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Inventia se refera la 0 metoda pentru selectia porcilor, pentru a determina pe cel mai
probabil sa produca un numar mai mare de purcei fatati in prima generatie, la un primer utili-
zat pentru amplificarea regiunii pentru prezenta sitului polimorfic Alul de la genareceptor pro-
lactina de la porc si la 0 molecula ADN asociata cu gena receptor prolactind de la porc.

Eficieta reproductiva, care poate fi definitd ca numarul de purcei produsi per femela
de rasa, este factorul principal de limitare in productia eficienta de porci. Numarul purceilor
nascuti vii in Statele Unite totalizeaza o medie de aproximativ 9,5 purcei per generatie. Eredi-
tatea pentru numarul de purceii nascuti in aceeasi generatie este scazuta (10% - 15%) si
metode genetice standard ale selectirii femelelor de rasa pe baza numarului de purcei
nascuti in aceeasi generatie nu au fost eficiente. De aceea, exista necesitatea unei abordarii
a probleme:i care sa opereze cu o selectia pentru reproducere la nivel ADN sau celular.

Sunt cunoscute rasele chinezesti pentru atingerea pubertatii la o varsta timpurie Si
pentru numarul mare de purcei nascuti in aceeasi generatie. Rasele americane sunt cunos-
cute pentru vitezele lor mari de crestere si lipsa de grasime a carnii. Astfel, este de dorit s
se combine cele mai bune caracteristici ale ambelor tipuride rase imbunatatind, prin urmare,
eficienta productiei de porci din Statele Unite. Aceste eforturi ar fi puternic sustinute de
descoperirea genelor sau markerilor genetici, care s-au asociat cu numarul crescut de purcei
nascuti in aceeasi generatie.

Analizele RFLP au fost folosite de mai multe grupuri pentru a studia ADN de porc.
Jung si col., Theor. Appl. Genet.77 : 271-274 (1989) incorporat aici prin referinta, dezvaluie
folosirea tehnicilor RFLP pentru a arita variabilitatea genetics intre dous rase de porci. La
aceste rase, s-a demonstrat polimorfismul pentru genele Clasa | antigen leucocitar porcin
(SLA). Hoganson si col., Abstract for Annual Meeting of Midwestern Section of the American
Society of Animal Science, martie 26 - 28, 1990, incorporat aici prin referire, relateaz3 des-
pre polimorfismul genelor complexului histocompatibil principal (MHC CLASA 1) porcin pentru
porci chinezesti, de asemenea, demonstrat prin analiza RFLP. Jung si col. Animal Genetics,
26:79-91 (1989) incorporat aici prin referire, relateaza despre analiza RFLP a genelor Clasa
I SLA Ia unii vieri. Autorii declar3 c3 rezultatele sugereaza ca poate exista o asociere intre
gene Clasa | SLA/MHC porcine $i productie si trasaturile de performanta. Ei declara supli-
mentar ca utilizarea fragmentelor de restrictie SLA Clasa |, ca markeri genetici, poate avea
potential de imbunatatire a performantei de cregtere a purceilor in viitor. -

Suplimentar, brevetul US 5.550.024 al lui Rothschild si col., descrie un polimorfism
in gena receptor estrogen de porc, care s-a asociat cu numarul mai mare de purcei nascuti
in aceeagi generatie, a carui descriere este incorporata aici, prin referire.

