1,846 | 0,3315
Colas en latigo (%) 5,13+0,415 4,40+1,606 3,68+1,529 | 0,6100
Gota citoplasmatica proximal (%) 1,47+0,166 1,46+0,644 1,88+0,612 0,8088
Gota Citoplasmatica distal (%) 7,25+0,598 6,34+0,847 8,02+1,256 0,5864
a, b, c: Superindices diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).
! Parametro valorado en 189 recogidas seminales en el caso de los verracos de cariotipo normal, 36
recogidas para el verraco 3 y 45 recogidas para el verraco 4.

5.2.4. Resultados obtenidos con el verraco portador 5

En la poblacion B se identificd un tercer verraco de raza Duroc portador de una
alteracion cromosoémica. Tenia 16 meses de edad en el momento del analisis citogenético y
llevaba en el centro de inseminacion 7 meses. Al igual que los otros verracos portadores de
anomalias cromosdmicas identificados en este estudio, presentaba caracteristicas fenotipicas

normales.

5.2.4.1. Analisis citogenético

El complemento cromosémico era normal 2n=38. El analisis citogenético detallado
reveld la presencia en todas las metafases analizadas de una translocacion reciproca
heterocigota entre los cromosomas niimero 3 y 18. Mediante el bandeo G se determinaron
los lugares de fragmentacion de los cromosomas que correspondieron al brazo q del

cromosoma 3 en la banda positiva 14 y al brazo q del cromosoma 18 en la banda positiva 21.
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Por lo tanto la translocacion identificada fue rcp(3;18)(q14;921). La Figura 41 muestra el
cariotipo completo del verraco y el detalle de la translocacion reciproca entre ambos
cromosomas.

Figura 41: 41.A: Cariotipo de bandas G del verraco 5 de la poblacion B,
rep(3;18)(q14;q21). 41.B: imagen de la metafase. 41.C: Detalle de la translocacion. Los

puntos de fragmentacion estan indicados con flechas.

e TP
SRR Zme

“ - .
" < -
la id E! 1
1 2 3 4 5
v .
1 ﬁi
6 7
B RN " 8 5
Vi #R #¢  EE 20 I =
8 9 10 11 12 X Y

R T
s Ey
. D
iIFEX
saEa st
Ceang
. ux
igx
k= ¢
x
b
o
4

13 'l 15 6 17 18
41 A
e e
e m H - -
\.'; % ,‘; :ll
! .
:; ‘!"1 LW
E o T
% -‘-'é-‘“ '\ g -
& i e Yy ¥
N
bt Lk & ' 3 18
41 B
41 C

130



Resultados

5.2.4.2. Impacto en los resultados reproductivos del verraco portador

Las dosis seminales del verraco 5 hasta el momento del analisis citogenético habian
sido destinadas las explotaciones de reproductoras 1 y 2. En total fueron utilizadas dosis
seminales de este animal en un total de 83 cubriciones (35 en la explotacion 1 y 48 en la 2).
En las cubriciones realizadas con este verraco el porcentaje de participacion en la cubricion
fue del 50%, por lo que de las dos dosis seminales aplicadas por cubricion una de ellas

pertenecia al verraco 5.

Los resultados de prolificidad obtenidos utilizando el 50% de las dosis seminales en

cada cubricion del macho portador se presentan en la Tabla 15.

En las 27 camadas obtenidas del verraco 5 en la explotaciéon 1 se observd un
descenso significativo del nimero de lechones nacidos totales respecto a los datos de 105
camadas de los verracos contemporaneos (8,74 vs. 10,96 lechones, P=0,0095). El tamafio de
camada en lechones nacidos vivos también disminuia (P=0,0172), obteniéndose un
promedio de 9,91 lechones en camadas de machos con cariotipo normal y de 8,07 en
camadas con participacion del macho portador. En la explotacion 1 se observd una
reduccion de la prolificidad de un 20,25% con inseminaciones realizadas al 50% de

participacion del macho portador.

En la explotacion 2 se compararon los datos de 37 camadas en que el verraco
portador participaba en el 50% de la cubricion, con los datos de 138 camadas de machos de
cariotipo normal. El efecto adverso sobre la productividad fue menor que en la explotacion
1. El nimero de lechones nacidos totales en las camadas obtenidas de hembras cubiertas con
el verraco 5 presentd una marcada tendencia a disminuir (11,27 vs. 10,11; P=0,0769), lo que
representé una disminucion en la prolificidad del 10,29%. Unicamente se mostraron
diferencias significativas (P=0,0385) en el niimero de lechones nacidos vivos con un
descenso de 1,32 lechones nacidos vivos menos en el caso de camadas del macho portador
(50% de participacion). En la Figura 42 se representan los resultados de lechones nacidos

vivos obtenidos por camada en ambas explotaciones.

Por tanto, la participacion del verraco 5 portador de la translocacion
rep(3;18)(q14;921) produjo descenso medio del ntimero de lechones nacidos vivos por

camada de un 15,13% entre ambas explotaciones.
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Tabla 15: Influencia sobre el tamafio de camada de las explotaciones 1 y 2 de la

participacion del verraco 5 portador de la translocacion en las cubriciones (media +

error estandar de la media).

Explotacién 1

Machos no 50% Dosis del }nacho
portadores portador P-valor
N° de 105 27
camadas
Lechones
nacidos 10,96+0,381° 8,7440,752° 0,0095
totales
Lechones
nacidos 9,91+0,345° 8,07+0,680° 0,0172
vivos
Lechones
nacidos 1,05+0,121 0,66+0,239 0,1578
muertos
Explotacion 2
Machos no 50% Dosis del {nacho
portadores portador P-valor
N°de 138 37
camadas
Lechones
nacidos 11,27+0,300 10,11+0,579 0,0769
totales
Lechones
nacidos 10,97+0,292° 9,65+0,563° 0,0385
vivos
Lechones
nacidos 0,30+0,297 0,460,459 0,2205
muertos

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas

(P<0,05).

'"Porcentaje de dosis seminales por cubricion pertenecientes al macho
portador de la translocacion.
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Figura 42: Comparacion del nimero de lechones nacidos por parto segin el macho

utilizado en las cubriciones. Letras diferentes en un mismo color indican diferencias

significativas (P<0,05).
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Se estudio la distribucion de frecuencias de los tamafios de camada (lechones nacidos
vivos) obtenidos con o sin la participacion del macho portador de la translocacion en las
cubriciones. Los histogramas se muestran en la Figura 43. Se observan que los tamafios de
camada menores de 8 lechones eran mas frecuentes en caso de cubriciones del macho
portador en ambas explotaciones, y en general tamafios mayores de 15 lechones eran mas

frecuentes en las camadas obtenidas en cubriciones con machos de cariotipo normal.
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Figura 43: Distribucion de frecuencias del tamafio de camada (nacidos vivos) segin la

participacion del macho portador en la cubricion.
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Los resultados del estudio de la tasa de fertilidad obtenida con la presencia o no del
macho portador de la translocacion se presentan en la Tabla 16. En la explotacion 1 se
analizaron un total de 35 cubriciones con participacion del macho portador al 50%, y 48 en
la explotacion 2. El porcentaje de fertilidad obtenido en las cubriciones con participacion del
verraco 5 fue de un 80% y 79,17% en la explotacion 1 y 2 respectivamente, y estos valores
fueron similares a los obtenidos en las cubriciones con machos contemporaneos con el

cariotipo normal (78,26% y 85,37% respectivamente).
Tabla 16: Efecto sobre la fertilidad de las explotaciones 1 y 2 de la participacion del
verraco S portador de la translocacion en las cubriciones (media + error estandar de la

media).

Explotacion 1

Machos no 50% Dosis del macho
1
e portadores portador P-valor
<€ 138 35
cubriciones
% fertilidad 78,26+3,510 80+6,970 0,8194
Explotacion 2
Machos no 50% Dosis del macho
1
e portadores portador P-valor
g€ 164 48
cubriciones
% fertilidad 85,37+2,872 79,17+£5,308 0,3387

1 . . . . .y, .
Porcentaje de dosis seminales por cubricion pertenecientes al macho
portador de la translocacion.
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5.2.4.3. Estudio de la calidad espermaitica del verraco portador de la

translocacion rcp(3;18)(q14;q21)

Del verraco 5 se obtuvieron un total de 20 eyaculados previos a su deteccidon como
animal portador de la translocacion rep(3;18)(ql4;q21). Los resultados del estudio de la
calidad espermatica del macho portador comparativamente con la de los 22 machos
contemporaneos con cariotipo normal presentes en el centro de inseminacion se presentan en

la Tabla 17.

El verraco 5 portador de la translocacion no mostré diferencias significativas en los
parametros espermaticos cuantitativos (volumen, concentracion y numero de
espermatozoides por eyaculado), ni en los cualitativos (porcentaje de acrosomas normales, 0
gotas citoplasmaticas), respecto a los obtenidos en los verracos con cariotipo normal. En el
caso del porcentaje de colas en latigo incluso fue menor en el verraco portador de la

translocacion.

Tabla 17: Influencia de la presencia de la translocacion reciproca en el verraco S sobre

la calidad espermatica (media + error estindar de la media).

Verracos Verraco portador de la
cariotipo translocacion
Parametros espermaticos normal rep(3;18)(q14;q21) P-valor
N° de recogidas seminales 305 20
Volumen de eyaculado (ml) 239,18+2,810 239,90+10,975 0,9492
Motilidad (%) 67,67+0,525% 73,5+2,052° 0,0063
Concentracion espermatica | 593 44, 5 () 315,523,048 0,3546
(espermatozoides x10°/ml)
Numero de espermat02901des por 70,251,640 76,55+6 406 03418
eyaculado (x10°)
Acrosomas normales (%)’ 89,73+0,558 93,64+2,313 0,1027
Colas en latigo (%) 5,03+0,558 2,91£2,179 0,3465
Gota citoplasmatica proximal (%) 1,10+0,177 1,92+0,694 0,2536
Gota citoplasmatica distal (%) 7,51+0,458 6,92+0,776 0,2296

a, b, ¢: Superindices diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).
! Parametro valorado en 189 recogidas seminales en el caso de los verracos de cariotipo normal
y 11 recogidas en el verraco portador de la translocacion.

137



Tabla 18: Resumen de los casos identificados de verracos portadores de translocaciones cromosémicas reciprocas en las dos poblaciones

de estudio.

