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Resumen

La microbiota intestinal es un ecosistema complejo y dinamico con un papel muy
importante en el desarrollo del animal en las diferentes etapas en el ciclo productivo.
Ademas, la interaccién de estos microorganismos con los receptores en la mucosa
gastrica influye en alto grado en la expresion génica del hospedador. Este proyecto
parte de una investigacion de Crespo-Piazuelo et al., (2019) donde se identificaron
regiones gendmicas asociadas con la composicion de varios géneros bacterianos.
Los genes candidatos del genoma porcino se seleccionaron por posicion y funcion
para cada género microbiano: Streptococcus (UROS), Akkermansia (CHST12),
Phascolarctobacterium (ST14, IKBKE, JAM3), y Prevotella (MAN2B2). Se utilizé
cDNA para el gen UROS Y DNA gendmico para los genes CHST12, MAN2B2, ST14,
IKBKE Y JAM3 de un material animal Duroc x Ibérico, 16 animales extremos para la
abundancia relativa de cada género microbiano (8 de la linea alta, 8 de la linea baja).
Para identificar los polimorfismos genéticos ya anotados en estos genes se utilizo la
aplicacion BioMartTool de Ensembl Project (www.ensembl.org) para cada gen y se
hizo la correspondiente prediccion del efecto de los SNPs. Se seleccionaron
preferentemente SNPs de interés que determinaban un cambio en la secuencia de
aminoéacidos de la proteina. Se disefiaron los primers para amplificar las regiones
gendmicas de interés por medio de la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR)
mediante la aplicacion Web Primer3Plus y se secuenciaron por el método Sanger.
Las secuencias obtenidas se alinearon por medio del software SEQUENCHER 5.4.6
y se visualizaron y anotaron los SNPs en el genoma de los genes UROS, IKBKE,
ST14 y JAM3. El gen UROS presento 16 polimorfismos para un solo individuo, sin
arrojar informacién de importancia. Para los demas genes se encontraron 3 SNPs
de interés. El primero se encuentra en el gen JAM3, comdn para siete de los ocho
animales de la linea alta en abundancia del género bacteriano
Phascolarctobacterium. Este polimorfismo no esta anotado en Ensembl y determina
cambio de aminoacido y se encuentra en la posicion 9:60706769 bp, en el exén 5.
El segundo SNP se localiza en el gen ST14, ex6n 16. Este se encuentra anotado
en Ensembl (rs319985414, synonymous_variant) y no determina un cambio de
aminoacido. Es un polimorfismo presente en cuatro animales de la linea baja y
cuatro animales de la linea alta para el género Phascolarctobacterium. El tercer SNP
se localiza en el gen IKBKE, ex6n 8, determina un cambio de aminoacido en la
proteina y se encuentra en tres animales de la linea baja y cinco de la linea alta para
la abundancia del genero Phascolarctobacterium. Este SNP se encuentra anotado
en Ensembl (rs707345016, missense_variant). Las variantes genéticas en estos
genes podrian ser importantes en la modulacion y control de la microbiota intestinal.
Sin embargo, es necesario validar en un mayor nimero de animales la asociacion
entre la composicién de la microbiota y los polimorfismos genéticos encontrados.

Palabras clave: microbioma, microbiota, metagenoma, polimorfismo,
secuenciacion, amplificacion.
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Abstract

The gut microbiota is a complex and dynamic ecosystem with a very important role
in the development of the animal at different stages in the production cycle.
Furthermore, the interaction of these microorganisms with the receptors in the gastric
mucosa greatly influences the gene expression of the host. This project starts from
an investigation by Crespo-Piazuelo et al., (2019) where genomic regions associated
with the composition of various bacterial genera were identified. Porcine genome
candidate genes were selected by position and function for each microbial genus:
Streptococcus (UROS), Akkermansia (CHST12), Phascolarctobacterium (ST14,
IKBKE, JAM3), and Prevotella (MAN2B2). CDNA was used for the UROS gene and
genomic DNA for the CHST12, MAN2B2, ST14, IKBKE and JAM3 genes from a
Duroc x Iberian animal material, 16 extreme animals for the relative abundance of
each microbial genus (8 from the high line, 8 from the line down). To identify the
genetic polymorphisms already noted in these genes, the BioMartTool application
from Ensembl Project (www.ensembl.org) was used for each gene and the
corresponding prediction of the effect of the SNPs was made. SNPs of interest were
preferably selected which determined a change in the amino acid sequence of the
protein. Primers were designed to amplify the genomic regions of interest by means
of the polymerase chain reaction (PCR) using the Primer3Plus Web application and
were sequenced by the Sanger method. The sequences obtained were aligned by
means of the SEQUENCHER 5.4.6 software and the SNPs in the genome of the
UROS, IKBKE, ST14 and JAM3 genes were visualized and annotated. The UROS
gene presented 16 polymorphisms for a single individual, without yielding important
information. For the other genes, 3 SNPs of interest were found. The first is found in
the JAM3 gene, common to seven of the eight abundant high-line animals of the
bacterial genus Phascolarctobacterium. This polymorphism is not annotated in
Ensembl and determines amino acid change and is found at position 9: 60706769
bp, in exon 5. The second SNP is located in the ST14 gene, exon 16. This is
annotated in Ensembl (rs319985414, synonymous_variant ) and does not determine
an amino acid change. It is a polymorphism present in four low line animals and four
high line animals for the genus Phascolarctobacterium. The third SNP is located in
the IKBKE gene, exon 8, determines an amino acid change in the protein and is
found in three animals from the low line and five from the high line for the abundance
of the Phascolarctobacterium genus. This SNP is annotated in Ensembl
(rs707345016, missense_variant). The genetic variants in these genes could be
important in the modulation and control of the intestinal microbiota. However, it is
necessary to validate in a larger number of animals the association between the
composition of the microbiota and the genetic polymorphisms found.

Key words: microbiome, microbiota, metagenome, polymorphism, sequencing,
amplification.
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Resum

La microbiota intestinal és un ecosistema complex i dinamic amb un paper molt
important en el desenvolupament de I'animal en les diferents etapes en el cicle
productiu. A més, la interaccio d'aquests microorganismes amb els receptors en la
mucosa gastrica influeix enlaire grau en I'expressio génica de I'hoste. Aquest
projecte parteix d'una investigacié de Crespo-Piazuelo et al., (2019) on es van
identificar regions genomiques associades amb la composicié de diversos géneres
bacterians. Els gens candidats del genoma porci es van seleccionar per posicio i
funcio per a cada génere microbia: Streptococcus (UROS), Akkermansia (CHST12),
Phascolarctobacterium (ST14, IKBKE, JAM3), i Prevotella (MAN2B2). Es va utilitzar
cDNA per al gen UROS | DNA gendmico per als gens CHST12, MAN2B2, ST14,
IKBKE | JAM3 d'un material animal Duroc x lberic, 16 animals extrems per a
I'abundancia relativa de cada géenere microbia (8 de la linia alta, 8 de la linia baixa).
Per a identificar els polimorfismes geneétics ja anotats en aquests gens es va utilitzar
I'aplicacié BioMartTool de Ensembl Project (www.ensembl.org) per a cada gen i es
va fer la corresponent predicci6 de l'efecte dels SNPs. Es van seleccionar
preferentment SNPs d'interés que determinaven un canvi en la sequéncia
d'aminoacids de la proteina. Es van dissenyar els primers per a amplificar les regions
genomiques d'interés per mitja de la reaccié de la cadena de la polimerasa (PCR)
mitjangant I'aplicacio Web Primer3Plus i es van sequenciar pel metode Sanger. Les
sequeéncies obtingudes es van alinear per mitja del programari SEQUENCHER 5.4.6
i es van visualitzar i van anotar els SNPs en el genoma dels gens UROS, IKBKE,
ST14 i JAM3. El gen UROS presente 16 polimorfismes per a un sol individu, sense
llancar informaci6 d'importancia. Per als altres gens es van trobar 3 SNPs d'interés.
El primer es troba en el gen JAM3, comu per a set dels huit animals de la linia alta
en abundancia del genere bacteria Phascolarctobacterium. Aquest polimorfisme no
esta anotat en Ensembl i determina canvi d'aminoacid i es troba en la posicio
9:60706769 bp, en I'exd 5. El segon SNP es localitza en el gen ST14, ex6 16. Aquest
es troba anotat en Ensembl (rs319985414, synonymous_variant) i no determina un
canvi d'aminoacid. Es un polimorfisme present en quatre animals de la linia baixa i
quatre animals de la linia alta per al génere Phascolarctobacterium. El tercer SNP
es localitza en el gen IKBKE, ex6 8, determina un canvi d'aminoacid en la proteina i
es troba en tres animals de la linia baixa i cinc de la linia alta per a I'abundancia del
genere Phascolarctobacterium. Aquest SNP es troba anotat en Ensembl
(rs707345016, missense_variant). Les variants genetiques en aquests gens podrien
ser importants en la modulacio i control de la microbiota intestinal. No obstant aixo,
€s necessari validar en un major nombre d'animals I'associacié entre la composicio
de la microbiota i els polimorfismes genétics oposats.

Paraules clau: microbioma, microbiota, metagenoma, polimorfisme, seqiienciacio,
amplificacié.
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1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos generales

La produccién de carne de cerdo ha ido al alza a través de los afios, segun datos
del sacrificio de animales, siendo Catalufia el lider en produccion de carne
porcina, avicola y vacuna en Espafia. En el afio 2018, Espafia sacrifico 52,4
millones de animales y produjo unos 4,52 millones de toneladas de carne de
cerdo, ubicando a Espafia en el cuarto puesto de la producciéon mundial, por
debajo de China, Estados Unidos y Alemania. Ademas, en el 2018, la produccién
crecio con respecto a afios anteriores en un 5% (MAPA, 2019).

Con respecto a Europa, Espafia ocupa el segundo lugar (19%) de la produccion
de carne de cerdo, por debajo de Alemania que lidera con un 22,4% la
produccion de carne de cerdo en la Unién Europea (UE) (IRTA, 2010). Esta
produccion de carne ha crecido en los ultimos 5 afios en Europa un 7.6% y en
Espafia un 31,45%, mostrando el importante crecimiento del sector a nivel
nacional versus al comunitario europeo (MAPA, 2019).

En la actualidad el mercado de la carne de cerdo demanda productos de calidad
gue reunan una serie de caracteristicas (Mufioz et al., 2013). La calidad de la
carne es un caracter complejo, pues el mercado exige un alto contenido de
canales magras y una carne de calidad satisfactoria con el mejor rendimiento
posible (Pérez-Enciso et al., 2000; Puig-Oliveras et al., 2016). La calidad esta
determinada por factores productivos como la sanidad, la nutricibn y los
programas de mejora genética, que estan enfocados principalmente en la
seleccion de animales con menor espesor de grasa subcutdnea y niveles
optimos de infiltracion de grasa intramuscular (Gonzalez, Carrapiso, Noguera,
Ibafez-Escriche, & Tejeda, 2018; Puig-Oliveras et al., 2014; Tejeda, Carrapiso,
Noguera, Ibafez-Escriche, & Gonzalez, 2018; Hua Yang et al., 2018).

El tracto gastrointestinal (TGI) se ve involucrado en mdultiples procesos
fisiolégicos (Hussey & Bergman, 2014), que no se limitan a la digestion de
nutrientes, absorcion, y su metabolismo, sino también al desarrollo del sistema
inmunitario, su fortalecimiento y la proteccion contra patdgenos (Siegwald &
Brissow, 2019). El contenido del TGI de los animales ha evolucionado con
microorganismos simbiéticos, en su mayoria bacterias que se han adaptado para
vivir plenamente en este ambiente formando interacciones complejas y vitales
entre la relacidon microorganismos-huésped (Estellé & Mach, 2014; Hua Yang et
al., 2018).

El microbioma es definido como el conjunto de microorganismos, sus genomas
y el ambiente donde residen. La microbiota se refiere al conjunto de
microrganismos existentes en un ambiente determinado, como por ejemplo el



tracto gastrointestinal (Ashman & Krishnamurthy, 2019). EI metagenoma es el
conjunto de genes microbianos presentes en un entorno 0 ecosistema
determinado. Por ende la metagenomica es el estudio de los genomas de una
comunidad de microorganismos (Segre, 2020).

La microbiota intestinal puede ser comensal, patogénica o mutualista (Aluthge et
al., 2019; Chen et al., 2018; ; Suarez, Fandifio, & Rondon, 2018). La microbiota
mutualista da al huésped funciones beneficiosas que él huésped no puede
realizar por cuenta propia, como digerir fibra, obtener energia y polisacaridos
complejos, y asi producir compuestos metabdlicos necesarios, y también evitar
la colonizacibn de microorganismos patdgenos. Asimismo, las poblaciones
microbianas comensales modulan la respuesta inmune del huésped,
modificando la diversidad de la microbiota para mantener una homeostasis
intestinal (Aluthge et al., 2019; Crespo-Piazuelo et al., 2018; Han et al., 2018).
En el caso de bacterias patdgenas, estas causan diarrea, enterolitos, dafio
hepatico, carcinogenesis y putrefaccion intestinal (Backhed, Ley, Sonnenburg,
Peterson, & Gordon, 2005). Generalmente, estas bacterias se han adaptado
para prosperar y habitar bajo ciertas condiciones formando interacciones
complejas y vitales entre ellas y su huésped (Chen et al., 2018; Goodrich,
Davenport, Waters, Clark, & Ley, 2016).

La microbiota intestinal, en su interaccion funcional y metabdlica con el epitelio
intestinal, estimulan el sistema inmune del huésped. Haciendo asi una seleccién
especifica de la microbiota intestinal especifica usando proteinas microbicidas
de produccién de cascadas inmunitarias. El huésped tiene la caracteristica de
tolerar esta poblacion microbiana no patégena (Lozupone, Stombaugh, Gordon,
Jansson, & Knight, 2012). Estos en relacion a que los Microrganismos
mutualistas son los Unicos que activan las cascadas inmunitarias del huésped
para su propio beneficio (Backhed et al., 2005).

El epitelio intestinal actia como una barrera, protegiendo al organismo ante la
entrada bacteriana, actuando como un sistema de defensa, la superficie epitelial
intestinal esta recubierta con una capa mucosa formada por glucoproteinas de
mucina (Ohland & MacNaughton, 2010). El intestino delgado tiene solo una capa,
gue es permeable a las bacterias intestinales. Por el contrario, la capa mucosa
del colon esta estructurada en dos partes: una capa interna densa firmemente
unida al epitelio intestinal que minimiza las células bacterianas-epiteliales que
estan en contacto y una capa externa suelta que puede ser descompuesta por
bacterias comensales En esta capa mucosa externa, y mediante la interaccion
con las bacterias, se producen una serie de metabolitos que interactian con el
huésped, estimulando una respuesta del sistema inmune innato y adaptativo
(Sun, Zhou, Fang, Su, & Zhu, 2015).

La microbiota gastrointestinal es un ecosistema complejo y dinamico con un
papel muy importante en el desarrollo del animal en las diferentes etapas del
ciclo productivo (Suéarez et al., 2018). La composicion de la microbiota y la
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complejidad de las interacciones microbianas dependen de la genética del
huésped y otros factores como la edad, la dieta, el medio ambiente, el estado de
salud o el efecto materno (Mach et al., 2015).

Se ha descubierto que en ratones la microbiota intestinal puede modificar el
metabolismo de los lipidos (Béackhed et al., 2005). Ademas, la interaccion de
estos microorganismos con los receptores en la mucosa gastrica influyen en alto
grado en la expresion génica del hospedador, genes relacionado con el
metabolismo, composicién lipidica de la carne del animal y rendimiento
productivo (Aluthge et al., 2019; Crespo-Piazuelo et al., 2018, 2019; Hua Yang
et al., 2018).