Alt hormon de porc, legat de succesul reproductiv, este prolactina. Prolactina (PRL)
este un hormon peptida al glandei pituitare anterioare implicat in diferite activitati endocrine,
dar este esential pentru succesul reproductiv. Una din functiile ei cel mai bine caracterizate
este reglarea productiei de lapte la mamiferele adulte. PRL este necesar pentru stimularea
lactogenezei sau sinteza proteinelor din lapte. Aceasta actiune este mediati prin receptorul
sau (PRLR). PRLR apartine superfamiliei citokind/ GHR/PRLR. Cand s-a activat prin PRL,
PRLR devine o cale de transductie semnal, care in cele din urms activeaza transcriptia ge-
nelor cum ar fi (3-cazeiné si a-lactalbumina. Cand se activeaza prin PRL, PRLR devine o
cale de transductie semnal care se crede ci implica tirozin kinaza Jak2. Mutatiile la capatul
carboxi-terminal al proteinei care schimba un rest fosfotirozina specific impiedica receptorul
din activarea Jak2 si interfera in cele din urma cu activarea transcriptiei genei (B-cazeinei
(Lebrun). Formele lungi si scurte ale proteinei receptor, la fel ca si diferite marimi de trans-
cript au fost caracterizate la sobolan, soarece, iepure siom (Boutin, Edery, Lesueur). Totusi,
s-a demonstrat ca forma scurti nu este capabild de transcriptia activarii genelor proteinei
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laptelui. MARN-urile observate atat de departe origineaza de la acelasi transcript primar i
se datoreaza imbinarii alternative, in special, in regiunile netranslate la iepure i om. Recent,
PRL s-a aratat de asemenea, ci stimuleaza producerea progesteronului, necesar pentru
mentinerea sarcinii, in vitro, in celule luteale mari porcine. PRLR se crede ca mediaza efec-
tele injectiilor cu hormon de cregtere (bST) asupra productiei mai mare de lapte la bovine si
astfel poate fi important in varierea productiei de lapte la porci. La oameni i soareci, recep-
torul hormonului de crestere (GHR) si harta PRLR se inchid impreuna (Arden et al., 1990;
Karker si col., 1992) facand probabil ca aceste doud gene s3 fie legate la porci. GHR a fost
trecut pe harta la purcei la cromozomul 16, in timp ce PRLR nu a fost trecut pe harta sinu
a fost raportata variabilitatea genetica pentru PRLR.

Prezenta inventie asigurd un marker genetic, pe baza descoperirii polimorfismelor,
in gena receptor prolactind, care se asociaza cu un numar mediu mai mare al purceilor nas-
cuti in aceeasi generatie. Aceasta va permite transcrierea genetica a porcilor pentru genele
lor receptor prolactina si pentru determinarea relatiei RFLP-urilor cu cregterea numarului de
purcei nascuti in aceeasi generatie. De asemenea, se va permite identificarea indivizilor
masculi si femele, care poartd gena pentru sporuri de crestere. in cazul femelelor, ar da posi-
bilitatea ca o femela sa fie de asteptat sa produca un numar de purcei nascuti in aceeasi
generatie mai mare decat media rasei sale, sau in cazul masculilor pentru urmagele sale
femele, de a avea fatari cu mai multi nascuti per generatie decat media rasei. Astfel, markerii
vor fi instrumente de selectie in programe de reproducere pentru a dezvolta linii si rase care
produc fatari cu un numar mai mare de urmasi per generatie.

Inventia se refera la o metoda pentru selectia porcilor, pentru a determina pe cei mai
probabil sa producd un numar mai mare de purcei fatati in aceeasi generatie, ce consta in
obtinerea unei probe de material genetic de la porc; si testarea pentru prezenta unui polimor-
fism in gena receptor prolactina in numita proba care s-a asociat cu un numér mai mare de
purcei nascuti in aceeasi generatie, iar acest polimorfism este asociat cu situsul de restrictie
polimorfic Alul la pozitia 240 a genei PRLR asa cum este descris in SEQ ID NR.3.

Alt obiect al inventiei este de a asigura o metoda pentru identificare a markerilor
genetici pentru numarul mai mare al purceilor ndscuti in aceeasi generatie.

Inventia se referd, de asemenea, la un primer pentru amplificarea regiunii pentru pre-
zenta sitului polimorfic Alul de la gena receptor prolactina de la porc, primerul fiind selectat
din grupul constand dintre secventele SEQ ID Nr.1 i SEQ ID Nr.2, SEQ ID Nr.4 si SEQID
Nr. 5.