Poblacién A Poblaciéon B
Verraco 1 Verraco 2 Verraco 3 Verraco 4 Verraco 5
Translocaciéon
identificada rep(1;11)(q24;p13) rep(3;14)(p14;q23) rep(3;18)(q14;q21)
Edad verraco (meses) 38 13 23 23 16
N° de explotaciones de
reproductoras 1 1 1 2 2
estudiadas
% Participacién' % Participacién' | % Participaciéon' | % Participacion’ % Participacién'
N° de cubriciones 25% | 50% | 75% | 100% | 25% 50% 50% 50% | 100% 50%
analizadas del verraco
250 174 74 25 202 57 107 411 17 83
N*de camadas 24 | 158 | 71 | 22 185 51 57 324 - 64
analizadas del verraco
N° de recogidas
seminales analizadas del 66 24 48 53 20
verraco
Tiempo en servicio en el
centro de inseminacion 31 6 12 12 7
(meses)

" Porcentaje de las dosis seminales utilizadas por cubricion pertenecientes al macho portador de la translocacion.
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Tabla 19: Resumen comparativo de la influencia sobre los parametros reproductivos de las translocaciones cromosémicas identificadas
% Dosis del macho portador'

Machos
Translocacion Verraco | Explotacion no 25 50 75 100 P-valor
portadores
(1:11)(q24:p13) Verraco 1 - 13,58+0,259" | 13,15+0,223% 12+0,266° 11,93+0,397° | 9,59+0,713° | <0,0001
rep(ds q-4;p
2 Verraco 2 - 13,380,307 | 12,54+0,237 | 12,37+0,449 -- -- 0,0587
=
'g " Verraco 3 2 11,23+0,137° - 9,98+0,516" -- -- 0,0195
= 9
2 E | rep(3;14)(pl4;q23) 1 11,23+0,151° - 10,10+0,354° - - 0,0035
g2 Verraco 4
< 2 11,19+0,113* -- 9,79+0,284° -- 0,0001
= 1 10,96+0,381° - 8,74+0,752° -- -- 0,0095
rep(3;18)(q14;q21) | Verraco S
2 11,270,300 - 10,11+0,579 -- 0,0769
2 (1:11)(q24:p13) Verraco 1 - 12,73+£0,247* | 12,29+0,213* | 11,17+0,254 ° 11 1,14+0,3 80° 9,18+0,682° | <0,0001
rep(ds q-4;p
2 Verraco 2 - 12,29+0,310° | 11,41£0,239° | 11,25+0,454° - - 0,0493
.§ Verraco 3 2 10,62+0,128" - 9,23+0,481° -- -- 0,0054
g | rep(3;14)(p14;q23) 1 10,43+0,141° - 9,520,330 . - 0,0122
- Verraco 4 2 ;
5 2 10,630,106 - 9,340,266 . - 0,0001
(=)
5 1 9,91+0,345" - 8,07+0,680° -- -- 0,0172
3 rep(3;18)(q14;921) | Verraco 5 -
2 10,97+0,292° - 9,65+0,563 -- -- 0,0385
(1:11)(q24:p13) Verraco 1 - 92,8242,064 | 90,4+1,756 | 91,38+2,105 | 94,59+3,228 88+5,553 0,6721
rep(1;11)(q24;p
' ' Verraco 2 91,742,496 | 92,57+1,932 | 89,473,637 - - 0,7815
=
= Verraco 3 2 75,56+1,313* -- 55,14+4.219° -- -- 0,0001
£ | repGs14)(p14;q23) 1 76,171,359 - 70,77+3,088 -- -- 0,1255
9 Verraco 4 -
< 2 77,13+1,080" -- 65,532,511 -- 35,29+10,426° | 0,0001
1 78,26+3,510 - 80+6,970 -- -- 0,8194
rep(3;18)(q14;q21) | Verraco S
2 85,37+2,872 - 79,17+5,308 -- -- 0,3387

""Porcentaje de las dosis seminales utilizadas por cubricion pertenecientes al macho portador de la translocacion.
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6. DISCUSION

El principal objetivo del presente trabajo fue el estudio citogenético de dos
poblaciones porcinas, y para ello se analizo el cariotipo de los verracos de los centros de
inseminacion artificial debido a la importancia que tiene el control de estos animales que
generan un elevado numero de camadas a lo largo de su vida productiva. El segundo
objetivo fue el estudio de la repercusion de la presencia de alteraciones cromosdmicas sobre
la calidad espermatica, y sobre los parametros reproductivos de los verracos portadores. Los
resultados obtenidos mostraron la existencia de 5 verracos, presentes en ambos centros de
inseminacion, portadores de translocaciones cromosdmicas reciprocas en su cariotipo y
cuyas dosis seminales habian sido utilizadas para inseminar a un elevado nimero de
reproductoras. Las tres translocaciones reciprocas identificada fueron: rcp(1;11)(q24;p13);

rep(3;14)(p14;923); rep(3;18)(q14;921).

6.1. Caracterizacion de las translocaciones reciprocas identificadas

Todos los cromosomas que forman el cariotipo porcino se han visto involucrados en
al menos una de la totalidad de translocaciones reciprocas descritas hasta la actualidad en
esta especie (Ducos, et al, 2007). En la mayoria de los casos se trata de nuevas
reorganizaciones cromosOmicas, y Unicamente se repite una misma translocacion en
aquellos individuos que las heredan de progenitores portadores. En este estudio se han
identificado 3 nuevas translocaciones cromosomicas en el cariotipo del cerdo, dos de las

cuales se han presentado en dos animales con un parentesco comun.

La translocacion rep(1;11)(q24;p13) es la primera vez que se presenta en porcino,
aunque es la quinta que se ha descrito implicando al cromosoma submetacéntrico 1 y al
metacéntrico 11. En concreto tan solo se habia identificado una en el brazo p del cromosoma
11 (Tzocheva, et al., 1994). Ademas es la primera translocacion entre estos dos cromosomas

que se identifica en una animal de raza Duroc.

Las otras dos alteraciones cromosdmicas identificadas en este trabajo también en
verracos de raza Duroc, rcp(3;14)(p14;923) y rcp(3;18)(q14:;921), se trata igualmente de la

primera vez que se presentan en porcino. Existen otras 8 translocaciones que afectan al
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cromosoma 3, y entre ellas tres implican un intercambio con los cromosomas acrocéntricos
13, 15 y 16. Sin embargo hasta ahora no se habia caracterizado ninguna entre el citado

cromosoma y el acrocéntrico 14 ¢ el 18.

Los cromosomas 14 y 1 del cariotipo porcino son aquellos que se han visto
implicados con mayor frecuencia en las translocaciones reciprocas identificadas hasta la
actualidad en dicha especie. En concreto en el caso del cromosoma 14 la mayor facilidad a
sufrir este tipo de reorganizaciones ya habia sido citada por Gustavsson, (1988b), y
actualmente se han identificado translocaciones que afectan a cada una de sus bandas a
excepcion de una de ellas (segin la resolucion de 287 bandas del cariotipo estandar del
cerdo). En este estudio se presenta una nueva translocacion que afecta al cromosoma 1 y
otra al cromosoma 14. Diversos estudios han planteado algunas teorias sobre la distribucion
de las translocaciones reciprocas en los cromosomas del cerdo. Por una parte se ha
demostrado que este proceso no sucede al azar, sino que unos cromosomas tienen mayor
tendencia a suftrir fragmentaciones y reorganizaciones que otros (Fries y Stranzinger, 1982).
Por otra parte, Riggs et al. (1993) y Roone (1995) observaron que en porcino las regiones
cromosomicas donde habian sido identificadas en alguna ocasion translocaciones, se
correspondian con los denominados lugares fragiles del cariotipo. La existencia de estas
regiones cromosdmicas fragiles han sido determinadas en varios estudios mediante la
induccion in vitro con diferentes agentes mutagenos (Riggs et al., 1993; Yang y Long, 1993;
Ronne, 1995). Sin embargo, la informacion que se tiene en este sentido es todavia
incompleta ya que es necesaria la realizacion de mas estudios que permitan relacionar los
puntos fragiles del cariotipo porcino identificados in vitro y las alteraciones identificadas

ocurridas espontaneamente.

6.2. Efectos de las translocaciones reciprocas sobre el fenotipo

Las tres nuevas translocaciones identificadas en este estudio no se ha observado que
provocaran efectos a nivel fenotipico en los verracos portadores. En general las
translocaciones reciprocas en estado heterocigoto descritas en la bibliografia, tanto para la
especie porcina como en humanos y otras especies animales, no se manifiestan en
alteraciones del fenotipo del animal portador. Tan solo en algunos casos de animales con

translocaciones entre el cromosoma X y un autosoma, como la translocacion rcp(X;14)
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(Villagomez et al., 1991a; Singh et al., 1994) y la rcp(X;13) (Gustavsson et al., 1989), se ha
observado que presenten hipoplasia en uno de los testiculos. Este hecho se relacion6 con
problemas en el desarrollo de la espermatogénesis, de modo que no se llegaban a producir
espermatozoides. En las translocaciones entre dos cromosomas no sexuales, inicamente se
ha observado un caso de un verraco que también presentaba una ligera hipoplasia en uno de
los testiculos, y que resulto ser portador de un translocacion rep(2;14)(p14;923) (Villagémez
et al., 1993). El analisis histologico determind que el proceso de la espermatogénesis en ese

testiculo tampoco se llegaba a completar.

6.3. Origen de las translocaciones reciprocas identificadas

El origen de muchas de las translocaciones descritas en porcino es incierto, debido
principalmente a que resulta imposible llevar a cabo el andlisis citogenético de los
progenitores en el momento de la deteccion, ya que suelen haber sido sacrificados, o
simplemente no se tienen correctamente identificados (Mékinen y Remes, 1986; Long,
1991; Villagémez et al., 1995b). En el caso de la translocacion rep(3;18)(q14;g21) detectada
en este estudio el origen es desconocido, ya que no se tuvo acceso al analisis citogenético de
los progenitores ni de hermanos de camada o animales emparentados. Sin embargo en las
otras dos anomalias detectadas, la translocacion rep(1;11)(q24;p13) y la rep(3;14)(p14;923),
se pudo comprobar que se trataba de translocaciones heredadas: aunque en el momento de
su deteccion los progenitores de los verracos portadores ya habian sido sacrificados, la
informacion genealdgica obtenida permitié concretar que en el caso de la translocacion
rep(1;11)(q24;p13) los dos animales que la presentaban tenian un abuelo en comun, y que
los dos verracos portadores de la translocacion rcp(3;14)(p14;923) eran hermanos de la
misma camada. Por lo tanto en el caso de estas dos translocaciones se puso de manifiesto
que se habrian originado espontaneamente en algun antecesor comun no controlado a nivel

citogenético.