Se ha reportado que la heredabilidad de la composicion de géneros microbianos
en el intestino del cerdo varia, de una heredabilidad alta a una heredabilidad baja
(Camarinha-Silva et al., 2017; Estellé & Mach, 2014; Ramayo-caldas et al.,
2020).La genética del huésped se ha sugerido como un factor importante en la
determinacion de la composicién de la microbiota intestinal (Turpin et al., 2016).
Sin embargo, existen estudios limitados que miden la contribucién de la
variabilidad interindividual, modulando las comunidades bacterianas y el efecto
de los polimorfismos del huésped en el establecimiento de microbiota (Goodrich,
Davenport, Clark, & Ley, 2017).

Los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS), se han utilizado
ampliamente con la finalidad de para estudiar el vinculo entre el huésped y su
composicién de microbiota intestinal (Bonder et al., 2016; Crespo-Piazuelo et al.,
2019; Goodrich et al., 2017; Ramayo-caldas et al., 2020; Turpin et al., 2016). En
humanos la genética del huésped parece tener un impacto menor en la
microbiota en comparacion con la edad, la dieta o el medio ambiente (Schokker
et al., 2014; Spor, Koren, & Ley, 2011; Valeriano, Parungao-Balolong, & Kang,
2014). Estos resultados se pueden explicar porque en estos estudios es casi
imposible estandarizar las condiciones entre individuos (Kubasova et al.,
2018.,Huttenhower et al., 2012; Spor et al., 2011; X. Wang et al., 2020).

En este sentido, los cerdos de produccion representan un modelo perfecto para
medir el efecto de la genética del huésped en la conformacion de la microbiota,
debido a su dieta similar y factores ambientales durante todo su ciclo de cria,
pero la relacion entre el genoma del cerdo y la composicion de la microbiota
intestinal alin no se han descrito completamente (Estellé & Mach, 2014; Estellé
et al., 2017).

La microbiota colabora directamente con la maduraciéon de TGI, asi mismo
podemos decir que el desarrollo o subdesarrollo de TGI en conjuncién con la
microbiota puede conllevar a numerosas enfermedades y trastornos agudos o
cronicos (Aluthge et al., 2019; Serrano, Cembrero, Gomez, & Leinez, 2007;
Suarez et al., 2018). Por lo tanto es de vital importancia el conocimiento de las
interacciones del TGl y la microbiota con la utilizacion de suplementos



alimenticios para avanzar a nivel nutricional en las especies de interés ganadero,
aumentando su resistencia a enfermedades y el rendimiento productivo (Hua
Yang et al., 2018).

El conocimiento mas a fondo del papel y la funcidén de la microbiota nos permitira
aumentar el conocimiento de la relacion de la microbiota con enfermedades
humanas, que pueden ser de aplicacion terapéutica en estas patologias (Chen
etal., 2018; Corominas et al., 2013). El estudio del metagenoma y La importancia
ha ido en avance en las Ultimas décadas debido a la secuenciacion de los
genomas microbianos y el estudio de las “omicas” como metabol6mica,
protedmica y transcriptomica (Aluthge et al., 2019 Puig-Oliveras et al., 2014).

1.2. Desarrollo de la microbiota en el tracto gastrointestinal

En etapas tempranas de vida del lechon, la microbiota es transmitida al neonato
por via maternal-lactogena y ambiental, siendo asi la microbiota un instrumento
de importancia para el desarrollo fisiologico, inmunoldgico del animal, y la
maduracion intestinal. Las bacterias de la microbiota del lech6n son inicialmente
microorganismos son inicialmente Aerobios Facultativos, que son principalmente
la Escherichia coli, Shigella flexnerii y Streptococcus spp. (Fouhse, Zijlstra, &
Willing, 2016; Konstantinov et al., 2006). Estos organismos consumen el oxigeno
disponible del ambiente intestinal, creando asi un ambiente propicio para el
crecimiento de anaerobios como Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium, y
Lactobacillus spp. (Fouhse et al., 2016; Konstantinov et al., 2006; Petri, Hill, &
Van Kessel, 2010).

Petri et al., (2010) indican que los miembros de las familias Clostridiaceae y
Enterobacteriaceae son los principales colonizadores desde el inicio hasta
aproximadamente 0,5 dias después del parto. Posteriormente, son desplazados
por miembros de la familia Streptococcaceae, que son la familia dominante entre
el primer y tercer dia, hasta que son reemplazados por miembros de la familia
Lactobacillaceae, que es dominante hasta los 20 dias de edad. Este patron de
sucesion fue observado en todo el TGI (estbmago, intestino delgado y colon).

Hinkle, (2012) estudio el desarrollo de la microbiota intestinal de los cerdos desde
el nacimiento hasta el final del periodo crecimiento (periodos de lactancia,
destete y guarderia), donde se observo cambios en la abundancia en el filo
Firmicutes con la edad de los cerdos, aunque Firmicutes denota predominancia
en todas las edades. Se ha demostrado que Firmicutes, junto con Bacteroidetes,
son los dos principales filos bacterianos del intestino porcino
independientemente de la edad de los animales (Mach et al., 2015).

La abundancia de Firmicutes es muy variable en funcion de la edad. En el
periodo de lactancia se reporta una abundancia del 71,2% y del 62,3% en los



dias 7 y 14, respectivamente. Esta abundancia va en aumento después del
destete, siendo del 87,0% y del 87,3% en los dias 26 y 61, respectivamente.
Entre Firmicutes y Bacteriodetes tiende a producirse una relacion inversa,
observandose en Bacteriodetes las mayores abundancias para lechones
destetados (16,9% y 26,4% en los dias 7 y 14, respectivamente), mientras que
los lechones después al destete obtuvieron abundancias mas bajas (3,6% Yy 7,8%
en los dias 26 y 61, respectivamente). El género Bacteroides es dominante en el
periodo de lactancia, mientras hay un aumento del genero Prevotella el dia 61,
debido posiblemente a la ingesta de dietas altas en proteina y fibra de origen
vegetal. También se ha reportado que estos cambios pueden ser determinados
por el cambio de una dieta liquida (leche materna) a una dieta con mayor
porcentaje de materia seca y contenido de fibra (Hinkle, 2012).

Durante el destete, las familias bacterianas dominantes parecen ser
Bacteroidaceae y Veillonellaceae. Sin embargo, el dia 26, después del destete,
predomina la familia Lactobacillaceae (31,4%) con Lactobacillus amylovorus
identificado como la especie predominante dentro de este grupo. Otras familias
bacterianas con alta representacion después del destete son Lachnospiraceae
(13,4%), Ruminococcaceae (13,2%) y Enterococcaceae (2,7%). Al final del
periodo de crecimiento (dia 61), hay un cambio de dietas con la eliminacion de
proteinas de origen animal y la sustitucion de mas proteinas de origen vegetal.
Ente cambio de proteina deriva a un cambio en la familia Streptococcaceae
(28,8%), siendo el dominante en la microflora, mientras que para
Lactobacillaceae (9,8%), Lachnospiraceae (8,8%), Ruminococcaceae (8,6%),
Clostridiaceae (5,6%), Veillonellaceae (4,9%) y Erysipelotrichaceae (3,5%) se
observaron concentraciones mucho méas bajas. Entre los miembros de
Streptococcaceae, el mas significativo aumento se observd en el género
Streptococcus, particularmente en la especie Streptococcus alactolyticus (Leser
et al., 2002). Con respecto a la cantidad del genero Bifidobacterium hubo un
aumento en el dia 26 que podria deberse a la presencia de lactosa resultante de
la incorporacién de proteinas de suero en dietas utilizadas al inicio del periodo
de destete, sin embargo, este aumento no se observé en el dia61 (Hinkle, 2012).

De Rodas, Youmans, Danzeisen, Tran, & Johnson, (2018). estudiaron el
microbioma de los cerdos con respecto a las unidades taxonémicas operaticas
(OTU) y en relacién a etapa productiva, tiempo de muestreo y los diferentes
lugares de muestreo y observaron que entre las OTU mas abundantes, las
especies de Lactobacillus (por ejemplo, L. johsonii / gasseri, L. reuteri y L.
mucosae) y las de la clase Clostridia (por ejemplo, Clostridium) fueron
prominentes en todo el TGI y por edad. Esto les llevd a la conclusion de que
existe una comunidad bacteriana dominante en todo el TGI, independientemente
de la edad y ubicacién del muestreo.

El progresivo cambio de la microbiota que se desarrolla en el cerdo también
depende de los tipos de exposicion y de las practicas de manejo, como el uso



temprano de antibioticos (Ashman & Krishnamurthy, 2019; Chen et al., 2018).
Schmidt et al., (2011) estudiaron el impacto de la higiene excesiva en el
desarrollo de la microbiota porcina al criar cerdos en sitios de alta higiene
después de que inicialmente se les hubiera permitido colonizar naturalmente por
microorganismos en sistemas de cria convencionales. La cria de los animales
en sistemas de alta higiene interrumpe la evolucion progresiva en el tiempo de
la flora microbiana por la falta de exposicion a ambientes en sistemas de
producciones comunes, en comparacion a los eventos homeostéaticos
cambiantes de la microbiota que se sabe que ocurren en animales criados
convencionalmente. Por tanto, el establecimiento y desarrollo temprano normal
de la microbiota de cerdo requiere una exposicion microbiana continua y las
condiciones de higiene excesiva interfieren con este proceso natural (Schmidt et
al., 2011).

Se ha analizado el impacto de la exposicion temprana a los antibioticos, asi como
las practicas de manejo estresantes en la comunidad Microbiana intestinal y en
los perfiles del transcriptoma intestinal. Se ha observado que el uso de
antibiéticos a temprana edad altera la composicion y diversidad de la microbiota
intestinal y reduce la expresion de genes relacionados con una serie de procesos
inmunes (Schokker et al., 2014).

Dou et al.,, (2017) investigaron el impacto de la microbiota intestinal de los
primeros afos de vida en la susceptibilidad de los cerdos a la diarrea posterior
al destete. Los resultados revelaron que ya en el dia 7 postnatal, la diversidad y
composicion de la microbiota fecal discriminaba entre los cerdos que se
mantenian sanos y los que desarrollaban diarrea después del destete. Los
cerdos sanos tuvieron mayor abundancia de miembros de Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae y Prevotellaceae y menor abundancia de las familias
Fusobacteriaceae y Corynebacteriaceae, en comparacion con los cerdos que
desarrollaron diarrea. Por lo tanto, la microbiota temprana del cerdo puede tener
un impacto en la salud y la enfermedad mas adelante en la vida y potencialmente
puede usarse como un bio-marcador para la susceptibilidad a la enfermedad
(Ashman & Krishnamurthy, 2019; Ishiguro, Haskey, & Campbell, 2018; Neuman
& Koren, 2016).

1.3. Seguimiento y control de una 6ptima microbiota Intestinal

En los Ultimos afos, se ha trabajado intensamente en el estudio de los
prebioticos y probidticos para asi mejorar la comunidad microbiana del TGl,
porque una microbiota intestinal equilibrada es beneficiosa para la estructura
intestinal y la funcion productiva e inmunologica del huésped (Bikker et al., 2006;
K. F. Cao et al., 2016; F Molist, Segura, Gasa, Hermes, & Manzanilla, 2009). La
comunidad cientifica ha alertado sobre su relacion con las bacterias resistentes



a los antibidticos (Ishiguro et al., 2018; Jaramillo, 2012; Neuman & Koren, 2016;
Schokker et al., 2014). Los prebibticos, probioticos y Simbioticos representan
alternativas potenciales a los antibiéticos promotores de crecimiento que pueden
mantener o mejorar la productividad y la salud animal (Aluthge et al., 2019;
Francesc Molist, Manzanilla, Pérez, & Nyachoti, 2012; Hua Yang et al., 2018).

1.3.1. Prebidticos

Los prebidticos han sido definidos como alimentos funcionales (Aluthge et al.,
2019; Fouhse et al., 2016; Siegwald & Brussow, 2019), es un ingrediente
selectivo fermentado que permite cambios especificos, tanto en la composicion
como en la actividad del TGl y su microbiota que confiere beneficios en el
bienestar y la salud del animal (Jaramillo, 2012). Durante las dos ultimas décadas
el almiddn resistente, polisacéaridos sin almidon, azlicares no absorbibles y los
oligosacaridos han sido utilizados como fuentes prebidticas (Gaggia, Mattarelli,
& Biavati, 2010).

Los Fructo-Oligosacaridos, Galacto-Oligosacéaridos (GOS) y Manano-
Oligosacaridos (MOS) han demostrado tener efectos beneficiosos sobre la
microbiota intestinal y el desempefio productivo y salud de los cerdos (Mcdonnell,
Bouwhuis, Sweeney, Shea, & Doherty, 2016; Schokker et al., 2014; Hua Yang et
al., 2018; L. Zhao et al., 2012; P. Y. Zhao, Wang, & Kim, 2013). El almidén
resistente ha sido estudiado, y es catalogado como un potencial prebiético. Sin
embargo, en la actualidad no esta claro como este promociona la proliferacién
de ciertas bacterias benéficas y como mejora el rendimiento del animal (Heo,
Agyekum, Yin, Rideout, & Nyachoti, 2014; Sun, Su, & Zhu, 2016; Sun et al.,
2015). Por otro lado, los polisacéridos derivados de extractos de algas marinas
(EAM) como laminarina y fucoidan han mostrado resultados muy positivos en
cerdos expuestos previamente a bacterias patdégenas (Mcdonnell et al., 2016).

1.3.2. Probiéticos

Los probioticos se definen como microbios no patdégenos que pueden colonizar
el intestino, otorgando al cerdo o al humano multiples beneficios (Aluthge et al.,
2019; Angelakis, 2017; Ohland & MacNaughton, 2010), los Probidticos
promueven directamente la funcion de barrera intestinal y se comunican con el
sistema inmunitario del huésped a través de metabolitos bacterianos (De Vrese
& Schrezenmeir, 2016). En cerdos, se han desarrollado especies de
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus faecium y E. coli como probiéticos
para promover la inmunidad de la mucosa y la funcién epitelial e inhiben el
crecimiento de bacterias patdgenas (Klingspor et al., 2013; Lahteinen et al.,
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2010). Sin embargo, los efectos probidticos dependen de las bacterias
especificas aisladas, ya que algunos trabajos no sustentan estos beneficios,
mientras que otros muestran una respuesta inmune optima y eficiente y una
mejor morfologia intestinal al alimentar cerdos con el probidtico Bacillus cereus
(Scharek-Tedin et al., 2013).

1.3.3. Consideraciones de los prebiéticos y probioticos.

Los efectos de los Prebidticos en las estimaciones de digestibilidad y el
rendimiento del crecimiento han sido inconsistentes, especialmente en cerdos
sanos, ya que otros componentes especificos de las dietas pueden haber
contribuido y enmascaras el efecto de los compuestos Prebioticos. Lo contrario
ocurre en el uso de Probidticos, debido a que la comunicacion es directa entre el
microorganismo y la pared intestinal del animal (Gaggia et al., 2010).

Actualmente se esta investigando para encontrar estrategias de alimentacion
estandarizadas para la aplicacion de prebiéticos y probiéticos en cerdos sanos y
enfermos y acceder a sus beneficios aplicativos (Scharek-Tedin et al., 2013;
Scharek, Guth, Filter, & Schmidt, 2007). Los estudios futuros también podrian
apuntar a posibles combinaciones de Prebidticos y Probioticos apropiados (es
decir, simbidticos) para mejorar el equilibrio ecoldgico intestinal y reducir el riesgo
de trastornos intestinales (De Vrese & Schrezenmeir, 2016; Fouhse et al., 2016;
Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008).

