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Selecto Ibérico Puro y Tronco Ibérico Puro(AECERIBER).

Identificacion y trazabilidad del
cerdo ibérico y productos derivados
mediante técnicas genomicas

INTRODUCCION

El pasado mes de junio tuvo lugar la firma de un con-
venio de colaboracion entre la Consejerfa de Agricultura,
Pesca y Alimentacion y la Universidad de Cérdaba parala
realizacion de un “estudio genomico del porcino ibérico
que permita la identificacion de secuencias génicas dis-
tintivas para la catalogacion, certificacion del origen, tra-
zabilidad y control de calidad”. Este proyecto cuya dura-
cion es de 3 anos esta siendo desarrollado por un equipo
de trabajo multidisciplinar constituido por investigadores
del campo de la etnologia y la produccién animal, la
genética, la genémica, la bioquimica y biologia molecu-
lar y la bioinformatica, pertenecientes a los grupos de
investigacion CTS-413 (“Sistema endocrino de la vitami-
na D, biotecnologia y envejecimiento”, del Depar-
tamento de Bioquimica y Biologia Molecular), AGR-158
(“Esquemas de seleccion de razas autoctonas, caracteriza-
cién y conservacion de recursos genéticos animales y de
sus sistermas productivos tradicionales. Genética y citoge-
nética aplicada y molecular’, del Departamento de
Genética) y AGR-134 (“Conservacion, caracterizacion y
mejora de las razas en peligro de extincion”, del
Departamento de Produccion Animal). Posteriormente vy
como complemento a éste se firmé un convenio
Especifico entre el anterior equipo y la Aseciacion
Espaiiola de Criadores de Ganado Porcino Selecto
Ibérico Puro y Tronco Ibérico Puro (AECERIBER).

Desde siempre el ser humano ha intentado clasificar
el mundo natural que le rodea, identificando entidades
biolégicas (virusoides, viroides y virus) y seres vivos
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(microorganismos, plantas y animales). Esta identiticacion
en el caso de los animales domésticos se realizé inicial-
mente mediante caracteres etnolégicos, empleando crite-
rios morfolégicos, fanerépticos, etc. Los desarrollos en
bioquimica y genética permitieron anadir los polimorfis-
mos proteico-enzimaticos, que detectan diferencias en las
proteinas de los distintos individuos (el caso mds conoci-
do son los grupos sanguineos). Del mismo modo, el des-
arrollo de la inmunologia posibilité la identificacion
mediante anticuerpos y reacciones acopladas.
Posteriormente, los polimorfismos genéticos permitieron
el desarrollo de herramientas de identificacion muy pode-
rosas, capaces de detectar diferencias en secuencias de
acidos nucleicos; tanto para los genes que codifican la
informacidn para sintetizar proteinas (Fig. 1), asi como
diversas moléculas de DNA que no se traducen a protei-
nas (como los microsatélites).

Se llegé asi al desarrollo de los denominados marca-
dores moleculares de proteinas y de DNA, a los cuales
nuestros grupos de investigacion han aportado numerosas
secuencias y marcadores (publicados en GenBank
<http://www.ncbi.nIm.nih.gov>). Estos marcadores mole-
culares de DNA representan hoy dia el método de identi-
ficacion mas utilizado, conociéndose popularmente
como “la prueba de DNA”. Se trata de técnicas en las que
los grupos responsables de este estudio comenzamos a
trabajar hace mas de 25 anos, habiendo estudiado duran-
te todo este tiempo tanto entidades bioldgicas (virusoides,
viroides y virus), como seres vivos (microorganismos,
plantas y animales). Esta dilatada experiencia se ha visto
avalada por numerosos proyectos, convenios y publica-




Figura 1. Cuantificacion de la expresion génica
mediante GeneScan. Se muestra el electroferograma
fluorescente correspondiente a un carril del gel

Electroferograma A Gel
(de carrll x)

ciones de prestigio, en el campo de la etnologia, genéti-
ca, gendmica, bioquimica, biologia molecular y la bioin-
formatica. Asimismo, hemos desarrollado marcadores
moleculares de DNA para la identificacion y diagnéstico
precoz de diversas patologias y enfermedades en plantas
y animales (incluido el hombre). De manera especifica en
el caso del cerdo ibérico, gracias a sendos convenios con
AECERIBER y la Direccion General de Ganaderia del
MAPYA, y la participacion en el proyecto europeo “Gen
Banking Pig Resources”, se ha caracterizado desde el
punto de vista genético a las diferentes estirpes reconoci-
das del cerdo ibérico y se han realizado estudios de dife-
renciacion genética con otras razas (p.e., Martinez et al,
2000%"). Del mismo modo, otros investigadores también
han contribuido con trabajos relevantes al conocimiento
genético del tronco ibérico (p.e. Alves et al, 2003; Toro et
al, 2003).