Existen pocos casos descritos en la bibliografia de animales portadores de
translocaciones y que se demuestre que son heredadas (Gustavsson et al., 1983; Ducos et al.,
1998; Ducos et al., 2002b). Esto es debido a que a medida que las poblaciones de
reproductores estdn sometidas a un control citogenético rutinario, aquellos animales

detectados con una translocacion son inmediatamente eliminados de la poblacion para asi
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evitar su difusion. El hecho que dos de las tres translocaciones identificadas en este estudio
se hayan identificado en verracos emparentados, y que ademas se encuentren en servicio en
centros de inseminacion artificial, demuestra el escaso control que todavia se tiene de la

presencia de estas alteraciones citogenéticas en algunas poblaciones porcinas.

6.4. Efectos de las translocaciones reciprocas sobre la fertilidad

En los resultados obtenidos en el presente estudio se ha observado que de las tres
nuevas translocaciones identificadas, inicamente la translocacion rcp(3;14)(p14;923) ha
afectado negativamente al porcentaje de fertilidad obtenido en las hembras inseminadas con
dosis seminales de los machos portadores. Los dos verracos portadores de la citada
translocacion han causado una reduccion de un 11,6% y un 20,42% respectivamente sobre la
tasa de fertilidad obtenida cuando se inseminaba a las hembras con dobles inseminaciones,
con una dosis seminal del verraco y la otra de un verraco con cariotipo normal. El porcentaje
de fertilidad obtenido en una de las explotaciones en las 17 cubriciones realizadas con
ambas dosis procedentes de uno de los machos portadores ha sido tan solo de un 35,29%,
suponiendo una reduccion de la fertilidad respecto a los machos con cariotipo normal de un

41,84%.

Existen escasos trabajos publicados que valoren el porcentaje de fertilidad obtenido
en reproductoras inseminadas con verracos portadores de translocaciones reciprocas. Uno de
los estudios mas amplios que valoran en la especie porcina el efecto de las translocaciones
sobre numerosos parametros reproductivos es el realizado por Bonneau et al., (1991a). En
dicho trabajo realizaban apareamientos entre machos y hembras con diferentes
translocaciones y animales con cariotipo normal, y controlaban el intervalo de tiempo desde
el destete, aparicion del celo en la hembra y fecundacion. El intervalo destete-fecundacion se
vio incrementado cuando el macho y la hembra eran portadores de una translocacion. Esto
era debido a que la tasa de retorno a celo en las hembras se incrementaba. Determinaron
también, que en el caso de cubriciones con dobles inseminacion con un verraco normal y
uno translocado, no se producia incremento del intervalo de tiempo destete-fecundacion.
Esto ultimo difiere con nuestros resultados en que si que se observa en general una
reduccion de la fertilidad en las dobles inseminaciones con alguna dosis de los verracos

portadores de la translocacion rcp(3;14)(p14;923). El hecho de que en una de las
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explotaciones de reproductoras analizadas en este estudio, no se haya observado el efecto
negativo sobre la fertilidad cuando uno de los verracos portadores de dicha translocacion
participaba al 50% en las cubriciones, podria ser debido por una parte a que hubo un menor
numero de réplicas (cubriciones), y por otra a que no se obtuvieron datos de cubriciones en
pureza con el macho portador. Bonneau et al., (1991a) observaron ademas las diferencias
que existen entre las consecuencias reproductivas de unas translocaciones reciprocas u otras.
Igual que para el efecto sobre la prolificidad, las repercusiones sobre el porcentaje de
fertilidad dependera de caracteristicas intrinsecas de la translocacion (cromosomas

afectados, tamafio del fragmento translocado, lugares de corte...etc).

En otros trabajos en que se ha encontrado una reduccion de la fertilidad al realizar
cubriciones con machos portadores de translocaciones, el porcentaje de repeticiones maximo
observado ha sido de un 21% en un caso de una translocacion rcp(15;16) (Gustavsson,
1988b). Sin embargo en este estudio se ha observado hasta un 64,71% de repeticiones en las
hembras inseminadas con dosis seminales de uno de los verracos portadores de la
translocacion rep(3;14)(p14;q23). Esto supone una pérdida atin mas acusada en dias
productivos de las hembras, que sumado al efecto causado sobre la reduccion del tamafio de

camada provoc6 unas mayores pérdidas econdomicas en ambas explotaciones estudiadas.

6.5. Efectos de las translocaciones reciprocas sobre la prolificidad

En el presente estudio el parametro reproductivo mas afectado negativamente por la
inseminacion con los verracos portadores de alguna de las translocaciones reciprocas
identificadas ha sido la prolificidad. La estimacion del promedio de reduccion de la
prolificidad debido a la presencia de translocaciones cromosomicas reciprocas en la especie
porcina es de un 41% (Ducos et al., 1996), con un intervalo de variacion entre un 5% y un
68%, ¢ incluso se han descrito casos de esterilidad total. La mayoria de las alteraciones se
han identificado en machos y por lo tanto practicamente todos los estudios que valoran el
efecto de las translocaciones reciprocas sobre la prolificidad se han realizado a partir de
identificaciones de estas alteraciones en verracos. Esto es debido a que la deteccion de la
hipoprolificidad es mas rapida y evidente que en las hembras por el mayor niimero de
camadas que generan, sobretodo si se trata de animales de centros de inseminacion. La

problematica que existe en la mayoria de estos estudios radica por una parte en la obtencion
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de datos suficientes de inseminaciones monospérmicas con el verraco portador de la
translocacion, y por otra en la falta de resultados de otros verracos contemporaneos con
cariotipo normal que se utilicen en las mismas explotaciones de reproductoras y con los que
comparar los obtenidos del animal portador (Popescu y Legault, 1988). En el manejo
reproductivo actual en las explotaciones porcinas con el uso de la inseminacion artificial, es
comun la realizacion de dobles incluso multiples inseminaciones en diferentes momentos del
estro de la cerda, y en muchos casos con dosis seminales de diferentes verracos. Esto hace
dificil la valoracién concreta de las consecuencias de una translocacion cuando en las
cubriciones ademas de dosis seminales del macho portador se usan dosis de otros machos,
diluyéndose el efecto que producen sobre los resultados reproductivos. En un trabajo
publicado por Bonneau et al, (1991a), encontraron que la translocacion rcp(16;17)
provocaba una reduccion del tamafio de camada en un granja comercial de un 31%, mientras
que en cubriciones en condiciones experimentales se produjo un descenso de un 80%. Estas
diferencias se atribuian a la practica de la doble inseminacion con verracos diferentes. Estos
autores estimaron que la reduccion de la prolificidad cuando solo una de las dosis seminales
utilizadas en la doble inseminaciéon era de un macho portador de una translocacion era de

aproximadamente un 20%.

En los resultados obtenidos en este estudio se observa que la presencia de las
translocaciones reciprocas en los verracos afecta negativamente al tamafio de las camadas
generadas, incluso cuando se realizan dobles o multiples inseminaciones donde solo algunas

de las dosis pertenecen al verraco portador de la alteraciéon cromosomica.

En el caso de la translocacion rep(1;11)(q24;p13) identificada en dos verracos en la
poblacion A, las dosis seminales de ambos animales portadores habian sido utilizadas en
cubriciones mediante un sistema de multiples inseminaciones por hembra. No obstante se
observo que el tamafio de camada se reducia progresivamente, a medida que aumentaba el
porcentaje de participacion del macho portador en la cubricion desde un 25% a un 100%. La
disminuciéon de la prolificidad observada en los verracos 1 y 2 portadores de esta
translocacion rcp(1;11)(q24;p13) cuando participaban en un 50% de la cubricion, fue de un
11,63% y un 7,55% respectivamente. Estos valores no se pueden comparar con los
obtenidos en otras translocaciones identificadas en porcino, debido a que no existen trabajos
en que se evalue el efecto de estas alteraciones cuando el verraco participa en dobles o

multiples inseminaciones. En el caso del verraco 1 se obtuvieron adicionalmente camadas de

148



Discusion

cubriciones realizadas en pureza, observandose una disminucion de la prolificidad de un
29,38%. Existen otros 4 casos publicados de animales portadores de translocaciones entre el
cromosoma 1y 11 (Kuokkanen y Mékinen, 1988; Tzocheva, 1994), dos de los cuales fueron
estudiados a nivel reproductivo demostrando causar una disminucion de la prolificidad en un
33y 17,35% respectivamente. No obstante la fragmentacion no se produjo ni en las mismas
bandas ni en los mismos brazos cromosomicos que la identificada en el presente estudio, y
aunque el porcentaje de reduccioén pueda aproximarse no se puede comparar estrictamente.
Si se comparan los porcentajes de disminucion de la prolificidad obtenidos en este estudio,
con los obtenidos en otros trabajos publicados de verracos que presentaban translocaciones
en el cromosoma 1 o en el 11 se obtienen resultados similares. En el caso del cromosoma 1,
que ha estado implicado en otras 16 translocaciones en las que se ha realizado estudio
reproductivo del verraco portador (Anexo), el promedio de disminucion de la prolificidad
fue de un 33%. Para el cromosoma 11 el promedio es similar al anterior, de un 37%
(Anexo). Por lo tanto, la reduccion de un 29,38% en el tamafio total de las camadas
generadas por el verraco 1 portador de la translocacion rcp(1;11)(q24;p13), es similar al
promedio observado en otros trabajos publicados de translocaciones identificadas en el
cromosoma 1 ¢ en el 11. Ademas del efecto sobre el tamafio de la camada en el momento
del parto, la observacion por parte de los técnicos de las explotaciones detect6 la aparicion
de numerosos casos de lechones nacidos con malformaciones y que morian entre las 24-48
horas post-parto, produciéndose un incremento acusado del porcentaje de bajas de lechones,
aunque este dato no pudo ser controlado adecuadamente debido a las adopciones realizadas

entre reproductoras justo después del parto.