1.4. La Investigacion del microbioma

La tecnologia gendmica ha revolucionado nuestra capacidad de caracterizar la
microbiota en el seres vivos 0 de ambientes especificos (Turnbaugh et al., 2007).
La implementacion de la tecnologia de secuenciacion de la proxima generacion
(NGS, Next Generation Sequencing) ha permitido incrementar enormemente la
capacidad de secuenciacion y reducir los costes. Una de las aplicaciones ha
sido la secuenciacion del metagenoma, permitiendo el estudio de las
poblaciones bacterianas sin realizar cultivos microbianos. La secuenciacion del
gen microbiano 16S rRNA se utiliza normalmente para estimar la composicién
de la microbiota intestinal bacteriana o procariota, estos estudios que sirven
como reloj molecular de la evolucién bacteriana (Scharschmidt, List, Grice, &
Szabo, 2009). mientras que la secuenciacién total de los genomas de los
microorganismos se utiliza para la caracterizacion del metagenoma y la
identificacion de la funcion de los genes (Hussey & Bergman, 2014; Huttenhower
et al., 2012). Los genes del ribosoma de la subunidad pequeiia 16S son
universales entre los procariotas. Los cebadores de PCR de amplio rango se
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recogen en regiones altamente conservadas y permiten la amplificacion de la
mayoria de las bacterias conocidas (Scharschmidt et al., 2009).

Estos cebadores 16S rRNA flanquean regiones variables especificas de la
especie del gen que se usan para inferir relaciones filogenéticas (Pace, 1997).
Las especies bacterianas se definen tradicionalmente como que tienen
secuencias de rRNA 16S 297% idénticas entre si (Gevers et al., 2005). El analisis
de secuencia de los genes 16S rRNA de una muestra determinada o ambiental
proporciona una ventana a la diversidad bacteriana de especies que habitan ese
nicho ecologico o espacio en particular (Scharschmidt et al., 2009).

Trabajos recientes han comenzado a realizar la secuenciacion total del
metagenoma para comprender las posibles funciones metabdlicas del
microbioma de cerdo (Ramayo-caldas et al., 2016; Xiao et al., 2016; Yang,
Huang, Fang, He, & Zhao, 2017). En el cerdo, se ha estudiado la composicion y
dinamica del microbioma intestinal (Ashman & Krishnamurthy, 2019; Crespo-
Piazuelo et al., 2018, 2019; Estellé & Mach, 2014; Estellé et al., 2017; Ramayo-
caldas et al., 2020; Schokker et al., 2014). La secuenciacion del metagenoma
completo se ha utilizado para obtener el catdlogo de genes de referencia del
cerdo del microbioma intestinal (Xiao et al.,, 2016). Recientemente, se han
desarrollado nuevos algoritmos de ensamblaje de genomas microbianos con
metagenomas obtenidos por secuenciacion de escopeta (Bowers et al., 2018;
Sangwan, Xia, & Gilbert, 2016; Stewart et al., 2018; Tully, Graham, & Heidelberg,
2018).

Xiao et al., (2016) en su estudio de la secuenciacion del metagenoma completo
de cerdo observaron que el microbioma intestinal del cerdo comparte mas genes
no redundantes con el microbioma humano, que entre los microbiomas humano
y del raton. Este resultado refuerza el interés del cerdo como modelo animal para
estudios biomédicos. Ambas especies son omnivoras y tienen un tracto
digestivo monogastrico, que es parecido en anatomia, inmunologia vy fisiologia
(Wang & Donovan, 2015) .

Multiples investigaciones han proporcionado informacion valiosa en los cambios
composicionales y asociaciones entre la microbiota intestinal y los parametros
de produccion (Cao et al., 2020; Chen et al., 2018; Hinkle, 2012; Metzler-zebeli
et al., 2010; Mufioz et al., 2013; Schokker et al., 2014; Sun et al., 2015; Hua Yang
et al., 2018). El conocer mas a fondo el microbioma es de gran importancia por
su potencial uso terapéutico y el uso de la “microingenieria del microbioma” o la
sintesis de microbiomas a nivel experimental y de laboratorio para una posterior
aplicacion (Hussey & Bergman, 2014; Ishiguro et al., 2018; Neuman & Koren,
2016; Ohland & MacNaughton, 2010). Sin embargo, para utilizar el microbioma
como herramienta terapéutica en la mejora de la salud animal y mejoras en el
rendimiento productivo, se necesita mirar mas alla de los cambios
composicionales de la microbiota y entender mas detalladamente los efectos que



modulan e interviene en el microbioma (Ashman & Krishnamurthy, 2019; Hussey
& Bergman, 2014; Neuman & Koren, 2016).

La investigacion del papel de la microbiota en la produccion porcina se ha visto
limitada por la existencia de pocos genomas de referencia de microbiomas
especialmente del cerdo que estén disponibles para anotaciones y analisis
posteriores (Angelakis, 2017; Crespo-Piazuelo et al., 2018, 2019; Ramayo-
caldas et al., 2020; Sun et al., 2016). Pero también hay que recalcar que hay
multiples avances en herramientas bioinformaticas para el estudio mas
completos y de fondo de microbiomas, estos avances han sido gracias
principalmente al desarrollo de investigaciones en microbiomas humanos
(Angelakis, 2017; Chen et al., 2018; Neuman & Koren, 2016; L. Zhao et al.,
2012).

Las estudios del microbioma han tomado ultimamente la microbiota intestinal
como un sistema organico independiente en el organismo (Ashman &
Krishnamurthy, 2019; Fouhse et al., 2016; Serra, 2016; Suérez et al., 2018; Hua
Yang et al., 2018). El Estudio de la microbiota en el cerdo se han centrado en el
analisis de genes, lo que ha dado como resultado una lista de genes y de
componentes, relacionados con las funciones de la microbiota (Aluthge et al.,
2019), sin embargo se considera de que el enfoque centrado en genes
especificos es muy limitado para obtener una comprension clara de la funcién
compleja de la microbiota intestinal que funciona como un sistema organico
anico, donde sus interacciones conjuntas de microorganismos dan una funcién
como ecosistema (Ashman & Krishnamurthy, 2019; Hussey & Bergman, 2014;
Neuman & Koren, 2016).

Por lo tanto, las investigaciones deben tomar enfoques de biologia de sistemas,
para analizar el comportamiento del microbioma en su conjunto (Aluthge et al.,
2019; Camarinha-Silva et al., 2017). Este tipo de investigaciones proporcionaria
una nueva vision sobre la comunidad microbiana, la adaptacion, la organizacion
y el papel funcional del microbioma y puede proporcionar informacion sobre los
enfoques de seleccion in vivo para desarrollar nuevos microbios de
suplementacién directa, y para comprender mejor los factores que influyen en la
microbiota intestinal en los cerdos y otras especies ganaderas (Aluthge et al.,
2019).

Es indispensable el uso de enfoques basados en la biologia del sistema, para
analizar el microbiomay asi tener un mayor potencial para vincular el microbioma
con los fenotipos y desarrollar modelos predictivos y de seleccion (Aluthge et al.,
2019; Chen et al., 2018; Fouhse et al., 2016; Hussey & Bergman, 2014; Sun et
al., 2015). Sin embargo, para desarrollar modelos predictivos basados en
microbiomas, es necesario recolectar los fenotipos asociados con cada
microbioma. Por eso, las futuras investigaciones deben recopilar muchos tipos
de datos fenotipicos y "Omicos", incluida la informacion transcriptdmica

10



(Ramayo-Caldas et al., 2012), genomica del huésped y metabolomica (Waldor
et al., 2015) (Figura 1.).

Proteoma

Microbioma

Genoma

Nutricion
(Ambiente)

Figura 1. El complejo de las “OMICAS”

Dicha informacién se puede utilizar para desarrollar modelos mecanicistas para
ayudar a ir mas alla de las correlaciones/asociaciones identificadas en la mayoria
de los estudios actuales. A pesar de los numerosos estudios que han analizado
el microbioma en especies ganaderas, nuestra comprension de la persistencia
microbiana, la co-evolucion de las interacciones microbianas del huésped vy la
adaptacion microbiana es limitada (Hussey & Bergman, 2014; Ishiguro et al.,
2018; Neuman & Koren, 2016).

Surgen las siguientes incégnitas. ¢Qué especies microbianas de origen externo
y autoctonas residen en los cerdos?, ¢Qué caracteristicas poseen estos
microbios para persistir en este entorno? ¢Por qué/como fluctian las
poblaciones microbianas y cual es la consecuencia de tales fluctuaciones?.
Estas preguntas son de gran importancia para comprender qué fuerzas
evolutivas y ambientales dan forma a la comunidad microbiana y su funcion
dentro del huésped. Dicha informacion puede ayudar a comprender si los
factores del huésped o los conjuntos microbianos ayudan a la persistencia
microbiana (Aluthge et al., 2019; Uzbay, 2019).

Con este fin, la utilizacibon de un modelo de cerdo gnotobidtico puede
proporcionar informacion sin precedentes sobre el ensamblaje microbiano, la
persistencia y las interacciones del microbio-huésped. Asi podemos decir que el
modelo del cerdo gnotobidtico ayudara a comprender mejor el papel causal del
microbioma y el desarrollo nuevos tratamientos Probioticos.
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1.4.1. Nutricién y salud

El estudio del microbioma podria proporcionar informacion sobre la alimentacion
de cerdos y otras especies de interés ganadero, bajo diferentes parametros
fisiolégicos y condiciones metabdlicas, y durante estados de enfermedad,
brindando oportunidades para una "nutricion de precision" y programas de
seleccion para especies ganaderas. Por lo tanto, es de importancia fomentar y
encaminar los estudios de la microbiota intestinal del cerdo y hacer el énfasis en
las relaciones microbio-fenotipo (Aluthge et al., 2019; Chen et al., 2018; Hussey
& Bergman, 2014; Ramayo-caldas et al., 2016; Sun et al., 2015; Surana &
Kasper, 2017) y asi poder aprovechar mejor los beneficios del microbioma para
desarrollar nuevas estrategias en los sistemas de produccién porcinos.

1.4.2. Relacion del genoma del huésped con la composicion de
la microbiota

El estudio del microbioma se ha son centrado principalmente en su biologia y
como el efecto ambiental lo modula. Es aqui donde se ha planteado que la
genética del huésped forma parte de la modulacion homeostatica del
microbioma, mientras que los factores ambientales pueden cambiar el curso
original de la evolucion del microbioma. Se ha sugerido el efecto genético del
huésped en relacion a variantes genéticas y las poblaciones microbianas (Wang,
2018) .

Es dificil imaginar que el genoma con su conjunto de genes no actue frente a
amenazas o coordinara beneficios propios con el microbioma. De hecho, hay
bastantes indicaciones de la coordinacién gen-microbioma en los humanos como
en los animales (Kurilshikov, Wijmenga, Fu, & Zhernakova, 2017; Rothschild et
al., 2018). Todo indica que esta modulacion y regulacion es a causa de genes
del sistema inmunitario (Crespo-Piazuelo et al.,, 2019; Hooper, Littmann, &
Macpherson, 2012; Ramayo-caldas et al., 2020; Rothschild et al., 2018),
regulando microrganismos patégenos o reacciones inflamatorias del organismo
(Wang, 2018). El sistema inmune siendo asi la barrera de control de
microrganismo por excelencia, pues de este sistema depende la biologia, el
control y la supervivencia de los microbios que componen la microbiota (Kau,
Philip, Nicholas, Goodman, & Gordon, 2011).

El proceso de regulacion mediado por la genética del huésped frente a los
microorganismos patogenos, y la regulacion mediada por genes Y/o modulacion
de interacciones optimas de la microbiota. explica la evolucion de las especies,
pues con el tiempo se generan variantes genéticas y/o mutaciones de resistencia
y supervivencia para grupos especificos de microrganismo individuos. Estas
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mutaciones o0 Vvariantes genéticas determinadas tienden a heredar entre
generaciones, aumentando la frecuencia de las mismas en el tiempo y esto.
Conduce a cambios en la genética poblacional (Barreiro & Quintana-Murci, 2010;
Novembre & Han, 2012; Prugnolle et al., 2005).

Sabemos que la microbioma intestinal produce sustancias como vitaminas,
serotoninas y muchas otras moléculas funcionales de sefalizacion que modulan
varios sistemas en el cuerpo del huésped, especialmente el sistema inmune (Kau
et al., 2011; Kostic et al.,, 2015). El microbioma estimula la maduracion del
sistema inmune en edades tempranas mientras que este mantienen las
funciones inmunes normales de los adultos; asi muchas de las enfermedades
relacionadas con el sistema inmune son principalmente causada por disbiosis en
el microbioma (Kamada, Seo, Chen, & Nufez, 2013). El concepto de
hologenoma, puede definirse como la inclusioén integral de toda esta interaccion,
cooperacion y seleccion mutua en el nivel genémico y metagendmico, donde el
huésped y su microbioma componen una entidad funcional y la base para
seleccién natural y evolutiva (Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008).

Se conocen una serie de genes de importancia para mantener el sistema inmune
del huésped contra los patdgenos como el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (Neefjes, Jongsma, Paul, & Bakke, 2011) y los
receptores tipo Toll (TLR), que detectan una amplia gama de moléculas
producidas por microrganismo intestinales (Kieser & Kagan, 2017), o han estado
involucrados en procesos de enfermedad por perdida de funcién biologica a
causa de mutaciones en ratones y humanos en estado de enfermedad., esta
pérdida de funcion repercute en la comunicacion cruzada huésped-microbio en
relacion al control inmunitario. Recientemente se ha reportado como los
polimorfismos en todo el genoma, y su asociacion con el efecto de modulacién
sobre el microbioma (Bonder et al., 2016; Goodrich et al., 2016, 2014; Hov et al.,
2015; Turpin et al., 2016; Wang et al., 2016).

Se han observado similitudes entre la composicion microbiana de individuos
emparentados, sugiriendo que las diferencias de la composicion Microbiana
podrian estar determinadas por la genética del huésped (Moeller et al., 2014;
Nishida, 2016). En el estudio entre diferentes lineas de raton se observo que el
microbioma era muy similar entre individuos de la misma linea, concluyendo que
la variabilidad genética del huésped puede explicar gran parte de la variacion de
la microbiota en el intestino (Org et al., 2015). Este postulado del efecto genético
aun no tiene una evidencia clara al no tener en cuenta la deriva natural de las
poblaciones del microbioma, las condiciones ambientales del huésped y hasta
sus habitos alimenticios (Wang, 2018).

Es de importancia resaltar que existen pocos estudios que miden la contribucion
de la variabilidad genética en la modulacion de las comunidades bacterianas y
el efecto de los polimorfismos del huésped en el establecimiento de microbiota
(Goodrich et al., 2017), pero la relacion entre el genoma del cerdo y su
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composicion de microbiota intestinal ain no se han descrito completamente
(Estellé & Mach, 2014).

Las herramientas de estudio de genética cuantitativa son utiles cuando
pretendemos examinar las asociaciones entre el microbioma y todo el genoma
del huésped. Hay dos términos utilizados usualmente como los loci de rasgos
cuantitativos (QTL) o los estudios de asociaciones de todo el genoma (GWAS).
En los estudios GWAS, generalmente se requieren individuos no emparentados,
y un numero efectivo de muestra lo suficientemente grande para distinguir
sefiales estadisticamente significativas entre individuos, grupos, o poblaciones.
Los estudios genéticos se basan en encontrar asociaciones significativas entre
variaciones genéticas, ya sea un unico SNP o una gran region cromosomica.
Ambos casos consideran la informacién en desequilibrio de ligamiento y las
variaciones en un fenotipo definido y diferentes tipos de parametros que pueden
afectar el modelo de las herramientas de asociacion (Wang, 2018; Wang et al.,
2016).