El objetivo planteado en los Convenios de colabora-
cién de la Universidad de Cérdoba con la Consejeria de
Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia y con AECE-
RIBER, pretende ir mucho mds alld, al tratarse de un estu-
dio genémico del cerdo ibérico que permita el desarrollo
de herramientas genémicas especificas para la “identifica-
cion de secuencias génicas distintivas para la cataloga-
cion, certificacion del origen, trazabilidad y control de
calidad”.

Se trata por tanto de una aproximacion totalmente
innovadora en nuestro pais, que incluye metodologias
genomicas, genéticas, bioquimicas (Leal et al, 1995) y
bioinformiticas (Herndndez et al, 2000), alguna de las
cuales especificamente desarrollada por componentes de
nuestro grupo de trabajo para la optimizacion de los dis-
tintos Proyectos Genoma, incluido el propio Proyecto
Genoma Humano (Lario et al, 1997)'.

Si bien el objetivo principal de proyecto es el desarro-
llo de una herramienta fiable, rdpida y barata de identifi-
cacion genética del cerdo ibérico y sus productos deriva-
dos, tendrd también aplicacién directa en la caracteriza-
cion y catalogacion racial, identificacion individual y tra-

! Puestas a disposicion de todos los investigadores, al no haber sido
patentadas,

zabilidad de los productos del mismo, certificacién y con-
trol de fraudes al consumidor, identificacion de secuen-
cias relacionadas con la resistencia a enfermedades, asi
como desarrollo de marcadores genéticos para la mejora
genética porcina entre otras muchas.

Por lo tanto se trata de caracterizar genémicamente a
las diferentes poblaciones porcinas del tronco ibérico,
buscando la identificacién de secuencias genéticas distin-
tas y unicas de las razas y estirpes, para poder acometer
con garantias de éxito programas de identificacion, traza-
bilidad, control de calidad y certificacién del origen de
los productos derivados.

Foto 1. Lote de Cerdos de D. José Marti Marti,
de Valencia

El sector del ganado porcino ibérico representa un
capitulo importante en la economia del sector ganadero
nacional. En Espana se han producido 2’7 millones de
piezas de jamones curados ibéricos y 1’9 millones de pie-
zas de paletas, en el ano 2003, de las cuales 950.000
tenian denominacién de origen. En el afo 2004 se expor-
taron mil toneladas de jamones y paletas de cerdo ibéri-
co por un valor de 50 millones de euros. Sin olvidar que
nos referimos a una materia prima que proporciona al
mercado unos productos carnicos de la mas alta calidad,
Gnica en el mundo. En el afo 2005 se ha asistido a un
relanzamiento de estas exportaciones, principalmente a
mercados muy exigentes como el estadounidense o el
japonés.

Ademds, al estar unida su cria a la explotacion de la
dehesa del sureste espanol, supone un importantisimo
valor anadido desde el punto de vista de proteccion
medioambiental a un medio con mas de un millén y
medio de hectireas.

Su importancia se ha traducido en distintas disposicio-
nes ministeriales que intentan regularizar y normalizar la
produccion y comercializacion de sus productos. Sin
embargo, dichas producciones y comercializaciones no
estan exentas de problemas, como los referentes a su nor-
malizacion, homogenizacion, fraudes e imitaciones, o el
uso indiscriminado de animales procedentes de diversos
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cruces con bajo porcentaje de sangre del tronco ibérico.

Hay que resaltar que el problema fundamental radica
en la discriminacion entre animales puros y los distintos
tipos de cruces, La “Norma de Calidad”, Real Decreto
1083/2001 de 5 de octubre y posteriores modificaciones
(R.D. 144/2003 y R.D. 1781/2004), admite como produc-
tos que se puedan cobijar bajo la denominacion de ibéri-
co, a los obtenidos de animales ibéricos puros y del cruce
de reproductoras ibéricas puras con machos de la raza
Duroc o Duroc-Jersey, pudiendo ser éstos tltimos a su vez
tanto puros como cruzados con ibérico; obteniéndose por
tanto los tipos comerciales “Puro o Selecto” (animales
100% ibéricos) e “Ibérico” (animales cruzados con Duroc
con un minimo del “50%” de sangre ibérica, es decir, cru-
ces al 50% y 75%). En cualquier caso, es interesante de
cara al mercado, poder identificar de manera fehaciente a
qué tipo corresponde determinado producto, para lo que
resultard de enorme utilidad la herramienta que estamos
desarrollando .