Por otra parte, las dosis seminales de los verracos de la poblaciéon B portadores de la
translocacion rep(3;14)(p14;923) o de la rcp(3;18)(ql4;q21), habian sido utilizadas en
dobles inseminaciones, y en la mayoria de los casos combinadas con otra dosis de un macho
con cariotipo normal. Aun asi, tan solo con un 50% de participacion del verraco portador en
la cubricion se ha demostrado una disminucion de la prolificidad de un 11,23% de media en
los dos verracos portadores de la translocacion rcp(3;14)(p14;q923), y un 15,27% de
reduccion en el caso del verraco portador de la translocacion rep(3;18)(q14;q21). No existen
otras translocaciones en porcino identificadas hasta la actualidad entre los mismos
cromosomas (3 y 14, 6 3 y 18) por lo que no se puede comparar el dato obtenido de

reduccion de la prolificidad. El promedio de disminucion del tamafio total de camada de
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otras translocaciones en que el cromosoma 3 se haya implicado es de un 37%, y la misma
reduccion se observa en el promedio de las numerosas translocaciones estudiadas en el
cromosoma 14. Entre las translocaciones identificadas que afectan al cromosoma 18
unicamente en una se han valorado los efectos sobre la reproduccion (Villagomez et al.,
1991b), resultando en una reduccion del tamafio de camada de un 45%. Sin embargo los
efectos sobre la prolificidad de las dos translocaciones aqui identificadas no pudieron ser
valorados en cubriciones monospérmicas, Unicamente con dosis de los verracos portadores,
y los porcentajes de disminucion obtenidos en la participacion al 50% no se pueden
comparar con los existentes en la bibliografia. La variacion entre un 10-15% de reduccion de
la prolificidad, coincide no obstante con lo observado en el caso de la translocacion
rep(1;11)(q24;p13) cuando también se utilizan las dosis seminales del verraco portador en

dobles inseminaciones con dosis de animales con cariotipo normal.

Las tres translocaciones reciprocas identificadas en el presente estudio mostraron
tener un efecto negativo sobre el nimero de lechones nacidos vivos por camada cuando las
hembras eran inseminadas como minimo con un 50% de las dosis seminales pertenecientes a
un verraco portador. La comparacion de los promedios de disminucién del niimero de
lechones nacidos vivos en las camadas generadas por cada uno de los verracos portadores

participando al 50% en la cubricion se muestra en la Tabla 20.

Tabla 20: Porcentaje de reduccion del niumero de lechones nacidos vivos por camada

en las cubriciones realizadas con el 50% de las dosis seminales de los verracos

portadores.
Reduccion del numero de
Translocacion reciproca lechones nacidos vivos por
camada (%)’
rep(1:11)(q24;p13)
Verraco 1 12,25%
Verraco 2 8,46%
rep(3:14)(p14;q23)
Verraco 3 13,09%
Verraco 4 10,61%
rep(3;18)(q14;q21)
Verraco 5 15,3% >

'Camadas producidas de cubriciones realizadas con un 50% de las dosis
del macho portador de la translocacion.

*Valor promedio de los resultados reproductivos de las dos explotaciones
analizadas.
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En el caso de las translocaciones rcp(1:11)(q24;p13) y rep(3:14)(p14;923) que se
presentaron en dos animales cada una de ellas, la reduccion del tamafio de la camada fue
similar para ambos verracos con la misma translocacion. Ademas en el verraco 1, el tnico
en que se valord el efecto de la translocacion en camadas generadas de cubriciones en
pureza, se observo que la reduccion en el numero de lechones nacidos vivos fue de un
27,89%. Este porcentaje es similar a la reduccion en lechones nacidos totales, indicando que
la reduccion del tamafo de la camada es debida a un menor ntimero de lechones nacidos
vivos. La mayoria de publicaciones Unicamente muestran la reduccion del numero de
lechones nacidos totales por parto, pero en algunas translocaciones publicadas si que se han
valorado otros parametros como el ntimero de lechones nacidos vivos. En un trabajo de
Gustavsson y Jonsson (1992), se estimé que la disminucion del numero de lechones nacidos
vivos provocado por inseminaciones con un macho portador de la translocacion
rep(14;15)(q29;q24) fue de un 37%. Este porcentaje es algo mayor que el efecto de la
translocacion aqui descrita rep(1;11)(q24;p13).

En ninguna de las translocaciones identificadas se observa un incremento en el
numero de lechones nacidos muertos. Esto indica que el descenso en el numero de nacidos
totales es solo debido a los nacidos vivos, y que probablemente sea debido a mortalidad
embrionaria en las primeras etapas y no durante el desarrollo fetal en etapas avanzadas de
gestacion. El nimero de lechones nacidos muertos Uinicamente se ha visto afectado en las
cubriciones realizadas con el 50% de dosis de uno de los verracos con la translocacion
rep(3:14)(p14;q23), produciéndose un descenso significativo de un 28,75% respecto a las
camadas de los machos contemporaneos. Esto puede ser debido por una parte a que al existir
un menor niumero de embriones durante la gestacion, como indica el descenso de lechones
nacidos vivos, el espacio uterino disponible es mayor y la competencia embrionaria menor
(Legault et al., 1995), disminuyendo asi la mortalidad fetal durante la gestacion. Por otra
parte, se sabe que la mayor parte de mortalidad de lechones se produce durante el parto, y
que los partos de camadas mayores son mas complicados (Dziuk, 1991). De esta manera en
los partos de las reproductoras cubiertas con alguna dosis del macho portador de la
translocacion, al existir un menor numero de lechones se produciria una menor mortalidad.
No obstante en el otro verraco portador de la misma translocacion no se ha observado este

efecto, ni tampoco en las otras dos translocaciones estudiadas.
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En la bibliografia, existe por lo tanto una enorme variabilidad en la estimacion del
porcentaje de reduccion de la prolificidad causado por las presencia de una translocacion
reciproca en un reproductor. Esto es debido a las diferencias en el patron de segregacion
meidtica durante la gametogénesis (Pinton et al., 2003). Aunque en porcino existen todavia
escasos trabajos que analizan los porcentajes de cada tipo de segregacion en los gametos de
animales portadores de translocaciones, en humanos se ha valorado en numerosos trabajos
(Oliver-Bonet, 2003). Se ha observado que los porcentajes de cada tipo de segregacion estan
estrechamente relacionados con las caracteristicas fisicas del cuadrivalente. Estas a su vez
vienen determinadas por factores como son los cromosomas implicados en la translocacion,
la longitud de los segmentos intersticiales y translocados, la probabilidad de recombinacién
en estos segmentos y la localizacion de los puntos de fragmentacion (Cifuentes, et al.,
1999). Asi por ejemplo, incluso una translocacion entre los dos mismos cromosomas en dos
individuos diferentes puede llegar a producir diferentes proporciones de gametos
equilibrados/desequilibrados en funcion de los puntos de fragmentacion en los cromosomas
(Estop et al, 1995). Puesto que cada translocacion se comporta de manera Unica y
particular, es necesario realizar el estudio meiotico individualizado de cada animal portador
de una reorganizacion, para poder determinar cual es el alcance potencial sobre la
reproduccion. No obstante ain conociendo el porcentaje de gametos desequilibrados, la
severidad dependera de las duplicaciones y deficiencias cromosdémicas que se generen,

pudiendo ser mas o menos letales.

6.6. Efectos de las translocaciones reciprocas sobre la calidad

espermatica

Otro de los objetivos planteados en este estudio fue evaluar la influencia de las
translocaciones reciprocas sobre la calidad espermatica de los verracos afectados. La
presencia de una translocacion entre cromosomas autosémicos del cariotipo porcino no suele
afectar a los parametros espermaticos de los machos portadores (Bouters et al, 1974;
Hageltorn er al., 1976; Bonneau et al., 1991b). En general la calidad seminal de estos

animales se encuentra en los limites normales, y por lo tanto una vez introducidos en centros
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de inseminacion es poco probable que sean detectados como sospechosos de presentar

alguna translocacion en base a los analisis rutinarios realizados de las recogidas seminales.

En el estudio que se presenta se ha valorado la calidad espermatica de los verracos
portadores de translocaciones reciprocas en un nimero elevado de recogidas seminales, a
diferencia de otros trabajos publicados donde no se ha realizado un analisis tan exhaustivo
de datos. Los resultados obtenidos indicaron que el verraco portador de la translocacion
rep(3;18)(q14;921) mostrd parametros espermaticos similares a los verracos con cariotipo
normal, sin embargo los verracos portadores de las translocaciones rep(1;11)(q24;p13) y
rcp(3;14)(p14;q23) presentaron diferencias respecto a los verracos del centro de

inseminacion con cariotipo normal.

El volumen de eyaculado obtenido por recogida seminal fue siempre menor en los
verracos portadores de las translocaciones rcp(1;11)(q24;p13) y rep(3;14)(p14;923) que en
los verracos con cariotipo normal. El eyaculado esta constituido por los espermatozoides y
por el plasma seminal que se sintetiza en las glandulas accesorias y que constituye la mayor
parte del volumen del eyaculado (Sirigu et al., 1993). En la especie porcina el testiculo y el
epididimo aportan el 2,5% del volumen del eyaculado, las glandulas vesiculares el 15-20%,
las glandulas bulbouretrales el 10-25% y la prostata el 55-75% (Dyce et al, 1999). En
verracos el volumen de eyaculado en comparacion con otras especies es muy elevado,
oscilando entre 200 y 300 ml segtin diversos autores (Rothschild, 1996; Pinart, et al., 1999).
No existe ninguna referencia en porcino, ni en otras especies incluidas la humana, que
indique una relacioén entre la presencia de una translocacion cromosomica en el cariotipo y
alteraciones en el volumen de eyaculado producido por los verracos portadores. En un
trabajo de Bonneau et al. (1991a) identificaron un verraco portador de la translocacion
rep(5;14)(pl1;qll) y otro de la rep(16;17), y controlaron la produccion espermatica en 6
recogidas seminales observando que el volumen de eyaculado no fue diferente a la de un
macho con cariotipo normal. Sin embargo en el resto de casos de translocaciones
identificadas en porcino normalmente se apunta a que la calidad espermatica del verraco
suele ser normal, pero no se detallan los pardmetros que se analizan. Existen pocos trabajos
que estudien las alteraciones en la funcionalidad de las glandulas accesorias, pero se conoce
que los cambios hormonales pueden influir en una reduccion del volumen de tejido
glandular (Chow y Pang, 1989; Gottreich et al., 1996; Gottreich et al., 2000; Goeritz et al.,

2003) traduciéndose en una disminucion de la actividad secretora. Esto podria ayudar a
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explicar las diferencias de volumen observadas en los verracos portadores de las
translocaciones rcp(1;11)(q24;p13) y rep(3;14)(pl4;q23) aqui descritas, pudiendo estar

relacionadas con un menor desarrollo de las glandulas sexuales accesorias en estos animales.