Hay que tener en cuenta que la similitud de un rasgo podria deberse a la relacion
de parentesco. Por ejemplo, animales hermanos de padre y comparten en gran
medida el mismo entorno de crecimiento y podrian tener un microbioma
compartido de transmisién materna (Benson et al., 2010; Wang et al., 2015). Si
se estudian poblaciones divergentes, las diferencias entre un individuo y otro
podrian no deberse a los efectos de genéticos, sino a un historial mas largo de
evolucion, separacion, derivas, etc. (Yatsunenko et al., 2012).

Siendo estos los factores de confusién los mas importantes del GWAS, y es
esencial para cualquier estudio genético tenerlos en cuenta, por que las
repercusiones de no hacerlo conducirian a errores de trabajo como falsos loci
significativos y falsos loci no significativos. En especial esos picos que no llegan
a ser significativos que hipotéticamente podrian ser significativos pero cubiertos
por ruido en el analisis y tenencia en cuenta de las factores que intervienen en
el analisis (Moeller et al., 2014; Nishida, 2016; Ochman et al., 2010; Wang, 2018).
En estos analisis estadisticos se utiliza un modelo lineal para eliminar los efectos
en los analisis genéticos, estos siendo relativamente sencillos. pero es de
tenerse en cuenta de la existencia de variables del microbioma que no son
lineales al momento del procesamiento de la informacién (Lahti, Salojarvi,
Salonen, Scheffer, & De Vos, 2014).

Ramayo-caldas et al., (2020) detalla limitaciones en los estudios de asociacion
como. por ejemplo, el tamafo limitado de la muestra o la falta de grados de
libertad para estimar todos los efectos, pero también de metodologia como la
eleccion de cebadores o el uso de protistas y hongos en investigacion, que es
un area poco estudiada de los eucariotas en comparacion con los bacterianos,
gue junto con la reducida cantidad y disponibilidad de genomas de referencia
comprometen la precision de la clasificacion taxonomica en estos estudios.
También recomienda que futuros estudios incluyan validaciones funcionales y
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meta-secuenciacion alternativa para establecer el papel de los de otros
microorganismos asociados de las comunidades microbianas en el desempefio
productivo, bienestar y salud de los cerdos.

Investigaciones sugieren fuertemente que la genética del huésped es un factor
importante en la determinacion de la composicién microbiana intestinal. Muchas
enfermedades en humanos se relacionan con las pérdidas de diversidad
microbiana intestinal (Karlsson et al., 2013). Esto nos plantea la posibilidad de
que el genotipo del huésped pueda influir en la diversidad del microbioma
(Karlsson et al., 2013; Wang et al., 2012).

Las asociaciones GWAS encontradas podrian ser especificas de la poblaciéon de
cerdos de trabajo, ya que los polimorfismos que se encuentran y estan asociados
a la composicion de la microbiota intestinal pueden no segregar en otras
poblaciones. Ademas, la microbiota intestinal puede verse afectada por
diferentes factores como la raza, la edad, y la dieta. Por tanto, es necesario el
estudio de diferentes poblaciones porcinas para determinar qué combinaciones
genéticas favorecen el enriquecimiento de proliferacién de una microbiota optima
hablando de salud y productividad (Crespo-Piazuelo et al., 2019).
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2.1.

2.2.

2. OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar genes y polimorfismos genéticos asociados con la composicion
de la microbiota Intestinal en el cerdo.

Objetivos Especificos

Anotar y amplificar por PCR genes candidatos localizados en regiones del
genoma del cerdo asociadas con la composicion de la microbiota
intestinal.

Detectar polimorfismos genéticos en los genes candidatos para la
composicién de la microbiota intestinal.

Determinar el genotipo de las variantes genéticas mas interesantes en

cerdos con datos de composicion de la microbiota intestinal y realizar
estudios de asociacion para su validacion genética.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Lugar de realizacion del estudio

Este estudio fue realizado en el Centre for Research in Agricultural Genomics
(CRAG), en el grupo de Genomica Animal. EI CRAG esta ubicado en el campus
de la Universidad Autbnoma de Barcelona.

3.2. Materiales
3.2.1.Material animal.

El material animal utilizado fue una poblacion comercial de cerdos F1 (Iberico x
Duroc). A partir de muestras de musculo conservadas a -80° C, se extrajo DNA
y RNA. Para el andlisis de genes candidatos asociados a la composicién de la
microbiota se seleccionaron 16 animales extremos en abundancia para el
analisis de cada género microbiano (8 de la linea alta, 8 de la linea baja).

3.3. Meétodos utilizados
3.3.1.Seleccion de genes candidatos

Este estudio partié de un trabajo previo del grupo de investigacion, en el que se
caracteriz6 la composicion del microbioma del colon distal en 285 cerdos de la
poblacion comercial Ibérico x Duroc utilizando la secuenciaciéon masiva de una
region del gen 16S rRNA (Crespo-Piazuelo et al., 2019). En este trabajo se
identificaron regiones gendmicas del cerdo asociadas con la composicion de
varios géneros bacterianos. En estas regiones se determind un intervalo de
referencia de 1 Mb para cada lado del SNP significativo de la regién por medio
de la herramienta BioMart (Kinsella et al.,, 2011) del proyecto Ensembl
(www.ensembl.org) usando el genoma de referencia Sscrofall.l.

Los genes candidatos se seleccionaron por posicion y funcion para cada genero
microbiano: Streptococcus (UROYS), Akkermansia (CHST12),
Phascolarctobacterium (ST14, IKBKE, JAM3), y Prevotella (MAN2B2).
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3.3.2.Comparacion de la anotaciéon de los genes candidatos
entre el cerdo y el hombre

Antes de comenzar el disefio de primers, se hizo una comparacion de la
anotacion de estos genes del cerdo con los de humano reportados y anotados
en www.ensembl.org. Se descargaron las secuencias de los diferentes
transcritos de DNA gendmico y cDNA para cada gen del cerdo y del hombre y
se alinearon mediante la herramienta bioinformatica multAling (Corpet, 1988).
Este programa funciona con un algoritmo de alineacion mdultiple de secuencias
(Figura 2), ya sea para proteinas o acidos nucleicos.

1 10 20 30 a0 50 60 7o 80 90 100 110 120 130
hunan URODS5-203 RTERHEGTTETTTTRCTGHRGERTEE TGHCTETEGI:CHEGRTI:CGTﬂTRTCﬂEGERHTTRGERTTﬂTRTGGRETTERﬂEEI:RI:TTTGHTl:CETGTTTTRTCETTTGHGTTTTTETETE
_UR0D5-203 ATGAAGGTCCTTTTACTGARAGACCCTARGGAGGACGACGACCGCGGCCAGGACCCE TCAGGGAATTAGGACTGTATGGGC TTGARGCCACTTTGATCCCTGTTCTGTCCTTTGAGTTTCTGTCTC
Plg UR0OS-208 HTEHH[iET[ZETTTTH[ZTEHHHEHE[2[2THHEEHEEHEEHEEH[ZE[iEEEE[ZH[iEH[ZE[Z[:THEHT[ZHEEEHHTTHEEHETETHTEE[i[:TTEHHE[ZEHETTTEHTE[I[ZTETTETETCETTTEHETTTETETETE
Consensus HATGAAGGTcCTTTTACT! GGCCAGGAcCCcTACATCAGGEGAATTAGGAcTg TATGGgCTTGAARGCCACTTTGATCCCTGTTeTgTCe TTTGAGTTTeTGTCTC
131 140 190 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 250

1
hunan_UR0S-203 TTCCCAGTTTCTCT TTTI:TI:HTl:l:TEnHEHTTHEEEEEEHETEHTTTTTHEEHEEEEEHE
pig_| TTCCCAGTTTCTC TCATCCTGARGGTTACGGEGECCTCATTTTTACCAGCCCCAG
pig_URDS5-208 TTCCCAGTTTCTCE TTETEGERGRTETEGﬂRl:TTEEl:EREEHEﬂTRHRﬂTGEETTTEl:TGTTGTETGGTGTGI:RGETETI:Tl:RTI:ETEﬂRGETTﬂl:EGEGGEETEHTTTTTREEHEEEEERG
Consensus TTCCCAGTTTCTCEGAGAAG. avvssasasssssssssssassssnssssssssssssssnsnsssssssasasnssssnsnasl CTgTCTCATCCTGARGE TTACGGGGGECTCATTTTTACCAGCCCCAG
251 270 280 290 300 310 320 330 340 360 360 370 380 390

1

hunan_URl]S—ZOﬁ H[iI:HGT[iEHH[il:H[iEH[iHGTTHT[iTTT[iEHGCﬂHHHCHHTHHHHl:T[iHH[iTl:T[iEGHHﬂE[iTCTETEHHHGHHHHHT[iEHHTGl:l:HH[iTl:H[iT[iTHTETEGTT[iEHHHTECTHCTGETTCTCTHGTGHET
..UR0S-203 AGCAGTGGAAGCGGTGAAGCTATGTTTGGAGARGGCCAATAAARCTGAAGCC TGGGARACGTCTCTGARAGAAARATGGAATTCGAAGTCAGTGTATGTGGTGGGAARATGCTACTGCTTCTCTAGTGAGT
Plg_“RﬂS—ZOB AGCAGTGGARGCGGTGARGC TATGTTTGGAGARGGCCAATARAAC TGARGCC TGGGAARCGTCTCTGARAGARRARTGGAATTCGARGTCAGTGTATGTGGTGGGAAATGC TACTECTTCTCTAGTGAGT

ssssssss AGCAGTGGAAGC g6 gaAGc TATGTTTGGAGaAggcCARTARARC TGARGCC TGGGAARCGTCTCTGARAGARRARTEGAATECARGTCAGTGTATGTGGTg6GARATGC TACTECTTCTCTAGTGAGT

391 400 da10 420 430 440 450 460 470 480 4930 500 510 520

1 1

hunan_UR05-203 AAAATTGGCCTGGATACH CTGTGGAAATE TTGCAGARTATATTTGTTCCAGGGAGTCCTCAGCACTGCCTCTTCTATTTCCCTGTGGARACC TCARARGAGARATCCTGE
pig_UR0S-203 AAAATTGGCCTGGACCC T[iTEEHHHEEEHEHHHHE[ZTTEEHEHHTHEHTTTETT[ZE[ZEEEHET[ZET[ZHEET[ZTEE[ZTETT[ZT[ITTTE[2[2TEEEEHHHEETEHHHEEHEHHHCECTEE
pig_UR0S-208 AAAATTGEGCCTGGACCC GARTACATTTGTTCCCEGGAGTCGTCAGCTCTGCCTCTTCTCTTTCCCTECGGARACCTCARACGAGARACCCTGL
Consensus  AAAATTGGCCTGGACCC TET TTGEHEHHTH:HTTTETTCI:c[iE[iH[iTCgTCHGEtCTGCCTETTCTcTTTCCETG:[iGHHHCCTCHHHCEHGHHHCCCTEC
521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 ]

hunan_UR0S-203 CAAAAGCGC TCAAGGACAARGGGATTGCCATGGARAGCATARCTGTGTATCAGACAGT TGCACACCCAGGAATCCARGGGAACC TGARCAGC TACTATTCCCAGCAGGEGET TCCAGCCAGCATCACATT
pig_URD5-203 CACGTATGCTCAAGGACAAAGGGGTCCCCATGGAGAGCATAACTGTCTACCAGACGATTCCGCACCCCGGGATCCAGGGGARCCTCAACAGCTACTATTCCCAGCAGGGCATTCCAGCCAGCATCACGTT
pig_URODS5-208 ERI:GTRTECTCﬂRGERI:RﬂRGEGETl:ECI:RTEGRGHGERTHRI:TGTCTRI:CﬂERI:GﬂTTECECﬂEEI:CEEGRTI:CﬂEGEGHRl:CTERHCﬂEETRI:TﬂTTI:Cl:RGEREGGERTTECHEEERECHTCHCGTT

[ TecCCATGGAgAGCATAACTGTeTACCAGACgaTTeCgCACCCeGGgATCCAgGGGARCCTCARCAGCTACTATTCCCAGCAGGGcaTTCCAGCCAGCATCACETT

651 BB0 E70 680 690 700 710 7ao 730 790 750 760 70 780
1 1

bunan_UR0S-203 TTTTAGTCCCTCTGGCCTCACATACAGTCTCARGCACATTCAGGAGTTATCTGGTGACARTATCGATCARATTARGTTTGCAGCCATCGGCCCCACTACGGLTCGCGCGCTGGCCGCCCAGGGCCTTCCT
pig_URDS-203 TTTCAGCCCCTCTGGCCTGTCGTACAGTCTCARGCATATTCAGGAATTATCTGGTGACAGCATTGACCAGATTAARGT TCGTGECCATCGECCCCACCACGECCCGCGCCCTEGCCGCECAGGECCTGLCT
pig_URDS-208 TTTCAGCCCCTCTGGCCTGTCGTACAGTCTCARGCATATTCAGGAATTATCTGGTGACAGCATTGACCAGATTAAGT TCGTGECCATCGECCCCACCACGECCCGCGCCCTEGCCECECAGGECCTGLCT
Consensus TTTcAGECCCTCTGGCCTgECgTACAGTCTCARGCALATTCAGGAAT TATCTGGTGACAgCATEGACCAZATTARGT TeGE gGCCATCGECCCCACCACGGLCCGCECeCTGGECCECECAGGECCTECCE

781 790 800 810 820 830 840 850 860 864

1 1

hunan_UR0S$-203 GTAAGCTGCACTGCAGAGAGCCCCACGCCACARGCCCTGGCCACTGGCATCAGGARGGCTCTCCAGCCCCATGGCTGCTGCTGA
pig_UROS-203 GTGAGCTGCACCGCGGAGAGCCCCACGCCGCGAGCCCTGECCGCCGGCATCAGGACGGCGCTCCAGCCCCACAGATGCTGA
pig_UROS-208 GTGAGCTGCACCGCGGAGAGCCCCACGCCGCGAGCCCTGECCGCCGGCATCAGGACGGCGCTCCAGCCCCACAGATGCTGA

Consensus GTgAGCTGCACCGCgGAGAGLCCCACGLCgCgAGCCCTGELCgCcGGCATCAGGACEGLgC TCCAGCCCCAcataTGCTGa. ..

Figura 2. Alineamiento de secuencias

La anotacion del genoma humano es mucho méas completa que la del cerdo y la
comparacién permite detectar posibles errores en porcino, asumiendo
conservacion entre las dos especies. A partir del alineamiento de secuencias se
identifico el transcrito de cada gen del cerdo que se parecia mas con la anotacion
del gen humano (Tabla 1).

Para la seleccién de transcritos se tuvo en cuenta el nUmero de pares de bases
y de aminoéacidos.

Tabla 1. Transcritos seleccionados de los genes candidatos

Gen Transcrito Transcrito 1D Cromosoma Posicién de inicio pb  Posicion final pb

CHST12 201 ENSSSCT00000008301.3 3 1,720,500 1,745,338
MAN2B2 201 ENSSSCT00000023041.2 4,137,035 4,181,195
ST14 201 ENSSSCT00000065952.1 56,888,246 56,929,767
JAM3 203 ENSSSCT00000041986.2 60,629,306 60,712,502
IKBKE 201 ENSSSCT00000030765.3 67,123,265 67,147,992
UROS 203 ENSSSCT00000063380.2 14 135,101,609 135,131,072

8
9
9
9

pb: pares de bases
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https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Transcript/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000027178;r=8:4129643-4181212;t=ENSSSCT00000023041
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Transcript/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000015246;r=9:56888246-56929771;t=ENSSSCT00000065952
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Transcript/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000015256;r=9:60613400-60738924;t=ENSSSCT00000041986
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Transcript/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000015644;r=9:67123265-67147992;t=ENSSSCT00000030765
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Transcript/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000010742;r=14:135055538-135131074;t=ENSSSCT00000063380

Una vez seleccionados los transcritos de cada gen se utilizd la herramienta
RepeatMasker para identificar las zonas repetitivas intercaladas (Figura 3) de las
secuencias analizadas(Smit & Hubley, 2020). Después se utilizé la aplicacion
bioinformatica Cpgplot para localizar zonas ricas en guaninas y citosinas (Figura
4) de la secuencia analizada (Madeira et al., 2019). Estas herramientas ayudaron
en el posterior disefio de los Primers de PCR y secuenciacion.