Avantajele inventiei vor fi lamurite in partea descrierii care urmeaza si in parte vor fi
evidente din descriere, sau pot fi aflate prin practica inventiei. Obiectele si avantajele inven-
tiei s-au realizat cu ajutorul mijloacelor i combinatiilor particulare subliniate in revendicarile
anexate.

Pentru a realiza obiectele si in conformitate cu scopul inventiei, aga cum s-a realizat
si s-a descris in linii mari aici, prezenta inventie asigura o metoda pentru cercetarea porcilor
pentru a determina astfel pe cei mai probabili s& produca un numar mai mare de purcei nas-
cuti in aceeasi generatie, cand suntimperecheati sau pentrua nu selecta porcii care au alele
ce indica un numar mai mic de purcei nascuti per generatie. Asa cum s-a folosit aici "un nu-
mar mai mare de purcei nascuti in aceeasi generatie” inseamna o crestere semnificativa, in
media marimii fatarii de mai sus, la o populatie data. Astfel, prezenta inventie asigura o
metoda pentru cercetarea porcilor, pentru a determina pe cei mai probabil a produce un
numar mai mare de purcei ndscuti in aceeasi generatie si/sau a celor mai putin probabil de
a produce un numar mai mare de purcei nascuti in aceeasi generatie, metoda care cuprinde
etapele 1) obtinerii unei probe de AND genomic de la un porc; si 2) analizarea ADN-ului
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genomic, obtinut in 1) pentru a determina care alela(e) receptor prolactina este/sunt pre-
zenta. Pe scurt, o prob3 de material genetic s-a obtinut de la un porc si proba s-a analizat
pentru a determina prezenta sau absenta unui polimorfism in regiunea de codificare a genei
receptor prolactina, care s-a corelat cu numarul mai mare de purcei nascuti in aceeasi
generatie.

Polimorfismul este un polimorfism de lungimea fragmentului de restrictie si testul
cuprinde identificarea genei receptor prolactina de porc de la material genetic de porcizolat;
éxpunerea genei la o enzima de restrictie care produce fragmente de restrictie ale genei de
lungimi diferite; separarea fragmentelor de restrictie pentru a forma un model de restrictie,
cum ar fi, prin electroforeza sau separare HPLC; si compararea modelului fragment de res-
trictie rezultat cu o gena receptor prolactiné de porc care este cunoscut fie a avea, fie a nu
avea markerul dorit. Daca un porc este testat pozitiv pentru marker, un astfel de porc poate
fi considerat s3 fie inclus in programul de reproducere. Daca porcul nu este testat pozitiv
pentru genotipul marker, porcul poate fi exclus din grup si folosit in alt mod.

Gena s-a izolat prin utilizarea primerilor si ADN polimerazei pentru a amplifica o
regiune specifica a genei care contine polimorfismul. Dup3 regiunea amplificati s-a digerat
Cu 0 enzima de restrictie si fragmentele s-au separat din nou. Vizualizarea modelului RFLP
$-a realizat prin colorarea simpl a fragmentelor, sau prin marcarea fie a primerilor, fie a
nucleozidelor trifosfat utilizati in amplificare.

inalts realizare, inventia cuprinde o metoda pentru identificarea unui marker genetic
pentru numarul de purcei nascuti in aceeasi generatie intr-o populatie speciala. S-au niscut
purcei masculi gi femele ai aceleagsi rase gi rase incrucisate sau descendenti genetica simi-
lara si s-a determinat numarul de urmasi produs de fiecare scroafa. Un polimorfism in gena
receptor prolacting a fiecarui purcel s-a identificat $i s-a asociat cu numarul de progenituri,
preferabil analiza RFLP s-a folosit pentru a determina polimorfismul si mai preferatbil, ADN-ul
s-a digerat cu endonucleaza de restrictie Alul.