Asimismo, en el caso de la translocacion rcp(3;14)(p14;q23) detectada en dos
animales, ademas de un menor volumen afectd negativamente a la concentracion
espermatica en los eyaculados. La concentracion y el volumen de eyaculado son dos
parametros seminales que se correlacionan negativamente (Graham et al., 1967; Saiz et al.,
1994; Sanchez et al, 1996; Gadea, 1997). En este estudio en los animales con dicha
translocacion el menor volumen de eyaculado no va asociado a una mayor concentracion,
siendo el numero total de espermatozoides también menor. Este tltimo parametro es muy
importante debido a que de ¢l depende el numero de dosis seminales producidas de un
verraco. En los datos obtenidos en humanos es frecuente observar como los individuos
portadores de una translocacion reciproca presenten una reduccion de la concentracion
espermatica o incluso una esterilidad total, segiin se interrumpa parcial o completamente la
espermatogénesis (Chandley et al., 1975; Matsuda, et al., 1991; Mikelsaar, et al., 2006). En
la especie porcina sin embargo, los estudios publicados han mostrado que la
espermatogénesis de los animales portadores de translocaciones reciprocas no suele verse
afectada, aunque se ha descrito alglin caso aislado de verracos portadores donde se muestra
una reduccion de la concentracion espermadtica. Villagomez et al., (1993) identificaron un
verraco portador de la translocacion rep(2;14)(p14;q23) que presentaba una reduccion del
orden de un 51% en la concentracion espermatica, pero sin verse afectados otros pardmetros
seminales. Este estudio mostré que era debido a problemas durante la espermatogénesis de
modo que no llegaba a completarse el proceso y se producia una menor cantidad de
espermatozoides. Otro caso similar fue identificado por Gustavsson et al. (1993) (citado por
Villagomez et al., 1993), y se trataba de un verraco portador de una translocacion
rep(2;4)(pl7;q11) que también tenia una menor concentracion espermatica en los

eyaculados por las mismas causas.

Durante la espermatogénesis, la detencion del proceso en los individuos portadores
de translocaciones reciprocas se produce por un comportamiento irregular durante la
sinapsis cromosomica en la meiosis (De Boer y De Jong, 1989; Speed, 1989). En el
momento en que todos los lugares de apareamiento cromosdmico no estan saturados y se

forman configuraciones abiertas, se pueden producir asociaciones irregulares que
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normalmente son con el par cromosémico sexual XY. Estudios realizados en humanos y en
el raton (Gabriel-Robez y Rumpler, 1996) muestran que estas asociaciones anomalas
suceden con mayor frecuencia cuando uno de los cromosomas implicados en la
translocacion es un acrocéntrico, y como consecuencia del intercambio cromosémico se
genera un cromosoma derivativo muy pequeiio. Al producirse asociaciones inespecificas con
el bivalente XY, se puede interferir en la inactivacion del cromosoma X quedando
interrumpida la espermatogénesis. Sin embargo en el cerdo solo se tiene constancia de este
tipo de asociaciones con el par cromosémico sexual durante la sinapsis en la translocacion
rep(2;4)(pl17;q11) (Gustavsson et al., 1993 citado por Villagbmez et al., 1993), y en la
translocacion rep(7;17) (Villagomez et al., 1995b). Una hipodtesis por la que se intenta
explicar la causa de que en la especie porcina no sean tan frecuentes los casos de animales
portadores de translocaciones reciprocas con la espermatogénesis afectada, se basa en la idea
de que en la etapa de paquiteno de la meiosis existe una mayor facilidad de que se
produzcan apareamientos entre regiones no homologas. Estas asociaciones permitirian que
la espermatogénesis no se detuviera cuando se producen sinapsis irregulares en algunas

translocaciones (Gabriel-Robez ef al., 1988).

En el presente estudio se identifican dos translocaciones que afectan a cromosomas
acrocéntricos rcp(3;14)(p14;923) y rep(3;18)(q14;921). En la primera, la concentracion
espermatica es menor en los verracos portadores, pero sin embargo en la segunda no se
encuentran diferencias respecto a los verracos contemporaneos. Villagomez et al. (1991b)
encontraron también que dos translocaciones con dos cromosomas acrocéntricos
rep(7q+;17g-) 'y rep(1g+/18g-) mostraban un comportamiento sinaptico muy diferente.
Mientras en el primer caso no se formaba correctamente la figura del cuadrivalente y se
observaban algunas heterosinapsis con los cromosomas sexuales, en el segundo caso no se
encontraron apareamientos con el bivalente sexual. Estas diferencias de comportamiento en
los apareamientos en la meiosis se plantean como la causa de una interrupcion en mayor o
menor grado de la espermatogénesis. En la translocacion rep(3;14)(p14;q23) descrita en el
presente estudio la disminucién de la concentracion espermatica podria ser debida a una
interrupcion parcial de la espermatogénesis, que podria estar causada por problemas

acaecidos durante el apareamiento cromosomico.

Para el caso de la translocacion rcp(1;11)(q24;p13) los dos verracos portadores

presentaron discordancias en cuanto a los valores de concentracion espermadtica, siendo
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menor en el verraco 2 que los contemporaneos con cariotipo normal, pero sin embargo el
verraco 1 fue el que mayor concentracion presentd. Estas diferencias entre los dos verracos
no permiten concluir que la translocacion afecte a la concentracion espermatica, y las
diferencias respecto a los machos contemporaneos podrian ser explicadas por las variaciones
individuales de la calidad seminal, al tratarse Unicamente de los datos de un macho

comparado con la media de varios machos.

Respecto al porcentaje de gotas citoplasmaticas (gota citoplasmatica distal y
proximal), el verraco 1 de la poblacion A portador de la translocacion rep(1;11)(q24;p13)
presentd unos valores peores que los machos contemporaneos, pero no fue asi con los
resultados del verraco 2 portador de la misma translocacion. Esto sugiere que las diferencias
observadas no estan asociadas a la presencia de la translocacion. La gota citoplasmatica
sobre el cuello (proximal) o en la pieza intermedia (distal), es un atributo de
espermatozoides inmaduros. Se consideran el resultado del proceso de reduccion del
volumen citoplasmatico en la espermatida y no tienen ninguna funcionalidad, por lo que
tiende a desaparecer mediante un proceso de migracion y pérdida de la gota citoplasmatica a
lo largo del recorrido por el epididimo (Peléaez, J. et al., 1999). La presencia de un mayor
porcentaje de gotas citoplasmaticas en los eyaculados del verraco 1 podria estar asociada
con otros factores extrinsecos o intrinsecos. Por ejemplo, existen pocos trabajos donde se
valore el efecto de la edad en el porcentaje de espermatozoides con morfologia anormal en
los eyaculados, aunque diversos autores coinciden en que existe una marcada influencia
(Falkenberg, et al., 1992; Kondracki et al., 2005). En un trabajo realizado por Kondracki et
al., (2004) en el que se analizaron eyaculados de verracos de 4 intervalos de edad hasta los
37 meses, se observd como las recogidas seminales realizadas a verracos de los 13 a los 18
meses de edad fueron aquellas que presentaron el menor porcentaje de morfoanomalias en
los espermatozoides. En la etapa final de la vida reproductiva del verraco, se produce en
general un empeoramiento de la calidad seminal, que puede ir acompafiado de una
disminucién del porcentaje de fertilidad (Quiles y Hevia, 2005). La mayor edad del verraco
1 respecto a la del verraco 2 podria haber afectado al porcentaje de gotas citoplasmaticas
distales observado. En el caso de la translocacion rcp(3;14)(p14;g23) que también fue
identificada en dos verracos éstos no presentaron diferencias en los parametros espermaticos

cualitativos medidos, siendo ademas de la misma edad ya que eran hermanos de camada.
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En los verracos identificados con translocaciones reciprocas en el presente estudio no
se observd que la presencia de la translocacion afectara negativamente al porcentaje de
motilidad de los espermatozoides. Unicamente en el caso del verraco 1 de la poblacion A
portador de la translocacion rep(1;11)(q24;p13) se observo una ligera disminucion de la
motilidad, aunque no fue asi en el verraco 2 portador de la misma translocacion con lo cual
no se puede relacionar con la presencia de la translocacion. Ademas en los estudios
publicados de correlacion entre la motilidad y los parametros reproductivos, no existen
resultados concluyentes de que variaciones en la motilidad esté asociada a una disminucion

de la fertilidad del verraco (Berger y Parker, 1989; Johnson et al., 2000).

La disminucidon en la concentracion espermatica y en el volumen no se puede
relacionar con la reduccion en los parametros reproductivos de prolificidad o fertilidad
analizados, puesto que el eyaculado producido en cada recogida seminal por verraco se
divide en multiples dosis seminales con la misma concentracion y volumen final mediante el
uso de diluyentes. Sin embargo en el caso del verraco 1 portador de la translocacion
rep(1;11)(q24;p13), presentd ademds un elevado porcentaje de gotas citoplasmaticas. Los
eyaculados que presentan un mayor porcentaje de morfoanomalias, especialmente de gotas
citoplasmaticas, han demostrados tener una menor eficiencia de penetracion de ovocitos in
vitro (Gadea y Matas, 2000). En los resultados reproductivos de dicho verraco se observo
que en las cubriciones realizadas tinicamente con sus dosis seminales la prolificidad
experimentd un importante descenso, pero la tasa de fertilidad no se vio afectada. Esto
podria sugerir que la peor calidad espermatica del verraco no llegara a manifestarse en una
disminucion del porcentaje de fertilidad observado, pero que la disminucion en el nimero de
ovocitos fecundados se sumara al efecto sobre el incremento de la mortalidad embrionaria

por la fecundacion con espermatozoides cromosomicamente desequilibrados.

6.7. Efectos de las translocaciones reciprocas sobre la descendencia

Tal y como se ha citado anteriormente los animales portadores de translocaciones no
presentan habitualmente alteraciones fenotipicas. Sin embargo en algunos casos se ha
observado en la descendencia la aparicion de lechones con malformaciones congénitas.

Suele tratarse de lechones que mueren precozmente en las primeras horas de vida.
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En el caso de la translocacion rep(1;11)(q24;p13) identificada en este trabajo en dos
verracos con fenotipo normal, se observé en las camadas generadas una elevada incidencia
de nacimientos de lechones con malformaciones (fisuras palatinas, ascitis, testiculos con
hidroceles y malformaciones de aplomos en los miembros anteriores), que ademas morian
en escasas horas después del parto. Las malformaciones que presentaban coinciden con las
descritas en la bibliografia en otras translocaciones, incluso implicando cromosomas
diferentes a los del presente estudio. Por ejemplo algunas de las malformaciones encontradas
como la presencia de fisura palatina, y por lo tanto aparicion de problemas para
amamantarse, o defectos en los miembros anteriores han sido citadas frecuentemente en
lechones de verracos con translocaciones (Hansen-Melander y Melander, 1970; Gustavsson,
1988b; Gustavsson y Jonsson, 1992; Villagomez et al., 1995b; Ducos et al., 2004). En estos
trabajos el analisis citogenético de esos lechones demostrd siempre la presencia de una
translocacion en estado desequilibrado, con monosomias o trisomias parciales de alguno de
los cromosomas implicados en la alteracion. Son por lo tanto el resultado de fecundaciones
de un gameto normal con otro en desequilibrio cromosémico producido en la segregacion
meidtica de un progenitor con una translocacion reciproca equilibrada. Habitualmente este
tipo de fecundaciones forman cigotos desequilibrados que son eliminados en las primeras
etapas de gestacion incluso antes de la implantacion en el utero, y resultando en un
incremento en la mortalidad embrionaria (King et al., 1981). Sin embargo en otros casos los
embriones llegan a completar su desarrollo aunque los lechones nacen con diferentes grados
de malformaciones congénitas (Ducos et al., 2004), como ocurre en el caso de la
translocacion rep(1;11)(q24;p13) descrita en este estudio. La escasa viabilidad de estos
lechones con malformaciones provocod un incremento de la mortalidad después del parto,
que junto con el descenso de prolificidad empeoraba la productividad de las cerdas en las

granjas afectadas.