AGGTGAGCCTAAGGGTTTGAACTAGGTCTAATAAGTAGAAGGAAGAGGAC
ITCTATTTGGGTTTGATATCAAAATACGCCTCCCTCACCACCCACCATGA
GOGCAGTCCAACAATGGCCARAGCCCAAGACTTACTTCTCCATGGLTGAR
ACTTCAATCAGT ANNNNNNNHNNNNHNNNNHNNNHN NN NN
NN NN NN N NN NN NN NN CGT TAT
TCAGATARATARACACATGTATAGCTAGAGCCCTCCTGGATATTAGAGES
AGCCCTGAATGGTCAGCATCCCTCGGACCAGTGGAATCAGGGTARAGCGT
TCCAGCAGAGGGACCCTCAGGAGCAAGGAGTGGCACGCTGGAACTGLCAG
GGACCTCAGCACAT ACHNNHNNNNNN NN NN NN NN
)
MMM NICCCATGCCACTTICTGGAAGCCAGATGCCCTCTTTGCETT
CACCCAAGAGATGTGACTGGCAGAGGCCAT CGGCGGCEGT CAGGGGTGAGT

Figura 3. Visualizacion de RepeatMasker
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Figura 4. Visualizacién de Cpgplot

3.3.3.ldentificacion de polimorfismos anotados en Ensembl

Para cada gen candidato se identificaron los polimorfismos genéticos ya
reportados en estos genes (Tabla 2). Para esto se utilizo la aplicacion
BioMartTool de Ensembl Project (www.ensembl.org). También se realizé la
correspondiente prediccion del efecto de los SNPs mediante el programa SIFT,
qgue predice si una sustitucibn de aminoacidos afecta o no a funcién de la
proteina y las propiedades fisicas de los aminoacidos (Sim et al., 2012). Se
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seleccionaron los SNPs de interés y paralelamente los exones donde se
ubicaban los correspondientes SNPs en cada gen, y asi proceder al disefio de
los primers.

Tabla 2. Identificacion de SNPs de interés para cada gen candidato, con su

ubicacion, efecto y consecuencia de la variante

. Nombre de la ., Prediccién Consecuencia
Nombre Exén Cromosoma - Posicién Alelos -
variante SIFT de la variante
del gen - E— I —
8 rs707345016 67130917 GIT deleterious
IKBKE 10 9 rs788178428 67132087 TIA tolerated missense variant
10 rs690630354 67132142 T/IC tolerated -
12 rs713684564 67133616 G/A tolerated
5 rs698368766 60706781 C/IG deleterious
7 rs786648255 60708864 GIT tolerated
JAM3 7 9 rs333088233 60708865 CIT tolerated missense_variant
8 rs703755029 60709038 GIT deleterious
8 rs709040079 60709054 T/IC deleterious
2 rs1111317617 56912021 CIT deleterious
2 rs690376130 56912039 GI/IA deleterious
3 rs696910204 56912280 GI/IA tolerated
ST14 10 9 rs327621342 56916588 GI/IA tolerated missense_variant
11 rs790875176 56916715 G/IA tolerated
11 rs332737421 56916726 A/G tolerated
16 rs698488136 56920512 CIT deleterious
6 rs788854328 135119512 C/IA tolerated
9 rs694646328 135115274 GIT tolerated
9 rs322990155 135115269 CIT tolerated
9 rs341493855 135115244 TIC tolerated
9 rs709832061 135115224 C/A deleterious
UROS 11 14 rs340645142 135107202 CIT tolerated missense variant
12 rs322070016 135106256 T/IC tolerated -
13 rs337796413 135105272 CIT tolerated
10 rs331280168 135102075 CIT tolerated
10 rs318288727 135102048 G/A tolerated
10 rs336102452 135102034  TIC tolerated - low
confidence
2 rs341521137 1741908 GIT deleterious
2 rs343003111 1741748 CIT tolerated
CHST12 2 3 rs696586947 1742570 CIA tolerated missense_variant
2 rs1108271931 1741574 gic ~ deleterious -low
confidence
7 rs325527722 4150487 AIG deleterious
8 rs788527764 4153704 AIG deleterious
11 rs793179860 4164178 CIT deleterious . .
MAN2B2 13 8 rs787846410 4173325 CIG deleterious  Tosense_variant
13 rs332511424 4173375 CIT deleterious
13 rs693053144 4173417 AIG deleterious

Nota: SIFT (siglas en inglés: sorting intolerant from tolerant ): clasificacion intolerante vs tolerante
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http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs707345016
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=67130917&vc_end=67130917
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs788178428
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=67132087&vc_end=67132087
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs690630354
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=67132142&vc_end=67132142
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs713684564
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=67133616&vc_end=67133616
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs698368766
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=60706781&vc_end=60706781
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs786648255
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=60708864&vc_end=60708864
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs333088233
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=60708865&vc_end=60708865
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs703755029
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=60709038&vc_end=60709038
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs709040079
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=60709054&vc_end=60709054
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs1111317617
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=56912021&vc_end=56912021
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs690376130
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=56912039&vc_end=56912039
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs696910204
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=56912280&vc_end=56912280
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs327621342
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=56916588&vc_end=56916588
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs790875176
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=56916715&vc_end=56916715
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs332737421
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=56916726&vc_end=56916726
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=9&vc_start=56920512&vc_end=56920512
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs788854328
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135119512&vc_end=135119512
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs694646328
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135115274&vc_end=135115274
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs322990155
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135115269&vc_end=135115269
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs341493855
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135115244&vc_end=135115244
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs709832061
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135115224&vc_end=135115224
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs340645142
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135107202&vc_end=135107202
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs322070016
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135106256&vc_end=135106256
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs337796413
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135105272&vc_end=135105272
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs331280168
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135102075&vc_end=135102075
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs318288727
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135102048&vc_end=135102048
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs336102452
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=14&vc_start=135102034&vc_end=135102034
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=3
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs341521137
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=3&vc_start=1741908&vc_end=1741908
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs343003111
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=3&vc_start=1741748&vc_end=1741748
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs696586947
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=3&vc_start=1742570&vc_end=1742570
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs1108271931
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=3&vc_start=1741574&vc_end=1741574
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=8
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs325527722
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=8&vc_start=4150487&vc_end=4150487
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs788527764
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=8&vc_start=4153704&vc_end=4153704
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs793179860
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=8&vc_start=4164178&vc_end=4164178
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs787846410
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=8&vc_start=4173325&vc_end=4173325
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs332511424
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=8&vc_start=4173375&vc_end=4173375
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/Variation/Explore?v=rs693053144
http://www.ensembl.org/sus_scrofa/contigview?chr=8&vc_start=4173417&vc_end=4173417

3.3.4.Diseio de primers

Una vez identificados los SNPs se procedio al disefio de Primers por medio de
la aplicacion Web Primer3Plus (https://primer3plus.com). En esta aplicacion es
necesario ajustar los parametros y el disefio de la reacciéon (Figura 5), por
ejemplo, la longitud del amplicon, la longitud del primer (minima, 6ptima y
méaxima), la temperatura de fusion (minima, 6ptima y maxima), y el porcentaje
(%) de GC. Una pareja de primers debe tener temperaturas de alineamiento o
fusion muy cercanas para maximizar el rendimiento (maximo 2 grados), y un
contenido en GC, entre 50% y 70% (Pérez, 2011). Una vez de ajusten los
parametros procedemos al disefio de los cebadores (Figura 6).

Product Size Ranges 501-600 601-700 401-500 701-850 851-1000 1001-1500 1501-3000 3001-5000 401-500 301-400 2(

Primer Size Min: 18 Onpt: 20 Max: 27

Primer Tm Min: [57.0 Opt: 60.0 Max: |63.0 Max Tm Difference: (100.0
Primer GC% Min: 200 Onpt: 50.0 Max: 80.0

Concentration of monovalent cations: 50.0 Annealing Oligo Concentration: |50.0

Concentration of divalent cations: 15 Concentration of dNTPs: 0.6
Mispriming Repeat Library: | NONE v

Figura 5. Ajuste de parametros para el disefio de Primers con Primer3Plus.

Pair 1:

~ Left Primer 1: I Primer_F

Sequence: ] TETGTGCCTAGCTGGGGAGTAG

Start: 7463 Length: 22 bp Tm: 63.8 °C GC: 59.1 % ANY: 6.0 SELF: 20
= Right Primer 1: I Primer_R

Sequence: ] GGTCCTTCCGTGAGAACATCCT

Start: 7962 Length: 22 bp Tm: 639 °C GC: 545% ANY: 4.0 SELF: 20
Product Size: 500 bp Pair Any: 3.0 Pair End: 2.0

Figura 6. Disefio de Primers con Primer3Plus

Una vez disefiados los primers (Tabla 3), se analizd su calidad mediante
aplicaciones bioinformaticas WEB como Primer-BLAST que permite ver la
especificidad de los primers (Figura 7). La amplificacion especifica del amplicon
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deseado requiere que los primers no tengan coincidencias con otras regiones
del genoma, como minimo en orientaciones y distancias que permitan una
amplificacion no deseada (Ye et al., 2012).

Primer pair 1

Sequence (5'-»3') Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCCTGATGCCGAACCTTGACCC 22 6596 6364  3.00 0.00
Reverse primer TAGTAGGTGCACAGCCCCGGAC 22 6598 6364  6.00 3.00

Products on target templates
=>NC_010451.4 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc chromosome 9, Sscrofal.1

product length = 537
Forward primer 1 GCCTGATGCCGAACCTTGACCC 22
56320382 ...... ... 56920483

Reverse primer 1 TAGTAGGTGCACAGLCCCOGAC 22
Template 58929918 ..............e....... 56920897

Figura 7. Visualizacion del Primer-BLAST

También se utilizé la herramienta OligoAnalyzer para analizar la posible
formacién de estructuras secundarias en la PCR. Los dimeros, Homo y Hetero
dimeros, (Figura 8) son evaluados en general por AG, que es un valor que debe
oscilar entre 0 y -9. Valores mas negativos pueden producir problemas en la
PCR.

Primary Sequence: 5- GCCTGATGCCGAACCTTGACCC -3'

Dimer Sequence: Secondary Sequence: 5- TAGTAGGTGCACAGCCCCGGAC -3
5- TGGACCAGGGACTTGCTTCTCAG -3
Maximum Delta G: -44.1 kcal/mole Maximum Delta G: -47.07 kcal/mole

Delta G: -5.02 kcal/mole Base Pairs: 3 Do G S R e Do
5 TGGACCAGCGGACTTGCTTCTCAG P

5' GCCTGATGCCGARCCTTGACCC

3" CAGGCCCCGACACGTGGATGAT

Figura 8. Valores de Homo y Hetero - Dimeros.

En esta misma aplicacién podemos analizar el hairping (horquilla), otra forma de
estructura secundaria. Para los hairpins, la temperatura de fusion o Melting (TM)
debe ser inferior a la temperatura de hibridacién de la PCR, la TM mas alta debe
ser como maximo 5°C inferior a la temperatura de hibridacion (Figura 9).

Structures

structure Image AG (kcal.mole) T.(°C) AH (kcal.mole?) AS (cal.K*mole™) Output

1 D 0.07 19.6 -4.1 -14 Det
2 D 0.1 7 -14.1 -50.34 Det

Figura 9. Valor de Hairpin
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Tabla 3. Primers elaborados para amplificar en la PCR

. . NN Lon m Producto

Gen Nombre Primer Secuencia (5" - 3)) .(pbg) opt. (pb)
UROS EOETS  [llie  chceaToAcAchGeTTCTCCs 21 188
UROS UROS_E7.8_E13.14 Forward CAGTTTCTCGGAGAAGCTGTCTCA 24 60 543

Reverse CCGATGGCCACGAACTTAATCT 22
os mats Lo ATGICOATIMOTICCTERE T B sy o
KekEBONGS I GetecTrccoTonoacatcer 722 8 o
WEKE  WBKEBONO  pIEC L CeoasoTcanoTcachos 72 o0 S
KeKE_EXoNILAZI3 pIEC L saracaToohcoomeae 72 O O
ez cnerizmowz ot CRSTCSTSCTORIGISST 2 5y g

Forward TGGAGCCTCATTCCTGAGAGTG 22
JAM3 JAM3_EXONOS Rer\:/;?srg CQGASAC(?JCSS Cé;CgTCéCé 55 68 >80
s powros Tl TCTOTIOCRSACCTOTICRS 2 o
ST14_EXONO02.03 Forward TTCCTGAAGGGCAGTGCTTTGC 22 68 644

Reverse GGCATCAGGGAGCAGAGAGGAG 22

Forward ACTGCCCCTCACACCATCCAGTT 23
STi4 ST14_EXON10_11 Rer\:/;?sre GTGTGTGCCAACCTTCACTGCCA 23 66 769
STIExONIe P 0L staceTocAchaceooooae 72 0 T

F TTGT TTCCAGAGGTGA T 2

F d CACCCTGCCCTACATCCCCTCTG 23
R
MAN2B2_EXON11 R(;r\:/;?sre TGGCCTAGACTCACACAACCAGG 23 68 462

F A AGGA AGTGA AAA 2

Tm Opt.: Temperatura de hibridacién optima, Long.: Longitud del primer, pb: Pares de bases

3.3.5.Seleccion de animales extremos para cada género
bacteriano

Los animales extremos fueron seleccionados de acuerdo a la abundancia
relativa normalizada de cada género bacteriano a analizar (Tabla 4). Se
seleccionaron 16 animales, de los cuales 8 tenian una menor abundancia (grupo
Low) y 8 una mayor abundancia (grupo High) del género bacteriano. En la

seleccién de los animales se equilibraron los animales de cada sexo.
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Tabla 4. Animales extremos seleccionados.

Genero bacteriano

Streptococcus Akkermansia Phascolarctobacterium Prevotella Extremo
Animal Sexo | Animal Sexo Animal Sexo Animal  Sexo | bacteriano

224 M 150 F 206 F 121 M
158 M 267 F 127 F 103 F

95 M 248 M 78 F 206 F
196 F 179 F 133 F 46 M

Low

97 M 291 F 33 M 148 M
164 F 283 M 165 M 82 F
226 F 242 M 198 M 116 M

94 F 38 F 40 M 78 F

33 M 196 F 208 M 168 M

42 M 126 F 22 F 172 M

28 F 137 M 124 F 253 M
267 F 315 F 95 M 282 F

High

38 F 28 F 172 M 237 M

39 F 15 F 58 F 157 F

9 F 96 M 273 F 180 F

14 M 213 M 184 M 291 F

3.3.6.Extraccion de RNA

El protocolo de extraccion de RNA se baso en la utilizacion del kit invitrogen
Trizol®. Para la homogenizacion de la muestra se utilizaron beads, que son un
tipo de tubos con unas pequefias particulas sélidas de ceramica con el fin de
contribuir a la fragmentacion y homogenizacioén del tejido. En cada tubo con
beads se afiadio 1 ml de Trizol y un pequefio trozo del tejido, entre 50 y 100 mg,
con la ayuda de un bisturi y pinzas. Se colocaron estos tubos beads en el
precellys, que es una maquina de laboratorio de homogenizacion mecéanica de
tejidos. Durante este proceso de lisis las interacciones entre las moléculas que
conforman la pared, la membrana celular y nuclear se modifican o destruyen,
permitiendo que los &cidos nucleicos se liberen. Para homogenizar en el
precellys se configura la maquina a 6500 rpm durante 30 segundos. El tubo
beads se centrifuga posteriormente durante 15 minutos a 4°C a 12000 rpm. Se
extrae el sobrenadante y se deposita en un tubo Eppendorf. Se aflade 100 ul de
1-Bromo-3-chloropropane (BCP) al Eppendorf en campana, se hace un vortex
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por 10 segundos y se deja a temperatura ambiente 5 minutos. Despuées se
centrifuga 10 minutos a 12000 rpm a 4°C.