De asemenea, este posibil s3 se stabileascs legatura dintre alelele specifice ale
markerilor ADN alternativ si alelele markerilor ADN-ului cunoscuti a fi asociati cu 0 anumita
gena (de exemplu, gena receptor prolactina prezentata aici), care s-a aritat anterior afiaso-
ciat cu o trésatura speciala. Astfel, in situatia prezenta, luand gena receptor prolacting, va
fi posibil, cel putin pe termen scurt, sa se selecteze porcii probabili sa produca un numar mai
mare de purcei nascuti in aceeasi generatie, sau alternativ, si nu se selecteze porci
probabili s& produca un numar mai mic de purcei nascuti in aceeasi generatie, indirect, prin
selectarea pentru anumite alele ale unui marker asociat receptor prolactini prin selectarea
alelelor specifice ale markerilor cromozomului 16 alternativ. Exemple de astfel de markeri
cunoscuti a fi legati la receptorul prolactina asupra cromozomului 16 porcin includ SW1305,
S0077, S0006, SW1035 st SO0111, markeri care sunt toli microsateliti si receptorul
hormonului de crestere (GHR).

Inventia cuprinde, suplimentar, o trusa pentru evaluarea unei probe a ADN de purcel
pentru prezenta materialului genetic de porc al unui marker genetic dorit, localizat in gena
receptorului prolactina indicativ al trasaturii ereditare un numar mai mare de purcei nascuti
in aceeasi generatie. La un minim, trusa este un container cu unul sau mai multi reactivi care
identifica un polimorfism in gena receptor prolactina de porc. Preferabil, reactivul este un set
de primeri oligonucleotidici capabil de amplificarea unui fragment al geneireceptor prolactina
de porc care contine polimorfismul. Preferabil, trusa contine suplimentar o enzima de res-
trictie care cliveaza gena receptor prolactina in cel putin un loc. intr-o realizare mai preferata,
enzima de restrictie este Alul sau una care taie la acelasi sit de recunoastere.
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Figurile insotitoare, care sunt incorporate aici $i care constituie parte a acestei des-
crieri, ilustreaza o realizare a inventiei i, impreuna cu descrierea, servesc la explicarea prin-
cipiilor inventiei.

-fig. 1, reprezintd secventa 3' de codificare si regiunea netranslat3 a genei receptor
prolatica de purcel (SEQ ID NR:3). Fragmentul PCR de porc produs de la primerii iepuri/om
s-a folosit Amicon Microcon Flters asa cum s-a dirijat (Amicon, Inc.). Secventierea s-a ficut
de catre lowa State University DNA Sequencing and Synthesis Facility. Regiunea in italice
reprezinta neclaritate in secventa si poate fi ccaaaactac (SEQ ID NR:3) -Primeri PCR de
porc. - Secventa iepure/om.

-fig. 2, reprezintd modelul polimorfic al produsului PCR digerat Alul. Primerul sens
5-CCC AAA ACA GCA GGA GAA CG-3'si primerul antisens 5-GGC AAG TGG TTG AAA
ATG GA-3' s-au folosit urmand conditiile reactiei de PCR: 93°C timp de 3 min si 35 cicluri
de 93C 30 s, 60°C 1 min, 70°C, 1 min si un final 72°C 3 min. Polimeraza Taq s-a adaugat
ultima, in timp ce probele s-au incalzit la 80°C. Produsele PCR s-au t3iat cu Alul (New
England Biolabs) si s-au separat pe un gel de 6% agaroza NuSieve (FMC) la 120 volti timp
de 4 h, la temperatura camerei. Gelurile s-au colorat cu bromura de etidiu. Banda 1 este
scara 1 - kb, benzile 2 - 4 sunt trei genotipuri diferite.

-fig. 3, reprezinta pozitia PRLR in cromozomul 16 de porc. Legatura punct multiplu
s-a facut folosind CriMap pentru a produce o hart3 optima medie-sex cu un scor LOD de 3
sau mai mare fiind considerat ca semnificativ.

-fig. 4, diagrama a fragmentelor obtinute de la testul PCR folosind primerii PCR SEQ
IDNR: 15si2.

Referinta se va face acum, in detaliu, la realizri prezente referitoare la inventie, care
impreuna cu exemplele urmétoare servesc la explicarea principiilor inventiei.