En los partos de hembras inseminadas con los machos portadores de las otras dos
translocaciones identificadas en el presente estudio, no se apreciaron casos de lechones
nacidos con malformaciones. Esto coincide con lo observado en la mayoria de
translocaciones identificadas en porcino. Las razones de estas diferencias en los efectos de
unas translocaciones y otras podrian explicarse por la letalidad de los -cariotipos
desequilibrados, que es muy variable en funcion de los segmentos cromosémicos implicados

en la reorganizacion. Existen estudios que describen como en los desequilibrios
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cromosomicos las monosomias son mas letales que las trisomias (Epstein y Trevis, 1979).
Asi por ejemplo en dos trabajos en que se analizo el cariotipo de lechones nacidos con
malformaciones (Gustavsson y Jonsson, 1992; Ducos et al., 2004) se encontrd que tenian la
misma translocacion que el progenitor pero desequilibrada, con trisomia parcial del
fragmento cromosdmico mayor implicado en la translocacion, y monosomia del segmento
mas pequefio. Sin embargo se proponia que los embriones con monosomia parcial en el
fragmento translocado mayor, y trisomia parcial en el de menor tamafio no hubieran llegado
a completar el desarrollo. De otro modo, cuando un verraco portador de un translocacion ha
sido utilizado en un centro de inseminaciéon y sus dosis seminales se han distribuido a
diferentes granjas comerciales, puede resultar dificil el estudio y seguimiento de la
descendencia. Esto podria haber influido en que en muchos de los trabajos no se hubiera
dispuesto de informacion sobre la existencia o no de lechones con malformaciones

congénitas en la descendencia de animales portadores.

El conjunto de resultados expuestos en este estudio muestra las repercusiones
reproductivas de la presencia de tres nuevas translocaciones cromosomicas reciprocas en
heterocigosis en verracos utilizados en inseminacion artificial. El efecto sobre los
parametros de prolificidad y/o de fertilidad de las reproductoras inseminadas con dosis
seminales de los machos portadores, se puso en evidencia incluso cuando éstas se utilizan en
dobles inseminaciones con dosis de machos con cariotipo normal. En la translocacion
rep(1;11)(q24;p13) identificada, se comprobdé ademas que en cubriciones realizadas con el
método de multiples inseminaciones la reduccion del tamafio de la camada fue gradual a
medida que se incrementaba el nimero de dosis seminales del macho portador. El pardmetro
reproductivo mas afectado por las translocaciones reciprocas identificadas fue la
prolificidad, y en menor medida la fertilidad. Ademas en el presente estudio se ha observado
una reduccion elevada de la fertilidad cuando las hembras fueron inseminadas con dosis

seminales del verraco portador de la translocacion rep(3;14)(p14:q23).

La incidencia de las alteraciones cromosdmicas estructurales estimada en la
actualidad en porcino es de un 0,47% (Ducos et al., 2007). La elevada incidencia de
animales portadores de translocaciones reciprocas identificadas en este estudio (5,62%: 5
animales de un total de 89 analizados), sugiere el escaso control de la presencia de

alteraciones citogenéticas que todavia existe en muchas poblaciones.
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Discusion

En los centros de inseminacion artificial se realizan andlisis rutinarios de
contrastacion seminal a partir de los eyaculados recogidos de los verracos. Sin embargo
también pueden existir alteraciones genéticas o cromosomicas que no pueden ser detectadas
mediante este tipo de analisis puesto que los animales afectados presentan espermiogramas
normales. En la especie porcina existe una incidencia especialmente elevada de
translocaciones cromosomicas reciprocas, debido probablemente a una fragilidad excesiva
de los cromosomas porcinos a agentes mutagenos externos. Las consecuencias de estas
translocaciones se manifiestan sobre la reproduccion del animal portador, produciendo un
descenso acusado de la prolificidad y/o de la fertilidad. La presencia de estas alteraciones
unicamente puede ser detectada mediante la realizacion de analisis citogenéticos. Estas
técnicas suponen una herramienta fundamental en el control de reproductores especialmente
antes de su utilizacion en centros de inseminacion artificial, con el fin de evitar las graves
pérdidas econdémicas que supondria la diseminacion de dosis seminales a gran escala de

verracos con alteraciones cromosomicas.
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Conclusiones

7. CONCLUSIONES

A continuacion se exponen las conclusiones que derivan de los resultados obtenidos

en el presente estudio en relacion a los objetivos propuestos:

1. La presencia de alteraciones cromosomicas de tipo estructural en 5 verracos de los
89 analizados, demuestra la elevada incidencia que se puede encontrar de este tipo de
anomalias cuando no existe un control citogenético de las poblaciones. Esta
incidencia de un 5,62% es mucho mayor que la estimada para la presencia de

alteraciones cromosomicas estructurales en la especie porcina (0,47% Ducos, 2007).

2. Las tres translocaciones reciprocas identificadas en este estudio: rep(1;11)(q24;p13),
rep(3;14)(p14;923) v rep(3;18)(q14;921), no se habian descrito hasta la actualidad

en la especie porcina.

3. La inseminacion de reproductoras con dosis seminales de los verracos portadores de
las translocaciones reciprocas, provocaron una disminucion generalizada en la
eficiencia reproductora. Este efecto se observo incluso con la utilizacion de la doble
o multiple inseminacion por cubricion, con la mitad de las dosis pertenecientes al

verraco portador y la otra mitad a un verraco con cariotipo normal.

4. La fertilidad de las reproductoras cubiertas con dosis seminales de los verracos
portadores de la translocacion rcp(3;14)(p14;q23) se vio disminuida
significativamente. El descenso de la fertilidad observado cuando todas las dosis
seminales por cubricién pertenecian a un verraco portador fue de un 41,84%. Los
verracos portadores de las otras dos translocaciones identificadas no tuvieron

influencia sobre el porcentaje de fertilidad.

5. Las reproductoras inseminadas con los verracos portadores de las translocaciones
reciprocas identificadas presentaron en general una disminucion de la prolificidad. El
numero de lechones nacidos totales por camada disminuy6 en la mayoria de los
casos entre un 7,5% y un 20,25%, cuando el 50% de las dosis seminales utilizadas
por cubricioén pertenecian a uno de los verracos portadores de las translocaciones

identificadas. Las cubriciones realizadas en pureza con un verraco portador de la
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translocacion rep(1;11)(q24;p13), resultdé en una reduccion de la prolificidad de un
29,38%. El numero de Ilechones nacidos vivos por camada se redujo
significativamente entre un 8,46% y un 15,3% cuando el 50% de las dosis seminales

de cada cubricion pertenecian a alguno de los verracos portadores de translocaciones.

El estudio sobre los parametros espermaticos indicd que los verracos portadores de
las translocaciones rcp(1;11)(q24;p13) y rep(3;14)(p14;q23) presentaron ligeras
diferencias respecto a los verracos contemporaneos del centro de inseminacién con
cariotipo normal. Estas diferencias fueron en parametros de tipo cuantitativo y no
cualitativo, con lo que no se pueden relacionar con efectos sobre los parametros

reproductivos de fertilidad o prolificidad.

En las camadas generadas por los dos verracos portadores de la translocacion
rep(1;11)(q24;p13) se aprecié una elevada incidencia no cuantificada de lechones
poco viables y con diferentes grados de malformaciones que podria hacer
incrementar el porcentaje de mortalidad post-parto. Estos lechones podrian ser
portadores de la translocacion desequilibrada pero con una letalidad relativamente

baja, y con malformaciones compatibles con el desarrollo embrionario.

La presencia de translocaciones cromosomicas reciprocas en el cariotipo tienen
repercusiones importantes sobre la reproduccion del animal portador. El andlisis
citogenético de los reproductores porcinos, y en especial de los verracos de centros
de inseminacion, permitiria la deteccion precoz de estas alteraciones cromosomicas y
evitaria asi las consecuentes repercusiones economicas a nivel de las explotaciones

porcinas.
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8. ANEXO: Revisién de las alteraciones cromosémicas estructurales identificadas en la especie porcina.