Se extrae del Eppendorf la parte superior traslucida (400 ul), en dos pipeteos de
200 pl con mucho cuidado para no mezclar las fases y se pone en otro
Eppendorf. A este Eppendorf se le afiade 100 ul de etanol al 100% y se hace
vortex, se pasa esta solucion al tubo del kit Reagen con su debido filtro y se
centrifuga a 12000 rpm por 30 segundos a temperatura ambiente, se hace de
nuevo este paso una segunda vez. Después el filtro es retirado y es centrifugado
en seco por 30 segundos a 12000 rpm. Se retira este filtro y se obtiene una
solucién de 20 a 100 pl. Se deja 2 minutos a temperatura ambiente. Se centrifuga
este tubo y veremos en la parte inferior del tubo el RNA (Invitrogen, 2019). Se
estandarizaron las concentraciones de las muestras de RNA (200ng/pl).

3.3.7.0btencion de cDNA a partir de RNA

La transcripcion reversa (RTPCR) es una técnica que permite sintetizar DNA
complementario (cDNA) a partir de moléculas de RNA, usando para ello la
enzima transcriptasa reversa. El cDNA obtenido es la cadena complementaria
de la cadena molde de RNA. En esta técnica se mezcla de cebadores de ocho
nucleotidos con secuencias generadas al azar (Random primers) para iniciar la
sintesis de la hebra de cDNA. Los random primers aseguran que la primera
hebra de sintesis se produzca eficientemente a partir de todas las moléculas de
RNA presentes, tanto mRNA (mensajero) como rRNA (ribosdmico). Los
componentes de esta reaccion se visualizan en la Tabla 5. El ciclo térmico de
esta reaccion se compone de 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C, 5 minutos
a 95°C y 4°C infinito (Martinez, Mena, Herrera, & Martinez, 2010).

El DNA gendmico que se utilizé para el andlisis de ciertos genes fue extraido
previamente por el grupo de investigacién en gendmica animal del CRAG. Estos
DNA fueron estandarizados a una concentracién de 25 ng/pl.

Tabla 5. Componentes de la reaccién de retrotranscripcion

Componente Volumen/reaccién (ul)
10x buffer 2,00

25x dNTPs 0,80

10x Random primers 2,00

MsRT (Retrotranscriptasa) 1,00

Agua DEPC 9,20

cDNA (200ng/ pl) 5

Volumen final 20

Este cDNA obtenido, fue diluido ¥ para ser utilizado en la PCR.
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3.3.8.Cuantificacion del DNA y RNA

La cuantificacion se realiz6 por espectrofotometria, ya que esta nos permite
confirmar que contamos con la concentracion suficiente de &cidos nucleicos
(DNA/RNA) para realizar la PCR, andlisis de SNPs o la secuenciacion. La
principal ventaja de trabajar con el espectrofotdmetro NanoDrop es la facilidad
de la técnica, dado que solo se necesitan 1 o 1,5 pl de muestra para tener
resultados en tiempo real y que la muestra se pipetea directamente sobre la
superficie de medicion.

La espectrometria se basa en la ley de Beer-Lambert que indica que la
concentracion de una molécula en solucion depende de la cantidad de luz
absorbida de las moléculas disueltas. Una caracteristica de los 4cidos nucleicos
es que absorben la luz ultravioleta (UV) a 260 nm, permitiendo estimar su
concentracion mediante espectrofotometria.

Para estimar la pureza de los acidos nucleicos se considera la proporcion de la
absorbancia a 260 nmy 280 nm y la 260/230 (Tablas 6 y 7).

Tabla 6. Valores indicativos de pureza en muestras de DNA:

Ratio Valor Pureza
1.8-2 DNA de pureza dptima
260/280 1.6-1.8 I?NA pureza aceptable N
<1,6 presencia de compuestos aromaticos
>2.1 contaminacion con ARN
A260/230 <1,5 contaminacidn con sales, carbohidratos, fenoles

Tabla 7. Valores indicativos de pureza en muestras de RNA:

Ratio Valor Pureza
2.0-2.2 RNA de pureza 6ptima
260/280 >1.7 RNA pureza aceptable
<1.7 presencia de compuestos aromaticos
A260/230 <15 contaminacidn con sales, carbohidratos, fenoles

El rango de medida de concentracién para muestras de DNA es de 2-3700 ng/pl
y para RNA de 2-3000 ng/ul (Somma, 2019; USAL, 2019).
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3.3.9.Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en la cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica rapida y
econdmica utilizada para amplificar segmentos de DNA y permite obtener un
gran namero de copias de un fragmento de DNA. El requisito fundamental para
poder llevar a cabo la reaccion es disponer de fragmentos cortos de DNA de
cadena sencilla complementarios a los extremos del fragmento a amplificar.
Estos fragmentos servirdn como cebadores para que una enzima polimerasa sea
capaz de incorporar nucleétidos complementarios a la cadena molde.

Esta reaccion requiere cuatro componentes basicos, la DNA polimerasa, el DNA
molde, oligonucledtidos y un par de cebadores. En primer lugar, es necesario
gue el DNA se desnaturalice, es decir, que las dos cadenas del DNA se separen.
Esta primera fase se conoce como desnaturalizacion y se lleva a cabo elevando
la temperatura a alrededor de 95°C. El siguiente paso consiste en un descenso
de la temperatura para permitir que los cebadores se unan por
complementariedad al DNA molde. Esta segunda fase se conoce como
hibridacion. Temperaturas habituales en esta fase oscilan entre 35y 68°C.

se puede ver los componentes y sus cantidades determinadas para una PCR al
detalle en las Tablas 8 y 9. Y un ejemplo de su perfil térmico en la Figura 10.

izacié 25 ciclos ] Elongacién
Desncl_h.l_rc!llzac on g Conservacion
inicial final k

100°C! 5 55155 0 5 0 0 50 6 0 6 6 0

0 T e e eneturalrmeicn B
B0°C :
FO0*C
60°C

Elongacion |

Figura 10. Perfil térmico tipico de una PCR.
Fuente: Pérez, 2011

Los tiempos de cada fase son orientativos. La temperatura de hibridacién puede
variar en funcion de la especificidad de la reaccion.

Por ultimo, en la fase de elongacion o extension, la enzima polimerasa incorpora
nucleotidos complementarios a partir del extremo 3’ libre de la region en que han
hibridado los cebadores. La temperatura a la que se lleva a cabo esta fase
depende de la enzima polimerasa empleada; si se utiliza Taqg DNA polimerasa la
temperatura de elongacion suele ser entre 70-74°C.
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Tabla 8. Principales componentes de la PCR y su concentraciéon de
almacenamiento.

Componente Concentracion
Cebador 10Mm
Buffer 10x
dNTPs 25Mm
MgCL2 25Mm
AmpliTAQ 5 u/pl)
H20 -

Tabla 9. Cantidades de cada componente en una reaccién de PCR

Componente Concentracion Volumen/reaccion (pl)
Buffer 10x 1,50
dNTPs 25Mm 0,15
MgCI2 25Mm 1,50
AmpliTagq 5 u/pl) 0,15
H20 - 9,30
Cebador Forward 10Mm 0,45
Cebador Reverse 10Mm 0,45
DNA 25 ng/Hl 1,50
Volumen Total Reaccién 15,00

En ocasiones en el desarrollo de la investigacion se encontraron zonas del
genoma que son dificiles de amplificar (zonas ricas en GC >65%). En este caso
se utilizé sistema denominado comercialmente como GC-RICH. En este tipo de
PCR varia la composicion enzimatica: dado que tiene una mezcla enzimatica de
Tag DNA Polimerasa termoestable y Tgo DNA Polimerasa, una enzima
termoestable con actividad de correccion de pruebas (Exonucleasa 3'-5 ).

3.3.10. Electroforesis

La electroforesis es una técnica que se utiliza de forma generalizada en la que,
fundamentalmente, se aplica corriente eléctrica a moléculas biolégicas, ya sean
DNA, proteinas o RNA y se separan en funcién del tamafio y carga eléctrica. Se
utiliza una corriente eléctrica para mover las moléculas y que se separen a través
de un gel. Para esto se necesito de un gel de agarosa elaborado con una
solucion Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X, agarosa y Bromuro de Etidio como agente
intercalante en la hebra de DNA.
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En base al tamafio de DNA amplificado decidimos que porcentaje de agarosa se
preparara el gel. Si sabemos que es un amplicon menor de 500 pares de bases,
podemos preparar geles por encima del 1% para mayor resolucién, y cuando son
amplicones de més de 500 pares de bases se pueden preparar geles por debajo
de 1%. La cantidad de agarosa pesada se disuelve en un volumen (ml)
determinado de TAE 1X en un Erlenmeyer y va al microondas hasta hervir sin
quedar rastros de cristales de agarosa, luego se aflade el bromuro de etidio en
el mismo namero de volumen que el TAE pero este en ul. Dejamos un poco que
baje la temperatura y depositamos en la camara de electroforesis con el peine
puesto y esperamos hasta que condense.

Una vez condensado el gel quitamos el peine para dejar expuestos los pocillos
y colocamos el gel en el aparato de electroforesis que contiene en su camara
tampon TAE. A continuacion, se cargan cada uno los pocillos del gel. La muestra
a verter en cada pocillo estd compuesta por 5 ul de producto de PCR, 3 ul de
agua y 2 ul de tampon de carga (10ul). Se afiade un marcador de tamafio del
DNA y un control negativo. Se pone en marcha la fuente de alimentacion de la
electroforesis a 120 voltios y dejamos correr esta entre 25 y 30 minutos. Una vez
pasado este tiempo se procede a la lectura del gel visualizando la migracién de
las hebras de DNA amplificadas.

3.3.11. Reaccion de purificacion del DNA producto de PCR

Para la secuenciacion se necesita que el DNA producto de PCR sea lo méas puro
posible. Esta reaccién se hace con el fin de eliminar cualquier rastro de Primers
y dNTPs (nucleétidos) presente en el producto de PCR con el fin de que no
interfieran en los resultados de la secuenciacion Sanger. Para ello se realiza una
reaccion enzimatica ExoSAP (Tabla 10) para eliminar estas impurezas. La
Exonucleasa | degrada los primers de PCR residuales mientras que la fosfatasa
alcalina defosforila los dNTPs sobrantes.

Tabla 10. Componentes de la reaccién ExoSAP

Componente Volumen/Reaccién (ul)
PCR buffer 1X * 1,13
Exonuclease | (Exo I) 0,12
FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase 0,25

Producto de PCR 5

Total Volumen/Reaccién 6.5

Esta reacciéon comprende un solo ciclo de 30 minutos que se divide en dos
partes: 1) 15 minutos a 37°C, 2) y 15 minutos a 85°C.
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3.3.12.

Reaccion de secuenciacion sanger

La secuenciacion de Sanger se basa en la polimerizacion del DNA y el uso de
dideoxinucleétidos que sirven como terminadores de la reaccién. En la reaccién
de secuenciacion se utilizan dideoxinucleétidos marcados con fluor6foros y se
separan los fragmentos mediante una electroforesis capilar (Dorado, 2009).
Primeramente, se realiza una reaccidon de secuenciacion mediante el kit
BigDye™ Terminador v3.1 (Tabla 11, 12 y 13).

Tabla 11. componentes de la reaccion de secuenciacion mediante el kit
BigDye™ Terminador v3.1

Componente Volumen/Reaccion (ul)
Big Dye terminator (Premix) 0,50
Buffer x5 1,75
Agua 5,92
Primer 10uM de secuenciacion 0,33
DNA PCR 1,50
Volumen total 10,00

Tabla 12. Primers de secuenciacion

Gen Nombre primer Exonfes Prlm.er .. Secuencia 5’ 3’
secuenciados secuenciacion
UROS E6 E7.8 6,7y8 Forward TGCCCTATAAGGACGGCC
- =" Reverse CAGGATGAGACAGCTTCTCCG
UROS_E7.8_E13. Forward CAGTTTCTCGGAGAAGCTGTCTCA
UROS 14 7.8 13y14 Reverse CCGATGGCCACGAACTTAATCT
UROS_E13.14_E1 Forward ATTGACCAGATTAAGTTCGTGGC
4 13y 14 Reverse TCCTTCACACACAGCAAACTTTATTAG
Forward TCATGGTCGTGCTCATCATCGT
CHST12  CHST12 E02 2 Reverse GGCTTGGGGTAGCCAAAGAGAA
IKBKE_EO8 8 Reverse GGTCCTTCCGTGAGAACATCCT
IKBKE IKBKE_E10 10 Reverse AGCAGGGAAGTCGGGTCACAGG
IKBKE_E11.12.13 11,12y 13 Reverse AAGAAGTGGGTGGAGGCAAGAC
JAM3 JAM3_EO5 5 Forward TGGAGCCTCATTCCTGAGAGTG
JAM3_EO07.08 7y8 Forward TGATGTTCCAGGACGTGTTCAG
ST14_E02.03 2y3 Reverse GGCATCAGGGAGCAGAGAGGAG
ST14 ST14 E16 16 Reverse GTGTGTGCCAACCTTCACTGCCA
ST14 E10.11 10y 11 Reverse TAGTAGGTGCACAGCCCCGGAC
MAN2B2_E7 7 Reverse AGACATGGAGAGAGGAACCCGCC
MAN2B2_E8 8 Forward CACCCTGCCCTACATCCCCTCTG
MAN2B2 MAN2B2_11 11 Reverse TGGCCTAGACTCACACAACCAGG
MAN2B2_13 13 Forward AGGCAGGAGGGAGTGAGCGAAAC
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Tabla 13. Estructura del ciclo térmico de la reaccion de secuenciacion

Temperatura °C 96 96 50 60 4
Tiempo (min) 1:00 0:10 0:05 4:00 o0
Numero de ciclos 25 ciclos

Posteriormente, se realizdé una purificacién por exclusion de tamafio mediante
una placa de filtracion SEQ de Millipore, con resina SEPHADEX con tres horas
de hidratacion previa. Esta placa una vez rellenada con resina fue hidratada con
300 ul de agua miliQ durante el tiempo descrito anteriormente.

A continuacion, la placa es centrifugada durante 2 minutos a 3400 RPM para
eliminar el exceso de agua. Después la reaccion de secuenciacion es depositada
en el punto medio del pocillo donde esta la resina con pipeta y con la precaucién
de que la pipeta no toque la resina. Con este proceso se asegura que las sales
o0 el etanol no afecten a los resultados finales de secuenciacion.

La electroforesis y deteccion fluorescente se realizd6 en el servicio de
secuenciacion del CRAG y parte de las reacciones de secuenciacion en
MACROGEN.

3.3.13. Alineamiento de secuencias y anotacion de SNPs

Una vez entregadas las secuencias. Se alinearon mediante el software,
SEQUENCHER 5.4.6 (Figura 11).
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Figura 11. Ensamblaje de secuencias.