Inventia se refera la markeri genetici pentru numarul de purcei nascuti in aceeasi
generatie. Se asigura o metoda pentru selectia porcilor, pentru a-i determina pe aceia mai
probabil sa produca un numar mai mare de purcei nascuti in aceeasi generatie, cand se
reproduc, prin identificarea prezentei sau absentei unui polimorfism la gena receptor prolac-
tina, care este corelatd cu un numar mai mare de purcei nascuti in aceeasi generatie. Asa
cum s-a utilizat aici, termenul "numé&r mai mare de purcei nascuti in aceeasi generatie"
inseamna o crestere biologicd semnificativd in numarului urmasilor peste media unei
populatii date.

Astfel, inventia se referd la markeri genetici si metode de identificare a acestor
markeri la un porc al unei anumite rase, tulpini, populatii sau grup, cu ajutérul cirora o
scroafa este mai probabil s& produca un numér de urmasi, care este semnificativ crescut fata
de media numarului de urmasi pentru acea rasa anumita, tulpina, populatie sau grup. Poate
fi folosita orice metoda de indentificare a prezentei sau absentei acestui marker, incluzand,
de exemplu, analiza polimorfismului configuratiei monocatenare (SSCP), analiza RFLP, ana-
liza heteroduplex, electroforeza pe gel in gradient de denaturare si electroforeza in gradient
de temperaturd, reactia de ligare in lant sau chiar secventiere directd a genei receptor
prolactina si examinare pentru modelul de recunoastere Alul, in regiunea 3' translata.

Alte tehnici posibile includ sisteme non-gel, cum ar fi TagMan™ (Perkin Elmer). In
acest sistem, primerii PCR oligonucleotidici s-au desemnat ca flancand mutatia in discutata
si ca permitand amplificarea PCR a regiunii. O a treia sonda oligonucleotidica s-a desemnat
apoi pentru a hibridiza la regiunea care contine subiectul de baza, pentru a schimba intre
alelele diferite ale genei. Aceasta sonda s-a marcat cu colorant fluorescent atat la capatul
S, cat si la capétul 3'. Acesti coloranti s-au ales astfel incat in timp ce in aceasta vecinatate
fata de fiecare, fluorescenta unuia dintre ei este stopati la celalalt $i nu poate fi detectata.
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Extensia prin polimerizarea ADN de la primerul PCR pozitionat 5' pe matrita relativa la sond3
duce la clivarea colorantului atagat la capatul 5' al sondei normalizate prin activitatea nuclea-
zei 5' a ADN polimerazei Taq. Aceasta inlatura efectul de stopare care permite detectarea
fluorescentei de la colorant la capatul 3' al sondei. Diferentierea dintre diferite secvente ADN
creste prin faptul ca daca hibridizarea sondei la molecula matritd nu este complets, adica,
exista vreo nepotrivitre, clivajul colorantului nu are loc. Astfel, numai daca secventa nucleo-
tidica a sondei oligonucleotidice este complet complementara moleculei matrita la care s-a
legat, stoparea va fi indepéartatd. Un amestec de reactie poate contine doua secvente de
sonda diferite, fiecare desemnata fata de alelele diferite care trebuie s fie prezente permi-
tand astfel detectarea ambelor alele intr-o reactie.

Folosirea RFLP-urilor este o metoda preferata de detectare a polimorfismului. Totusi,
deoarece utilizarea analizei RFLP depinde, in cele din urm4, de polimorf ismele si siturile de
restrictie ADN de-a lungul moleculei de acid nucleic, pot fi folosite, de asemenea, alte me-
tode de detectare a polimorfismului. Astfel de metode le includ pe cele care analizeaza pro-
dusul polimorfic al genei si detecteaza polimorfisme prin detectarea diferentelor rezultate in
produsul genei.