Tabla 1: Listado de las translocaciones reciprocas identificadas en porcino

Cromosomas implicados

Cromosoma

Cromosoma

Reduccion de

or ~ 1 2 . .
1 2 Translocacion Aiio Autores Sexo/Raza Origen la prolificidad Otras repercusiones
1964 Hénricson y Béckstrom . 56%
11 15 11;15)(p15;q13 LD Suecia -
rep(11:15)(p13:a13) 1973 Hageltorn 7 al. g Heet 34%
Presencia de
1 11 r.cp(l, 11) 1970 Hansen-Melander 'y & Lechoén LD Suecia - malformaciones en el
mosaicismo celular Melander .
lechon
6 15 rep(6p+;15g-) 1974 Bouters ef al. 4 LD Bélgica macho estéril -
13 14 rep(13;14)(21;927) 1976 Hageltorn et al. & Yorkshire Suecia 50% --
1 6 rep(1;6)(p11;q35) 1974 Locniskar et al., 1976 LW Yugoslavia 26% --
) ) Intersexuado ~ -
6 14 rep(6;14)(pl1;q11) 1978 Madan et al. LW X Essex Gran Bretafia | macho estéril --
4 14 rep(4;14)(pl1;qll) 1979 Popescu y Legault d LW X LD Francia 43% --
1 16 rep(1;16)(ql1;q11) 1981 Forster, 1982 LD Alemania -- --
7 11 rep(7;11)(q21;q11) 1982 Gustavsson et al., 1984 JYorkshire Suecia 50% --
Golish et al.
1 14 rep(1;14)(q23;q21) 1982 | citado por Popescu, et al., | Linea sintética Alemania 5% --
1988
1 8 rep(1;8)(p13;q27) 1983 Gustavsson et al. QYorkshire Suecia - -
9 11 rep(9;11)(p24;ql1) 1983 Gustavsson et al. JYorkshire Suecia 50% --
7 15 rep(79-;15q+) 1983 Popescu et al. LW Francia 45% -
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Cromosoma Cromosoma Translocaciéon Aiio' Autores’ Sexo/Raza Origen Reduc'c ton de Otras repercusiones
1 2 la prolificidad
3 7 G:7)(p13:21) 1983 Popescu et al. LW P . 45%
rep(3; ; rancia --
P PE 1984 Bahri et al. ¢ ’
. . 3 . .
5 14 rep(5;14)(ql1;9-) 1984 Popescu et al. Hampshire X P Francia 28% --
16 17 rep(16; 17)(q23;q921) 1986 Popescu y Boscher & LD X Duroc Francia 36% --
4 13 rep(4;13)(q25;q41) 1986 Maikinen y Remes 4 LD Finlandia 40% --
1 14 rep(1;14)(q17;921) 1987 Tarocco et al. LW Italia 34% --
0,
7 12 rep(7;12)(q24;q15) 1987 Kuokkanen y Mikinen & Yorkshire Finlandia 40% Reduccion de la fertilidad
Konovalov et al.
1 3 rep(1p-;3q+) 1987 (citado por Guillemot, LW Rusia -- --
1995)
. Konovalov et al. (citado .
12 15 rep(12q+;15q-) 1987 por Guillemot, 1995) LW Rusia -- --
1 14 rep(1;14)(p25;q15) 1988b Gustavsson et al. & Yorkshire Suecia 35% --
5 -
1 17 rep(1;17)(g21;q11) 1988b Gustavsson et al. & Yorkshire Suecia 40% % malforn?acmnes
congenitas
- 0, 1
5 8 rep(5:8)(q12:927) 1988b Gustavsson et al. 3Yorkshire Suecia 50% 3-12% malformaciones
congenitas
1 7 rep(1; 7)(q213;q24) 1988b Gustavsson, et al. & LD sueco Suecia 50% (aprox.) 19% repeticiones
349, 24% mortalidad de
7 13 rep(7; 13)(p13;q21) 1988b Gustavsson, et al. & Hampshire Suecia ’ lechones o lechones
nacidos muertos
15 16 rep(15;16)(q26;q21) 1988b Gustavsson, et al. & Yorkshire Suecia 40% 21% repeticiones
1988 Popescu, et al.
1 15 rep(1;15)(q27;926) LW Francia 26% --
1990 Blaise et al.
4 15 (4:15)(4q-;15p+) 1988 Popescu et al ap Franci 41%
repla; ) ] rancia -
P a=iop 1990 Blaise e dl. ’

168




Cromosoma Cromosoma Translocaciéon Aiio' Autores’ Sexo/Raza Origen Reduc'c ton de Otras repercusiones
1 2 la prolificidad
| 1 rep(1:11)(p23:q15) 1988 | Kuokkanen y Mikinen 21D Finlandia 33% Ligera fr:r‘tlﬁfg;gn dela
1 15 rep(1;15)(p25;q13) 1988 Kuokkaneny Mékinen 41D Finlandia 43% Ligera free rctl:{fg;gn dela
Gustavsson et al.
2 4 rep(2;4) (pl17;q11) 1988 (citado por Kuokkanen y -- Suecia -- --
Maikinen, 1988)
Gustavsson et al.
17 11 rep(17;11) 1988 (citado por Kuokkanen y -- Suecia -- --
Maikinen, 1988)
] ] & Hampshire . -
X 13 rep(X;13)(q24;921) 1989 Gustavsson et al. © Hampshire Suecia macho estéril --
. Golish y Ritter
13 17 rep(13;17) 1990 (citado por Pinton, 2004) B B B B
1 11 rep(1;11)(p25;p15) 1990 Tzocheva, 1994 LD Belga Bulgaria 17,35% --
1 18 rep(1;18) 1991b Villagomez et al. & Hampshire Suecia 45% --
9% LNM
) . 1991b . . . N y lechones malformados
7 17 rep(7;17)(q26;qll) 19954 Villagomez et al. & Hampshire Suecia 41% (39,XY +der(17),
rep(7;17)(q26;q11))
rep(X;14) 1991a Villagébmez et al. -- - macho estéril --
] . & Yorkshire , L
rep(X;14) 1994 Singh et al. O Yorkshire Canada macho estéril --
X 14
rep(X;14)(Xp+; 14q-) 1998 Neal et al 3yQ Canada ? 50% --
; ; - & estériles
rep(X;14)(Xp+;14q-) 2000 Koykul et al. -- Canada -- --
) Astachova LD X raza local
16 17 rep(16:17) 1991 (citado por Pinton, 2004) vietnamita B B B
12 13 rep(12;13)(q13;ql1) 1991 Astachova et al. Minisib Rusia estéril --
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Cromosoma Cromosoma Translocaciéon Aiio' Autores’ Sexo/Raza Origen Reduc'c i(n.l de Otras repercusiones
1 2 la prolificidad
6 8 rep(6:8)(q33;926) 1991b Bonneau ef al. d Gascon X Francia 40,6% -
Meishan
6 15 rep(6;15)(p15;q13) 1991b Bonneau et al. 3PXLW Francia 56,3% --
3 7 rep(3;7) 1991 Sharma et al. Raza india India -- --
4 14 rcp(4;14) 1991 Sharma et al. Raza india India -- --
5 15 rep(5;15)(q25;q925) 1992 Parkanyi et al. LD -- estéril --
8 14 rep(8;14)(p23;927) 1992 Ravaorimanana et al. -- -- -- --
8 13 rep(8;13)(q27;q36) 1992 Ravaorimanana et al. -- -- -- --
7 8 rep(7;8)(q13;q927) 1992 Ravaorimanana et al. -- -- -- --
1 10 rep(1;10)(g211;p15) 1992 Ravaorimanana et al. -- -- -- --
14 15 rep(14;15)(q29;q24) 1992 Gustavsson y Jonsson J'Hampshire Suecia 16,3% 37% reduccion LNV
1 6 rep(1;6)(pl11;ql1) 1992 Yang et al. Lw Suiza 30% --
1 14 rep(1;14)(q212;q22) 1992 Zhang et al. -- USA 34,2% --
2 14 rep(2pl4;14q23) 1993 Villagomez et al. Hampshire Suecia 41,3% 24% reduccion fertilidad
7 15 rep(7;15)(q24;q12) 1995 Konfortova et al. Lw UK -- --
8 14 rep(8;14)(p21;q25) 1997 Danielak et al. JLD Polonia 25% --
7 13 rep(7;13)(q13;q46) 1997 Danielak et al. @ Duroc Polonia 52% --
7 15 rep(7;15)(q24;926) 1997 Miékinen et al. & Yorkshire Finlandia LNT/?:fma da --
1 9 rep(1;9)(1p-;9p+) 1998b Ducos et al. QLW Francia 25% (aprox.) --
11 13 rep(11g+;13q-) 1998b Ducos et al. LW Francia 25% (aprox.) --
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Cromosoma Cromosoma Translocaciéon Aiio' Autores’ Sexo/Raza Origen Reduc'c i(n.l de Otras repercusiones

1 2 la prolificidad

3 13 rep(3;13)(pl5;q31) 1998b Ducos et al. 4 LW Francia 35% --
15 17 rep(15;17)(q13;q21) 1998b Ducos et al. 3LW Francia -- --
11 16 rep(11;16)(pl4;q14) 1998b Ducos et al. JLWXP Francia 30% -
6 14 rep(6;14)(6q27;14q2) 1998b Ducos et al. JLWXP Francia 35% --
9 15 rep(9;15)(p24;q13) 1998b Ducos et al. LWXLD Francia 41% --
6 16 rep(616)(6q11;16q11) 1998b Ducos et al. fnlféﬂii Francia - -
1 6 rep(1;6)(1q12;6q22) 1998b Ducos et al. & Gascon Francia 56% --
13 17 rep(13;17)(g41;q11) 1998a Ducos et al. JLWXP Francia 34% -
3 5 rep(3;5)(p14;q23) 1998a Ducos et al. 4 LD Francia 43% --
4 6 rep(4;6)(q16;q28) 1998a Ducos et al. LW Francia 10% --
6 13 rep(6;13)(pl15;q41) 1998a Ducos et al. JLWXP Francia 68% --
2 14 rep(2;14)(q13;q27). 1998a Ducos et al. QLD Francia -- --
8 10 rep(8;10)(pl.1;q1.3) 1999 Mikinen et al. & Yorkshire Finlandia 19% --
4 12 rep(4;12)(p13;q 13) 2000 Pinton et al. Jd'Linea sintética Francia -- --
1 7 rep(1;7)(q17;q26) 2000 Pinton et al. 3 LW Francia 36% --
1 6 rep(1;6)(q17;q35) 2000 Pinton et al. gnltggzz Francia -- --
2 3 rep(2;3)(q27;927) 2001 Citado por Ducos, 2002b LW Francia -- --
12 18 rep(12;18)(12p11;18q13) 2001 Citado por Pinton, 2004a LW Francia -- --
4 10 rep(4;10)(pl1;ql1) 2001 Citado por Pinton, 2004a -- Francia -- --
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Cromosoma Cromosoma Translocaciéon Aiio' Autores’ Sexo/Raza Origen Reduc'c i(n.l de Otras repercusiones

1 2 la prolificidad

4 6 rep(4;6)(q21;pl4) 2002b Ducos, et al. 3P Francia - -
2 6 rep(2;6)(p17;927) 2002b Ducos, et al. & Yorkshire Francia LNngc’sma da --
5 17 rep(5;17)(p12;q13) 2002b Ducos, et al. & Yorkshire Francia LNVZC,:ma da --
5 8 rep(5;8)(pl1;qll) 2002b Ducos, et al. LW Francia -- --
15 17 rep(15;17)(q24;q21) 2002b Ducos, et al. 4 LD Francia -- --
7 8 rep(7;8)(q24;p21) 2002b Ducos, et al. Iael;:i;; Francia -- --
5 8 rep(5;8)(p11;p23) 2002b Ducos, et al. LW Francia -- --
2 8 rep(2;8)(2p11;8p13) 2002 | Citado por Pinton, 2004a LW Francia -- --
4 5 rep(4;5)(4p13;5921) 2002 | Citado por Pinton, 2004a -- Francia -- --
5 14 rep(5;14)(5g21;14q12) 2002 | Citado por Pinton, 2004a Duroc Francia -- --
5 9 rep(5;9)(Sp11;9p24) 2002 | Citado por Pinton, 2004a LD Francia -- --
5 9 rep(5;9)(5921;9p13) 2002 | Citado por Pinton, 2004a LD Francia -- --
6 13 rep(6;13)(6p13;13q49) 2002 | Citado por Pinton, 2004a LW Francia -- --
7 9 rep(7;9)(7q15;9q15) 2002 | Citado por Pinton, 2004a LW Francia -- --
7 12 rep(7;12)(7q11;12p15) 2002 | Citado por Pinton, 2004a P Francia -- --
12 14 rep(12;14)(12q13;14q15) 2002 | Citado por Pinton, 2004a Duroc Francia -- --
17 18 rep(17;18)(17q21;18q11) 2002 | Citado por Pinton, 2004a P Francia -- --
3 15 rep(3;15)(q27;q13) 2003 Pinton ef al., 2003 LW Francia 23% --