En esta alineacion se utiliza una secuencia de referencia para cada gen o
fragmento del gen. Y Se procedio a anotar la ubicacion de los SNPs en relacion
a la secuencia de referencia (Figura 12).
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Figura 12. Visualizacion de los electroferogramas de las secuencias y

ubicacion de los SNPs.
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Luego estos polimorfismos se ubicaron en el genoma con la ayuda de la
herramienta BLAST de Ensembl (www.ensembl.org) (Figura 13).
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Figura 13. Ubicacion de los SNPs en el genoma del cerdo
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los genes candidatos analizados en este trabajo se seleccionaron a partir de los
resultados de un estudio previo del grupo de investigacion realizado por Crespo-
Piazuelo et al., (2019), donde se identificaron regiones gendmicas del cerdo
asociadas con la composicion de varios géneros bacterianos. La seleccion de
los genes se hizo con base a su posicion y su funcion biolégica, analizando su
efecto directo e indirecto sobre la microbiota intestinal y sustentado en una
revision bibliografica (Tabla 14).

Tabla 14. Genes candidatos Seleccionados por genero bacteriano asociado

Gen Cromosoma Posicién en pb SNP asociado Genero bacteriano
Candidato Inicio —final asociado
CHSTI12 3 1,720,500-1,745,338 rs81335357;rs81246645 Akkermansia
MAN2B2 8 4,137,035-4,181,195 rs326174858 Prevotella

ST14 9 56,888,246-56,929,767 rs81328676 Phascolarctobacterium
JAM3 9 60,629,306-60,712,502 rs81344495 Phascolarctobacterium
IKBKE 9 67,123,265-67,147,992 rs81223434 Phascolarctobacterium
UROS 14 135,101,609-135,131,072 rs337448241 Streptococcus

pb: pares de bases

Para estos genes seleccionados, fue amplificada y secuenciada sus zonas
codificantes, en los exones de interés previamente seleccionado. Frente a la
observacion detallada de las secuencias realizadas, se anotaron una serie de
polimorfismos (Tabla 15) ubicados en zonas exdnicas e intronicas de los genes
de estudio. Se buscé detectar polimorfismos con frecuencias diferentes entre
grupos de animales extremos (linea baja y alta) para el contenido y/o abundancia
intestinal del género bacteriano previamente asociado con la regiébn genémica
donde se localiza el gen.

El gen UROS (uroporfirindgeno Il sintasa) se relacion6 con la abundancia
Streptococcus. Este gen esta involucrado en el metabolismo de una molécula
llamada hemo (Tsai, Bishop, & Desnick, 1988). Este grupo hemo es vital para los
mamiferos, pues de este se compone la hemoglobina que oxigena los érganos
del cuerpo a través de la sangre (NIH, 2019). Es de importancia saber que,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus suis,
contienen proteinas de union al grupo hemo en su pared celular (Wan, Zhang,
Li, Chen, & Zhou, 2017) que contiene hemolisina y le otorga su naturaleza
hemolitica (Edwards, Nizet, & Baker, 2011), que les permiten apropiarse del
grupo hemo del huésped (Eichenbaum, Muller, Morse, & Scott, 1996; Franza et
al., 2016; Morris, 2013; Wan et al., 2017). La funcion del gen uros podria modular
la abundancia de Streptococcus spp por relacion en el metabolismo del grupo
hemo, componente vital para colonizacion de este género bacteriano.

En la visualizacion de las secuencias realizadas a este gen, se pudieron
identificar dieciséis polimorfismos en un solo individuo (Tabla 15), de estos 4
determinan cambio de aminoacido: rs322990155 (E/K), rs322070016 (N/S),
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rs337796413 (S/N), rs336102452 (R/G). uno no determina cambio de
aminoacido: rs319487339, y los otros trece restantes son variantes de la region
3 prima UTR: rs321433339, rs326243317, rs343562413, rs324852383,
rs332381689, rs705482583, rs705482583, rs343866398, rs343866398,
rs330497989, rs80895682. Por tanto, esta informacion no es suficiente y
concluyente para relacionar el efecto del gen UROS sobre la abundancia del
genero bacteriano Streptococcus spp.

Tabla 15. Polimorfismos de los genes candidatos de estudio

gen animal | linea | Codigo ID Ubicacién Ref Cambp Consecugnma dela C.amb'(.)
nucleotidico variante Aminoacido
97 Low | rs322990155 | 14:135115269 G AIG missense varian E/K
97 Low | rs322070016 | 14:135106256 A G/A missense varian N/S
97 Low | rs337796413 | 14:135105272 G AIG missense varian S/N
97 Low | rs319487339 | 14:135102119 G AIG synonymous variant -
97 Low | rs336102452 | 14:135102034 A G/A missense varian R/G
97 Low | rs321433339 | 14:135102005 C G/C 3 prime UTR variant -
97 Low | rs345258858 | 14:135101984 G AlIG 3 prime UTR variant -
UROS 97 Low | rs326243317 | 14:135101968 G A/G 3 prime UTR variant -
97 Low | rs343562413 | 14:135101938 A G/A 3 prime UTR variant -
97 Low | rs324852383 | 14:135101907 C T/C 3 prime UTR variant -
97 Low | rs332381689 | 14:135101901 G AIG 3 prime UTR variant -
97 Low | rs705482583 | 14:135101900 A G/A 3 prime UTR variant -
97 Low | rs343866398 | 14:135101871 A G/A 3 prime UTR variant -
97 Low | rs330497989 | 14:135101740 T CIT 3 prime UTR variant -
97 Low rs80895682 | 14:135101677 A G/A 3 prime UTR variant -
78 Low - 9:60706524 C T* intron variant -
184 High - 9:60706569 G C/IG intron variant -
22 High - 9:60706569 G C/IG intron variant -
22 High - 9:60706769 G T/G missense varian GV
JAM3 124 H?gh - 9:60706769 G T/G m?ssense var@an GV
95 High - 9:60706769 G T/G missense varian GIV
172 High - 9:60706769 G T/G missense varian GIV
58 High - 9:60706769 G T/G missense varian GIV
273 High - 9:60706769 G T/G missense varian GV
184 High - 9:60706769 G T/G missense varian GV
127 Low | rs319985414 | 9:56920553 G A/G synonymous variant -
78 Low | rs319985414 | 9:56920553 G A/G synonymous variant -
133 Low | rs319985414 | 9:56920553 G A/G synonymous variant -
ST14 165 pr rs319985414 | 9:56920553 G A/G synonymous variant -
208 High | rs319985414 | 9:56920553 G AIG synonymous variant -
172 High | rs319985414 | 9:56920553 G A/G synonymous variant -
58 High | rs319985414 | 9:56920553 G A/G synonymous variant -
184 High | rs319985414 | 9:56920553 G AlIG synonymous variant -
78 Low | rs707345016 | 9:67130917 G AIG missense varian K/N
133 Low | rs707345016 | 9:67130917 G AIG missense varian K/N
40 Low | rs707345016 | 9:67130917 G A/G missense varian K/N
IKBKE 22 H?gh rs707345016 | 9:67130917 G A/G m?ssense var?an K/N
95 High | rs707345016 | 9:67130917 G A/G missense varian KIN
58 High | rs707345016 | 9:67130917 G A/G missense varian KIN
273 High | rs707345016 | 9:67130917 G AlIG missense varian K/N
184 High | rs707345016 | 9:67130917 G A/G missense varian K/N

* Adhesion de un nucleétido, E: Acido Glutamico, K: Lisina, N: Aspargina, S: Serina, R: Arginina, G: Glicina, V: Valina.

En relacion a Phascolarctobacterium se asociaron tres genes candidatos a la
modulacién homeostatica de este género bacteriano. Esos genes corresponden
a: JAM3, ST14 y IKBKE, que proseguiremos a discutir y mostrar sus hallazgos
en la investigacion presente.
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El gen JAM3 (Molécula de adhesion de unién 3) participa en la morfologia
epitelial, y se concentra en las uniones estrechas para establecer la polaridad
celular en las células epiteliales (Zhou, Tang, Zhang, & An, 2019). Estas uniones
representan un modo de adhesion de célula a célula en laminas de células
epiteliales o endoteliales, formando sellos continuos alrededor de las células y
sirviendo como una barrera fisica para evitar que los solutos y el agua pasen
libremente a través del espacio paracelular (Edelblum & Turner, 2015). La
proteina codificada por JAM3, miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas,
también media las interacciones leucocitos-plaquetas y participa en la regulacion
de la migracion transepitelial de neutrofilos polimorfonucleares, dando a
funcionalidad a JAM3 en el sistema inmune (GeneCards, 2020; Miranda-ribera,
Ennamorati, Serena, & Cetinbas, 2019).

Phascolarctobacterium spp es una bacteria mutualista (Del Dot, Osawa, &
Stackebrandt, 1993), productora sustancial de acidos grasos de cadena corta
como acetato y propionato (Watanabe, Nagai, & Morotomi, 2012). También es
especialista en la utilizacion de succinato producido por otras bacterias como los
bacteroidetes (Prevotella) (Watanabe et al., 2012; Wu et al., 2017). El gen JAM3
podria influenciar la abundancia de Phascolarctobacterium spp en la medida que
este gen participa en la morfologia epitelial intestinal compuesto por enterocitos,
gue estarian directamente relacionados con la absorcion de acidos grasos de
cadena corta para incluirlos en sus diferentes vias metabdlicas para el beneficio
del huésped. Variantes genéticas de este gen pueden promover la proliferacion
de Phascolarctobacterium que se beneficia en una interaccién biologica
mutualista. Ademas, JAM3 confiere un grado de permeabilidad que determina la
respuesta inmune del hospedador, mediante la migracion epitelial de células
inmunitarias. Asi Phascolarctobacterium spp, podria tener una determinada
funcibn comensal, modulando la respuesta inmune para promover
indirectamente su propio beneficio y una flora microbiana benéfica en el TGI.

En la busqueda de polimorfismos en JAM3 en el presente trabajo (Tabla 15), se
encontraron tres SNPs no anotados en Ensembl. El primero es un SNP del intron
4 para un solo individuo de la linea baja ubicado en posicion 9:60706524, el
segundo SNP, también del intron 4, para dos individuos en la posicion
9:60706569. En ambos no esta claro su papel sobre la microbiota intestinal. El
tercer polimorfismo, es un SNP del exén 5. Este polimorfismo esta en la posicién
9:60706769 y determina cambio de aminoacido (G/V). Este es comun para siete
de los ocho animales de la linea alta para la abundancia del genero bacteriano
con el cual estan asociados, que es Phascolarctobacterium. Por tanto, este SNP
podria estar asociado con la composicion de Phascolarctobacterium en la
microbiota intestinal. Este polimorfismo es un buen candidato para explicar la
modulacién de la de la biologia microbiana en el intestino del cerdo.

El gen ST14 (supresor de tumorogenicidad 14) codifica matriptasa, una serina
proteasa, que fortalece la barrera epitelial intestinal al promover la formacion de
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uniones estrechas (Scharschmidt et al., 2009). Un estudio en ratones evidencio
que un defecto intrinseco en la “permeabilidad de la barrera epitelial intestinal
producto de la falta de funcion de ST14, contribuye a una respuesta inmune
inapropiada a la microbiota intestinal comensal o mutualista, puede llevar a
enfermedad inflamatoria intestinal. Por este motivo en ratones Knock-out para el
gen ST14, se ha postulado este gen como critico en el TGl (Kosa, Szabo,
Molinolo, & Bugge, 2011). También es de tenerse en cuenta que la matriptasa
esta involucrada en el metabolismo del hierro, asumiendo un papel directo en la
oxigenacion de los organismos por medio de la sintesis de hemoglobina y un
efecto indirecto en la promocion del sistema inmune (Barrios, Delgado, &
Ramirez, 2009; Rosolen, Eberle, Torres, & Musso, 2010; Toxqui et al., 2010). En
relacion a Phascolarctobacterium, al igual que el anterior gen, ST14 estaria
relacionado con la permeabilidad del epitelio intestinal. Con un efecto directo en
la respuesta inmune al contacto con Phascolarctobacterium. Sumando al afecto
pro inmune, la funcién de la matriptasa en el metabolismo del hierro. En el
analisis de la secuencia de este gen, se encontré un polimorfismo anotado en
Ensembl (rs319985414, synonymous variant), en el exon 16 (Tabla 15). que no
determina un cambio de aminoacido y que es comun para 4 animales de la linea
baja y 4 animales de la linea alta para el género bacteriano asociado
Phascolarctobacterium. Por tanto, no parece asociado al contenido de
Phascolarctobacterium.

Los genes relacionados con el metabolismo del hierro, en este caso UROS y
ST14, aunque estan asociados para géneros bacterianos diferentes, juegan un
papel muy importante en la respuesta inmune del huésped frente a la modulacion
de la microbiota intestinal. El déficit en al metabolismo del hierro puede provocar
un aumento de células polimorfonucleares, eosindfilos, alteraciones del complejo
monocitos/ macréfagos, citocinas, interleucinas, factor de necrosis tumoral,
alteraciones linfocitarias (linfocitos B y T) y de las subpoblaciones linfocitarias,
linfocitos CD3, CD4, CD8, CD19, etc (Rosolen et al., 2010). El descenso del
namero de células T (CD3), generalmente a causa de la reduccion de linfocitos
T colaboradores (CD4) (Barrios et al., 2009).

La deficiencia en el metabolismo del hierro afecta a la funcion leucocitaria, a
través de la disfuncion del sistema enzimatico que contiene hierro
(mieloperoxidasas) (Olivares & Walter, 2003). Se ha demostrado que las
concentraciones bajas de hierro causan inhibicion de las células T CD4 y
aumento de la funcién de las células T supresoras (Toxqui et al., 2010). Estos
postulados sugieren la importancia de los genes relacionados directa e
indirectamente con el metabolismo del hierro. En nuestro caso el gen UROS y
ST14, que son grandes protagonistas en la respuesta inmune reguladora de la
microbiota intestinal del cerdo.

El control homeostatico de la microbiota intestinal también puede ser explicado
por la funcién de cada uno de los componentes de la barrera intestinal, tanto su
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parte epitelial como su cubierta de mucina (Ohland & MacNaughton, 2010). Esta
hipotesis proviene principalmente de investigaciones en ratones donde se ha
inactivado el gen MUC2 que codifica la mucina, que es el principal componente
que protege el epitelio intestinal y que esta en contacto directo con la microbiota,
donde los ratones han presentado colitis mediada por la microbiota intestinal
(Velcich et al., 2014).

El gen IKBKE (inhibidor del factor nuclear kappa B quinasa subunidad épsilon)
(GeneCards, 2020), tiene un papel importante en el sistema inmune pues este
inhibe la funcion de respuesta de las células T (Zhang et al., 2016). El mecanismo
de accion de este gen es la inhibicidén de la activacion por fosforilacion del factor
NFAT (factor nuclear de activacion de células T) consecuentemente dificultando
la respuesta de las células T, identificando a IKBKE como un regulador crucial
negativo del sistema inmune (Crespo-Piazuelo et al., 2019). Este gen también
tiene un papel muy importante con las citosinas inflamatorias como la interleucina
1 (IL-1). La pérdida de expresion y funcion de IL-1 aumenta la inmunidad
antitumoral y la funcion de las células T (Zhang et al., 2016). Este gen también
fosforila los factores reguladores de interferén (IRF), IRF3 e IRF7, asi como
DDX3X. Esta actividad permite la posterior homodimerizacién y translocacion
nuclear del IRF3 que conduce a la activacion transcripcional de genes pro
inflamatorios y antivirales, incluido IFNB. IKBKE promueve varios complejos del
sistema inmune diferentes cuya composicion, interaccion y accién depende del
tipo de estimulo celular (GeneCards, 2020). Es en este caso donde este gen
podria estar asociado con la composicion de microbiota debido a su relacion con
el sistema inmune (Crespo-Piazuelo et al., 2019).