Por otra parte hay que recordar que la raza porcina
ibérica esta constituida por un conjunto de estirpes cuyas
diferencias genéticas han sido estudiadas por nosotros?, y
que es necesario tener en cuenta para caracterizar genéti-
camente los animales y diferenciarlos de otras razas o
cruces. Aunque se han distinguido por algunos autores
hasta nueve estirpes distintas, nuestro trabajo utilizando el
polimorfismo de microsatélites de ADN demostré que
solamente las variedades Lampino y Torbiscal quedaban
bien definidas, siendo poco claras las distancias entre
otras estirpes (Retinto Extremeno, Entrepelado y Silvela), y
quedado mas dudosa la situacién de los animales
Manchado de Jabugo, Mamellado y Dorado Gaditano.

Resulta por tanto esencial identificar y diferenciar
dichas razas y variedades del tronco porcino ibérico de
forma inequivoca, para poder llevar a cabo programas efi-
cientes de identificacion, trazabilidad, control de calidad
y certificacion de la denominacion de origen de los pro-
ductos derivados.

La identificacién clasica fenotipica (parametros morfo-
estructurales o morfométricos) y genética (marcadores
microsatélites) son herramientas (tiles para llevar a cabo
dicha catalogacién en la mayoria de los casos, pero no
resultan suficientes para realizar una identificacién con-
cluyente de los cruces y generalmente no son de aplica-
cion en los productos derivados.

En los trabajos realizados con anterioridad por los
Grupos de Investigacion proponentes®*?, y otros grupos
especialistas en Porcino Ibérico, no se llegé a establecer
de forma concluyente un método fiable de identificacién
de las diferentes razas y variedades de porcino mediante

* Animal Genetics 2000, 31: 295; Arch Zootec 2000, 49: 45; Book
Abstract 49 Meeting of the EAAP 2000, Polonia.

* Convenio de colaboracién Cientifico-Técnico entre AECERIBER y

la Universidad de Cordoba para la caracterizacion morfoldgica y

productiva de las variedades del “Tronco Ibérico”.

Convenio de Colaboracién entre la Direccién General de

Producciones y Mercados Ganaderos v la Universidad de Cérdoba

para la caracterizacion genética de poblaciones minoritarias dife-

renciadas dentro de la raza porcina |bérica.

5 Proyecto “European Gene Banking for Pig Genetic Resources”.
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marcadores moleculares como PCR-SSCP, PCR-RFLP,
RAPD o mediante microsatélites. Con respecto a este (lti-
mo marcador queremos resenar que nuestro Grupo no
s6lo los ha puesto a punto en el caso del cerdo ibérico®,
sino que los hemos clonado y propuesto para algunas
especies como caprino’ y equino®.

Es por ello muy importante y urgente la identificacion
de secuencias génicas distintivas de las razas y variedades
del tronco ibérico involucradas en la elaboracion de pro-
ductos comercializados con el distintivo “ibérico”, y que
asimismo permitan la identificacién, trazabilidad y certi-
ficacion del origen de sus productos derivados.

OBJETIVOS

Los objetivos del presente proyecto son los siguientes:
1. Obtener secuencias genomicas de diferentes razas
relacionadas con los productos ibéricos y de las prin-
cipales variedades del tronco ibérico de interés,
mediante la comparacion bioinformética de las
secuencias genomicas.
2. Obtener informacién del grado de polimorfismo entre
las razas y estirpes estudiadas y dentro de ellas.
3. Desarrollar un sistema inequivoco de caracterizacion
molecular e identificacion de cada una de dichas
razas v estirpes porcinas (basado en secuencias geno-
micas), mediante el empleo de marcadores molecula-
res contrastados, como son deleciones/inserciones y
SNPs (Fig. 2).
Proponer una herramienta genémica molecular de pri-
mer orden para la identificacién, trazabilidad, control
de calidad y certificacion de la denominacién de ori-
gen de los productos derivados.
5. Desarrollar un sistema de multiplexado y mezclas de
DNA (“DNA pooling”), recientemente desarrollado en
nuestros laboratorios (Quesada et al, 2004), que redu-
ce muy significativamente el tiempo y costo necesario
para determinar las frecuencias alélicas de grandes
poblaciones o mezclas de DNA en productos deriva-
dos mediante PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-
PCR) (Fig. 3).
Posibilitar que cualquier animal o producto chacinero
de él derivado pueda ser identificado como puro, o
como del tipo de cruce del que derive, con lo que se
clarificara el mercado, permitiendo de manera efecti-
va el empleo de la mencion de ibérico, puro o selec-
to en el etiquetado, contribuyendo de esta forma a una
leal y correcta competencia en el mercado y a la
defensa de los derechos del consumidor.
Por lo indicado se infiere que el trabajo que se esta lle-
vando a cabo supone el desarrollo, innovacién y puesta a
punto de distintas técnicas, totalmente novedosas, que
estardn a disposicion del sector y la administracion, una
vez sean desarrolladas y validadas.