& Linea
12 14 rep(12;14)(q13;921) 2003 Pinton et al., 2003 sintética (Duroc Francia 39% --
yLW)
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Cromosoma Cromosoma Translocaciéon Aiio' Autores’ Sexo/Raza Origen Reduc'c ton de Otras repercusiones
1 2 la prolificidad
3 16 rep(3;16)(q23;922) 2004 Ducos et al, 2004 3(L]§()i\?v“r°°) Francia - -
1 13 rep(1;13)(1927;13g41) 2003 | (Citado por Pinton, 2004a) & Duroc Holanda -- --
4 12 rep(4;12)(4921;12q13) 2003 | (Citado por Pinton, 2004a) & Francia Francia -- --
7 9 rep(7:9)(7q11:9426) 2003 | (Citado por Pinton, 2004a) LW Francia - -
) ) (Citado por Pinton, 2004a) & Linea
7 14 rep(7;14)(q26;q925) 2003 Sintética Holanda -- --
] ) (Citado por Pinton, 2004a) & Linea
7 10 rep(7;10)(q13;ql1) 2003 Sintética Holanda -- --
9 17 rep(9;17)(9p24;17q23) | 2003 | (Citado por Pinton, 2004a) 3 LD Francia ~ -
12 14 rep(12:14)(12q15;14q13) | 2003 | (Citado por Pinton, 2004a) ap Francia - -
13 16 rep(13;16)(13q41;16q21) | 2003 | (Citado por Pinton, 2004a) 3 - Holanda - -
14 16 rep(14;16)(14q13;16q21) | 2003 | (Citado por Pinton, 2004a) ap Francia - -
: ) & Linea .
9 14 rep (9;14)(p24;q15) 2004 Ducos et al., 2007 sintética Francia -- --
13 15 rep(13;15)(q31;q26) 2004 Ducos et al., 2007 3P Francia -- --
1 11 rep(1;11)(ql1;q11) 2004 Ducos et al., 2007 3P Francia -- --
4 13 rep(4;13)(p15;q41) 2004 Ducos et al., 2007 3 -- Holanda -- --
1 17 rep(1;17)(pl1;q11) 2004 Ducos et al., 2007 3P Holanda -- --
8 12 rep(8;12)(pl11;pl1) 2004 Ducos et al., 2007 3 -- Holanda -- --
11 17 rep(11;17)(p13;q21) 2004 Ducos et al., 2007 Q - Francia -- --
. . J Linea
10 13 rep(10;13)(q13;922) 2004 Ducos et al., 2007 sintética Holanda -- --
5 7 rep(5;7)(q23;p11) 2004 Ducos et al., 2007 Q - Francia -- --
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Cromosoma Cromosoma Translocaciéon Aiio' Autores’ Sexo/Raza Origen Reduc'c i(n.l de Otras repercusiones

1 2 la prolificidad

2 9 rep(2;9)(q13;q24) 2004 Ducos et al., 2007 LW Francia -- --
14 15 rep(14;15)(q28;q13) 2004 Ducos et al., 2007 Q -- Francia - -
2 16 rep(2;16)(q28;q21) 2005 Ducos et al., 2007 3 -- Francia - -
4 15 rep(4;15)(q25;q11) 2005 Ducos et al., 2007 4 LD Francia -- --
10 17 rep(10;17)(q11;q21) 2005 Ducos et al., 2007 3 -- Holanda -- --
1 15 rep(1;15)(q17;922) 2005 Ducos et al., 2007 gnlt‘égiz Holanda - -
7 14 rep(7;14)(q15;927) 2005 Ducos et al., 2007 & cruzado Francia -- --
4 16 rep (4;16)(q25:q21) 2005 Ducos et al., 2007 gnlt:z‘zz Holanda - -
10 11 rep (10;11)(q16;q13) 2005 Ducos et al., 2007 3P Francia - -
160 188 *r"ft((él;%;)l(i)l(g;lqlz;;l)z‘” 2005 Ducos et al., 2007 4P Francia | Macho estéril -
2 17 rep (2;17)(p12;q14) 2005 Ducos et al., 2007 Q Duroc Francia -- --
10 17 rep (10;17)(ql1;921) 2006 Ducos et al., 2007 LW Holanda -- --
3 8 rep (3;8)(q25;p21) 2006 Ducos et al., 2007 gnlégzz Francia - -
2 14 rep (2;14)(p15;q926) 2006 Ducos et al., 2007 Q cruzada Francia -- --
Y 14 rep (Y;14)(ql0;q11) 2006 Ducos et al., 2007 & Duroc Francia -- --
14 15 rep (14;15)(q28;q13) 2006 Ducos et al., 2007 -- Alemania -- --
2 15 rep (2;15)(q28;q24) 2006 Ducos et al., 2007 -- Alemania -- --
9 11 rep (9;11)(ql4;p13) 2006 Ducos et al., 2007 Q Meishan Francia - -
1 7 rep (1;7)(q17;q13) 2006 Ducos et al., 2007 -- Holanda -- --
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Cromosoma Cromosoma Translocaciéon Aiio' Autores’ Sexo/Raza Origen Reduc_c ton de Otras repercusiones
1 2 la prolificidad
2 14 rep (2;14)(q21;q24) 2006 Ducos et al., 2007 -- Holanda --
1 4 rep (1;4)(q27;q921) 2006 Ducos et al., 2007 3P Alemania -
) ) & Linea .
3 11 rep (3;11)(q13;p11) 2006 Ducos et al., 2007 sintética Francia --

LD: Landrace; LW: Large White; P: Pietrain; Aprox.: aproximadamente; LNT: lechones nacidos totales; LNV:

nacidos muertos; &': macho; Q: hembra.
*Dos translocaciones reciprocas identificadas simultaneamente en un mismo animal;
'Afio de identificacion de la translocacion.
?Se indica el afio de publicacién cuando difiere del afio de identificacion de la translocacion.

Tabla 2: Listado de las translocaciones reciprocas identificadas en porcino entre tres cromosomas diferentes

lechones nacidos vivos; LNM: lechones

Cromosoma | Cromosoma | Cromosoma Translocacion Afio' Autores Sexo/Raza Origen Reduc-c 10{1 dela
1 2 3 prolificidad
2 15 4 rep(2p13;15924;4p15) 1987 | Makinen et al. 4 LD Finlandia | 8.2 LNT/ camada
2 9 14 rep(2;9;14)(q23:922;q25) | 1997 | Mikinen et al. | 4'Yorkshire | Finlandia | 3,3 LNT/camada

LD: Landrace; LNT: lechones nacidos totales; &': macho; Q: hembra.
! Afio de identificacion de la translocacion.
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Tabla 3: Listado de las translocaciones robertsonianas identificadas en porcino

Cromosomas implicados

Crom;) soma Crom;) SOM& | Translocacién |  Afio' Autores’ Sexo/ Raza
13 17 rob (13;17) 1975 Masuda et al. --
13 17 rob(13;17) 1977 Miyake et al. -
13 17 rob (13;17) 1982 Alonso y Cantu Q
13 17 rob(13;17) 1985 Schwerin ef al., 1986 43 LD
13 17 rob (13;17) 1994 Shan et al. 3
13 17 rob(13;17) 2006 Ducos, et al. 2007 &3 LD francés
14 15 rob(14;15) 2005 Ducos, et al. 2007 & LD francés
14 17 rob(14;17) 2006 Ducos, et al. 2007 38 -
16 17 rob(16;17) 1991 Astachova et al. --

LD: Landrace; J': macho; §: hembra
' Afio de identificacién de la translocacion.

2 Se indica el afio de publicacion cuando difiere del afio de identificacion de la translocacion.
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Tabla 4: Listado de las inversiones identificadas en porcino

Cromosoma Inversiéon Afio' Tipo Autores * Sexo / Raza

1 inv(1)(p21;q11) 1994 pericéntrica Miyake et al. Q

1 inv (1)(p221;q11) 1996 pericéntrica Danielak-Czech et al. QLD

1 inv(1)(q18;q24) 1997 paracéntrica Ducos, et al., 2002 LW

1 inv(1)(p21;q921) 2000 pericéntrica Ducos, et al., 2002 LD francés

1 inv(1)(p24;q29) 2000 pericéntrica Pinton, 2004a & Linea sintética
2 inv(2)(p13;ql1) 2000 pericéntrica Pinton et al. d Linea sintética
2 inv(2)(p11;q21) 2002 pericéntrica Pinton, 2004 P

2 inv(2)(q13;925) 2006 paracéntrica Ducos et al., 2007 & Duroc

2 inv(2)(pll;qll) 2008 pericéntrica Massip et al. g -
2% 1?;1 3(’21) ‘(‘I)) (1;3’(11’152) IJ; 2005 pericéntrica Ducos et al. & Linea sintética
4 inv(4)(p14;q923) 1997 pericéntrica Ducos et al. 3 LW

6 inv(6)(p14;q12) 2004 pericéntrica Ducos et al., 2007 --

8 inv(8)(pl1;pl12) 1991 paracéntrica Switonski et al. J LD

8 inv(8)(p11;q925) 2002 pericéntrica Pinton, 2004a Lw

8 inv(8)(p21;q11) 2004 pericéntrica Ducos et al., 2007 4P

9 inv(9)(p12;p22) 1999 paracéntrica Pinton et al., 2002 & Linea sintética
16 inv16(q13;q23) 1999 paracéntrica Pinton, 2004a -

LD: Landrace; LW: Large White; P: Pietrain; J: macho; 9: hembra.
*Se trata de un animal que presentaba una inversion y una translocacion en el cariotipo simultdneamente.

1 ~ . . .y .7
Afio de identificacion de la translocacion.

2 T ~ . .y . ~ . . ., .,
Se indica el afio de publicacion cuando difiere del afio de identificacion de la translocacion.
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