En humanos se ha reportado una relacién de un gen de la familia de IKBKE.
IKBKAP (Inhibidor del potenciador del gen del polipéptido ligero kappa en células
B, proteina asociada al complejo de quinasa), y que esta involucrado en la
transduccion de sefales de citocinas proinflamatorias en la via de sefalizacién
NF-kB (Hughes et al., 2020). También reportandose la presencia de mutaciones
que determinan un cambio de aminoacido en la proteina IKAP sintetizada por
IKBKAP. Siendo estas mutaciones determinantes en la pérdida de funcién total
o parcial de la proteina IKAP, afectado las vias se sefializacion proinflamatoria y
la respuesta inmune del hospedador en la medida que IKAP tiene un profundo
efecto en la transcripcidbn de genes involucrados en la migracion de células
inmunes (Rubin & Anderson, 2017).

En IKBKE se encontré un solo polimorfismo. Este determina un cambio de
aminoacido en la proteina y se encuentra en tres animales de la linea baja y
cinco de la linea alta para la abundancia del genero Phascolarctobacterium. Este
SNP se encuentra anotado en Ensembl (rs707345016, missense_variant) en el
exon 8. Este cambio en la expresion de la proteina nos podria dar alguna
respuesta al papel de IKBKE en la respuesta del sistema inmune, y asi en la
modulacién de la microbiota intestinal y en especial de Phascolarctobacterium.

El gen CHST12 (Sulfotransferasa de carbohidratos 12) est& relacionado con el
metabolismo de los glicosaminoglicanos (GeneCards, 2020; Zhou et al., 2016).
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Los glicosaminoglicanos también se denominan mucopolisacaridos y a menudo
se encuentran en la capa de mucina junto con los glicanos y el acido sialico
(Ouwerkerk, De Vos, & Belzer, 2013). La especie mas comun del filo
Verrucomicrobia que se encuentra en el intestino, Akkermansia muciniphila,
coloniza la capa mucosay es un gran degradador de mucina (Ottman, Geerlings,
Aalvink, de Vos, & Belzer, 2017). Crespo-Piazuelo et al., (2019) reporto que le
regulacion de los genes del huésped relacionados con la biosintesis de
glicosaminoglicanos podria tener un efecto directo en la aparicién de bacterias
que degradan la mucina. La identificacion de variantes genéticas del gen
CHST12 podria ayudar a seleccionar alguna variante genética que enriquezca la
presencia de Akkermansia muciniphila, ya que esta especie microbiana es
beneficiosa para el huésped al restaurar la funcion de barrera intestinal al ser
degradador potencial de esta capa de mucina y al ayudar a reducir la obesidad
en humanos (Everard et al., 2013).

El gen MAN2B2 (Alfa-manosidasa, Clase 2B, miembro 2) codifica una proteina
implicada en el metabolismo de los glicanos, componentes enddgenos de la
mucina y los glicosaminoglicanos y glicanos excretados de al tracto de origen
alimentario (Koropatkin, Cameron, & Martens, 2012). Pero también se han
relacionado variantes genéticas que en homocigosis determinan la falta de
expresion de este gen y provocan inmunodeficiencia, anomalias en la
glicosilacion y afectaciones lisosomicas. Aunque estas anomalias fueron
revertidas mediante la introduccion en laboratorio de la variante no mutada del
gen, observandose una mejora en la funcion de las células T CD8 y CD4 y natural
killer y en la produccién de inmunoglobulinas (Verheijen et al., 2020).

Por causa de la pandemia no se pudo completar la secuenciacién de los genes
CHST12 y MAN2B2. Pero la busqueda de variantes que interfieran en la
importante funcidn metabdlica y en el sistema inmune de estos genes seria
interesante para entender la biologia funcional de estos genes. El metabolismo
de los glicanos es de gran importancia para el sistema inmune en la medida que
el producto de este metabolismo modifica muchas de las proteinas del sistema
inmune (Lin, 2012). Los glicanos son importantes en el reconocimiento de las
amenazas y en la intensidad y duracion de la respuesta inmune (Desai, Seekatz,
Koropatkin, Stappenbeck, & Martens, 2016; Koropatkin et al., 2012).
Basicamente, los azUcares unidos a las proteinas controlan cuando, cémo y
durante cuanto tiempo el sistema inmunitario debe combatir una amenaza
especifica (Ouwerkerk et al., 2013). En los pacientes con deficiencias en la
glicosilacion, el mecanismo que elabora las cadenas de azlcares que se unen a
las proteinas y a las grasas es defectuoso, por lo tanto, la respuesta inmune
puede estar alterada (Koropatkin et al., 2012; Verheijen et al., 2020). Crespo-
Piazuelo et al., (2019) sugirié que las variaciones en genes involucrados en la
degradacion de los glicanos como los genes CHST12 Y MAN2B2 podria modular
la presencia de Prevotella spp y Akkermansia muciniphila. Estos géneros
bacterianos tienen una gran contribucion a la degradacion de la mucina y a los
glicanos de origen vegetal. Este postulado nos da una idea clara de como hay
una funcioén benéfica conjunta entre los géneros bacterianos.
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Con respeto a los estreptococos del grupo B (Streptococcus agalactiae), estos
crecen en medios ricos en glucosa (Franza et al., 2016). Y es aqui donde
Prevotella spp y Akkermancia spp tiene un papel importante en la regulacion
conjunta de los estreptococos, pues estos son los mayores degradadores de
estos azucares disponibles. En esta actividad metabdlica producen un &cido
graso denominado succionato, cuyo principal especialista, degradador es
Phascolarctobacterium spp, para la produccién de &cidos grasos de cadena
corta como acetato y propionato. y estos ser absorbidos por el huésped como
fuente de energia metabdlica.

En humanos, se ha reportado la relacion entre la abundancia de Bifidobacterium
y los SNP cerca del gen de la lactasa. Por ende, los individuos recesivos no
persistentes de lactasa que toman leche no pueden descomponer la lactosa vy,
por lo tanto, Bifidobacterium prospera utilizando este azlcar disponible
(Blekhman et al., 2015; Goodrich et al.,, 2016). Se ha asociado al igual
mutaciones de pérdida de funcion génica o polimorfismos en genes que codifican
interleucinas, receptores de interleucina, quimiocinas, receptores similares a los
del dominio de oligomerizacion de union a nucleétidos (NOD), receptores tipo
Toll 4, receptores tipo intelectinas (moléculas bio-activas decisivas en la
sefalizacion y respuesta inflamatoria) y receptores de prostaglandinas en la
colitis ulcerosa, para la enfermedad de Crohn (Kaser, Zeissig, & Blumberg, 2010;
Saleh & Trinchieri, 2010).

Se ha descrito una lista de genes relacionados con enfermedades en humanos,
como en la enfermedad inflamatoria intestinal como: NOD2, CARD9, ATG16L1,
IRGMy FUT2, entre otros (Xavier & Podolsky, 2007). En este caso se encuentra
el gen FUT2 que juega un papel muy importante en la interaccion célula-célula,
incluida la interaccion huésped-microbio (Rausch et al., 2011). El gen FUT2 que
codifica una enzima fucosiltransferasa-2 implicada en la produccion de
secreciones gastrointestinales y en la expresion de antigeno H (FuC-alfa ((1,2)
Galbeta-) que se encuentra en la mucosa (McGovern et al., 2010). Se han
descrito dos genotipos determinados por una mutacion, uno funcional y otro no
funcional del gen (McGovern et al.,, 2010; Rausch et al., 2017), el antigeno
funcional tiene una influencia significativa en la modulacion de la microbiota
intestinal (Rausch et al., 2011)

En ratones, el gen B4galnt2 que codifica la glicosiltransferasa (-1,4-N-
acetilgalactosaminiltransferasa 2, es un precursor del antigeno CAD y determina
la composicion de azucares de las secreciones intestinales. Su expresion en el
intestino esta fuertemente asociada a la composicién de la microbiota intestinal
en el raton (Staubach et al., 2012). Hay genes del sistema inmunitario innato que
son responsables del reconocimiento de microorganismos y activan la
sefalizacion celular. Otros genes codifican para receptores frente a
microorganismos, como los Toll-like receptor (TLR), receptores similares como
los NOD-like (Kieser & Kagan, 2017), y el gen MYD88 como un receptor que
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modula la ruta de la sefial transduccional de sistema inmune innato y adaptativo
de lainterleucina-1y del TLR (Kostic et al., 2015; Kostic, Xavier, & Gevers, 2014;
Wen et al., 2008). La sefializacion mediada por MyD88 en las células epiteliales
intestinales es crucial para el mantenimiento de la homeostasis intestinal y
controla la expresion de la lectina antimicrobiana REG3G en el intestino delgado
(Kostic et al., 2015).

Benson et al., (2010) localizo variaciones genéticas en regiones cromosomicas
en humanos que determinan la variacion composicional de microbioma del
intestino en relacion a Coriobacteriaceae y Lactococcus. Algunos genes en
estas zonas estan relacionados con la conformacion de la barrera epitelial
intestinal y con el sistema inmune, responsables de detectar bacterias gram-
positivas como Irak3, Lyz1, Lyz2, IL-22, e IFN-gamma.

La mitad de las asociaciones son transgresivas, lo que significa que los
heterocigotos para un locus genético particular puede tener valores
anormalmente altos o bajos en un caracter, en comparacién a los homocigotos
(Wang et al., 2015). Esto puede sugerir una potencial interaccion epistatica, un
modelo de incompatibilidad genética denominado Dobzhansky-Muller.
Dandonos la ideas de como el microbioma da forma a la evolucién del genoma
de los huéspedes (Bordenstein & Theis, 2015; Brucker & Bordenstein, 2013).

En humanos se han identificado genes candidatos a la composicién de la
microbiota como son los genes UBR3 asociado con Rikenellaceae, CNTNG6
asociado con Faecalibacterium, DMRTB1 asociado con Lachnospira y SALL3
asociado con Eubacterium. Todos estos genes estan relacionados con la
respuesta del sistema inmune, incluido el reconocimiento y la eliminacién de
patégenos, la presentacién de antigenos y la activacion del sistema inmune
adaptativo (Jiang & Chen, 2012). Los polimorfismos de estos genes podrian
desencadenar una modificacion de la regulacion inmune, lo que podria dar lugar
a ciertas particularidades a nivel bacteriano que difieren en su presencia o
abundancia entre los individuos (Turpin et al., 2016).

Crespo-Piazuelo et al., (2019) sugirieron 39 genes candidatos que pueden estar
modulando la composicion de la microbiota del cerdo. La mayoria de los genes
candidatos encontrados codifican proteinas que estan involucradas en el sistema
de defensa del huésped. incluyendo el sistema inmune, barreras fisicas como la
capa de mucina o las uniones celulares, mientras que otras proteinas participan
en el metabolismo de mucopolisacaridos o acidos biliares. Estos resultados
confirman la importancia de la genética del huésped en la modulacion de la
composicion de microbiota.

Ramayo-caldas et al., (2020) encontraron SNPs significativos asociados con la
composicion y diversidad de la microbiota intestinal eucariota en cerdos. Los
genes anotados para estos SNPs fueron: el gen de la Interleucina 23 (IL23R)
gue se asocio con la diversidad de hongos y los genes PIK3C3 y HNF4A gue se
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asociaron con la abundancia de Blastocystis spp, también otros genes del
sistema inmune fueron anotados como TNF 9 (TNFRSF9), IL12RB2y el PIK3CD,
asi como genes relacionadas con vias de las cascadas inmunitarias como CDH1,
CDH11, CDH3, CDH5, LPARS, PIK3C3, CCL17, CCL22, CDH5, CKLF y MMP15.
estos polimorfismos reportados, ubicados en desequilibrio de ligamiento y en
genes relacionados con el sistema inmune. Sistema que puede modular la
diversidad y composicion de las comunidades intestinales eucariotas en cerdos.

Se han asociado variantes genéticas en humanos en el gen IL23R con diferente
susceptibilidad a infecciones fungicas (Carvalho et al., 2010) y en trabajos
experimentales con ratones se evidencio que la deficiencia de IL-23R producia
susceptibilidad a la infeccion sistémica por Candida albicans (Nur et al., 2019).
Ademas, se ha reportado que este gen esta involucrado en la diversidad de la
microbiota del ileon en humanos (Zakrzewski et al., 2019).

Finalmente, podemos decir que, existe una gran asociacion entre la
funcionalidad de los genes seleccionados con los géneros bacterianos con que
se asociaron. A su vez es de importancia conocer las interacciones entre los
microrganismos que componen la microbiota intestinal del cerdo para poder
entender este enigma biologico de control y/o modulacion de la microbiota
intestinal. Se sugiere que estas interacciones pueden tener una funcién
comensal y mutualista con respecto a la relacion bacteria-bacteria y huésped-
bacteria. En esta ultima interaccién son los microrganismos que estimulan una
expresion génica determinada. Muchos de estos genes que han sido
seleccionados directamente en este estudio de asociacion y relacionados con el
metabolismo y con la conformacién de barreras fisicas, enmascaran un rol de
gran importancia de regulacion en la respuesta inmune del huésped para la
modulacién o el equilibrio homeostatico de la microbiota intestinal.
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5. CONCLUSIONES

1. En nuestra investigacion se encontraron 16 polimorfismos para el gen
UROS relacionado con la abundancia con Streptococcus spp. Estos no
arrojan suficiente informacién al ser anotados en un solo animal de la
linea baja. Algunos de estos codificando cambio de aminoécido, otro no
codificando cambio de aminoécido y el resto anotados en la region 3
prima UTR.

2. Se anotaron tres polimorfismos, en tres genes diferentes asociados con
un género bacteriano en comun Phascolarctobacterium. El primero se
localiza en el gen JAM3 y segrega en la mayoria de animales de la linea
alta y codificando cambio de aminoacido. El segundo en el gen ST14, un
polimorfismo anotado en Ensembl que no codifica cambio de aminoé&cido
y que se encuentra en igual nimero de animales de las diferentes lineas.
El tercero en el gen IKBKE que determina un cambio aminoacido de la
proteina. Este polimorfismo esta anotado en Ensembl, codificando
cambio de aminoacido y se encuentra en mayor proporcion en los
animales de la linea alta.

3. Elandlisis funcional de los genes seleccionados en relacién a los géneros
bacterianos asociados sugiere que los polimorfismos de los genes JAM3,
ST14 y IKBKE podrian estar influenciando directa o indirectamente la
regulacion de la microbiota intestinal.
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4. RECOMENDACIONES

Para conocer un poco mejor la funcion y regulacion biolégica de la
microbiota intestinal. Proponemos una busqueda exhaustiva de variantes
genéticas de los genes de estudio y demdas analizar otros genes
relacionados directa o indirectamente en sus rutas metabdlicas y/o
bioldgicas con los genes de estudio.

Recomendamos hacer estudios de asociacion de las variantes genéticas
con la composicion de la microbiota intestinal en un ndmero elevado de
animales para su validacién genética.

Es de importancia en futuras investigaciones estudiar detalladamente los
mecanismos bioldgicos y moleculares mediante los cuales estas variantes
genéticas afectan a la composicion de la microbiota intestinal del cerdo.

En futuros estudios es de gran relevancia ir mas all4 de genes candidatos,
y asumir un rol de interacciones epistaticas entre estos. siendo este una
alternativa para explicar de una manera mas abstracta y precisa las
estructuras genéticas de una asociacibn completa de la microbiota
intestinal o con un microorganismo determinado. Y, ademas, es de
importancia. abortar para cada uno de los genes de estudio, su via
biolégica, metabdlica y/o funcional para dar un sustento mas completo a
la asociacion del genoma con la microbiota intestinal del cerdo.
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