6 Animal Genetics 2000, 31: 295; Arch Zootec 2000, 49: 45; Book
Abstract 49" Meeting of the EAAP 2000, Polonia.

7 GenBank accession UB0587 a U80595 enBank accession U36493
a U36498.




Fig. 2. Polimorfismos de base tinica (SNPs). Se muestra
el proceso de deteccion mediante ddNTPs y marcaje
fluorescente

SNPs
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Todo ello redundard en beneficio de los ganaderos y
de las industrias del sector del cerdo ibérico. Este es un
sector que, con gran esfuerzo, procura mantener en pure-
za la raza y estd necesitado de técnicas objetivas que
identifique con claridad la calidad de los productos deri-
vados.

Para ello en este proyecto de Gendmica del Cerdo
Ibérico se llevard a cabo la clonacién de DNA genémico
mediante la construccion de las correspondientes genote-

Foto 2. Cerdo Cebado, de Doiia Isabel Figueroa, viuda
de Leydn. Primer Premio Concurso Nacional de
Ganados, 1930.

cas, secuenciacion masiva redundante para evitar errores
y analisis bioinformatico de las secuencias generadas. Ello
permitira el diseno de cebadores de PCR para el desarro-
llo de marcadores y sondas moleculares especificos de las
diferentes estirpes de cerdo ibérico y de las razas que
pudieran estar siendo utilizadas en la obtencién de pro-
ductos derivados del cerdo ibérico.

PLAN DE TRABAJO Y METODOLOGIA

El proyecto se esta realizando segin el siguiente plan
de trabajo:

1° Fase: Eleccion de los donantes de DNA y preparacion
de las muestras

¢ Eleccién en base al historial de la ganaderia y al ana-
lisis del pedigri de los candidatos de un animal repre-
sentante de cada una de las cuatro estirpes principales
del cerdo ibérico (Negro Entrepelado, Torbiscal,
Retinto Extremeno y Negro Lampifo). Asimismo, se

Foto 3. Obtencién de muestra de sangre a un ejemplar
de la estirpe Negro Entrepelapo por parte del personal
de este proyecto. Realizado en septiembre de 2005
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utilizaran diversas razas de contraste (especialmente el
Duroc).

Obtencion de muestras biolégicas, extraccion y purifi-
cacion del DNA.

27 Fase: Construccion de genotecas, subclonacion y
secuenciacion

* Para cada una de las razas y estirpes estudiadas se
construira una biblioteca (“library”) genémica con
fragmentos insertados en vectores.

Secuenciacion masiva redundante hasta una redun-
dancia minima de seis veces (6X) para cada clon.
Analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas.

3* Fase: Identificacion de secuencias génicas distintivas
y desarrollo de Marcadores Moleculares

¢ lIdentificacién de secuencias génicas distintivas (mar-
cadores moleculares especificos) de cada una de las
razas y estirpes.

Desarrollo de sistemas de identificacion basados en
los marcadores moleculares de DNA previamente des-
critos.

4* Fase: Contraste, disefio y optimizacion del sistema
de multiplexado de rutina

Eleccion de muestras de las diferentes estirpes, razas y
sus cruces y obtencion de material bioldgico para el
aislamiento del DNA.

Amplificacién mediante PCR y secuenciacion.
Andlisis bioinformatico y eleccién de los marcadores.
Descripcion de un sistema de PCR simple y de multi-
plexado y mezclas de DNA (“DNA pooling”) basado
en PCR para estudios poblacionales masivos.

Estudio poblacional de las frecuencias obtenidas.
Desarrollo del protocolo de actuaciones en campo
propuesto y emision del correspondiente informe.

Brevemente, la metodologia a seguir sera la siguiente:
Purificacion de DNA mediante kits comerciales
(Qiagen) y cuantificacion espectrofotométrica.
Construccion de genotecas usando el vector 7~DASH
It de Stratagene y el césmido pHC79 de Roche y
amplificacion del DNA clonado en cada clon lambda
mediante la técnica de PCR de larga distancia (“long
PCR"), usando el kit “LA-PCR” de Takara Shuzo.
Secuenciacion masiva redundante (“shotgun”) hasta
una redundancia minima de seis veces (6X) para cada
clon segin técnica desarrollada por el Grupo CTS-
413.

Amplificacion mediante PCR y secuenciacion de los
productos (Fig. 4).

Andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas
con herramientas especificas para la identificacion de
secuencias y genes, Alineamiento y comparacion de

nformacidn asociaciones

secuencias, genes y genomas seleccionados de las
diferentes razas y variedades y deteccion de secuen-
cias especificas.

Experimentos de reconstruccion (Fig. 5)

Diseno de sistema de PCR simple y de multiplexado y
mezclas de DNA (“DNA pooling”) basado en PCR
(Fig. 6).

Fig. 4. Amplificaciéon de productos subclonados. Se

v
-

:
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Fig. 6. Amplificacion mediante PCR. Se muestra la
separacion de los productos en gel de agarosa
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