Analiza RFLP, in general, este o tehnica bine cunoscutd celor cu pregitire in
domeniu. Vezi de exemplu, brevetele US 4.582.788, eliberat lui Erlich, la 15 aprilie 1986 si
US 4.666.828, eliberat lui Gusella, la 19 mai 1987, US 4.772.549, eliberat lui Frossard, la
20 septembrie 1988 si US 4.861.708, eliberat la 29 august 1989 lui Frossard, toate fiind
incorporate aici prin referinta. In linii mari, tehnica implica obtinerea ADN-ului de studiat dige-
rand ADN-ul cu endonucleaze de restrictie, separand fragmentele rezultate si detectand frag-
mentele diverselor gene.

In prezenta inventie, o prob3 de material genetic s-a obtinut de la un porc. Probele
pot fi obtinute de la sange, tesut, sperma, etc. in general, celule de sange periferic sunt utili-
zate ca sursa i materialul genetic este ADN. O cantitate suficienta de celule s-a obtinut pen-
tru a asigura o cantitate suficientd de ADN pentru analiza. Aceasta cantitate va fi cunoscuta
sau se va determina rapid de catre specialistii in domeniu. ADN-ul s-a izolat din celule de
sange prin tehnici cunoscute celor cu pregatire in domeniu.

In continuare, regiunea care contine polimorfismul s-a amplificat prin utilizarea prime-
rilor gi tehnicilor standard, cum ar fi reactia de polimerizare in lant. Aceasté tehnica este des-
crisé in brevetele US 4.683.195, eliberat lui Mullis si col., la 28 iulie 1987, US 4.683.202, eli-
berat lui Mullis, la 28 iulie 1987, US 4.800.159, eliberat lui Mullis si col.,, la 24 ianuarie 1989,
US 4.889.818, eliberat lui Gelfand, la 26 decembrie 1989 si US 4.902.624, eliberat lui
Clumbus si col., la 20 februarie 1990, care sunt incorporate aici prin referints. Selectarea pri-
merilor s-a discutat in referintele mentionate si sunt incorporate aici. Primerii ar trebui s& am-
plifice regiunea de codificare 3' si regiunea netranslata a genei receptor prolactina de porc,
aga cum s-ademonstrat in fig. 2. Alti asemenea primeri sunt desemnabili de catre cei specia-
ligti in domeniu cu tehnicile de aici.

ADN-ul izolat s-a digerat apoi cu 0 endonucleaza de restrictie care cliveaza sau taie
hidrolitic ADN la o anumita secventd nucleotidica, denumita un sit de restrictie. Astfel de
endonucleaze, de asemenea numite enzime de restrictie, sunt bine cunoscute specialistilor
din domeniu. Pentru prezenta inventie, se va alege una care cliveaza regiunea de codificare
a genei receptor prolactina de porc in cel putin un loc, producand cel putin doua fragmente
de gena. S-a facut o determinare daca un astfel de fragment este polimorfic sau nu si daca
vreun polimorfism (RFLP) s-a asociat cu numarul de urmasi nascuti in aceeasi generatie prin
tehnici cunoscute in domeniu in conjuctura cu expunerile continute aici. De preferints,
endonucleaza de restriclie este Alul. Alul taie ADN dublu catenar la secventa 5-AGCT-3'.
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Cantitatea unei astfel de enzima de adaugat la proba care contine ADN de porc si alte con-
ditii corespunzatoare pentru tratarea probei va fi ugor determinabild persoanelor specializate
in domeniu, dand expunerile continute aici.

Fragmentele de restrictie s-au analizat apoi prin tehnici cunoscute care implica in
general, fie separarea fragmentelor si vizualizarea prin colorare, fie blot-area ulterioara Si
hibridizarea pentru a obtine un mode! special, fie determinarea méarimilor diferite ale fragmen-
telor. Ultima permite identificarea uneia sau mai multor fragmente (markeri) pentru numarul
maimare de purcei nascuti in aceeasi generatie. Tehnica preferati de separare este electro-
foreza in gel.

In aceasta tehnica, fragmentele digerate s-au separat intr-un mediu suport prin ma-
rime sub influenta unui cdmp electric aplicat. Straturile sau bucatile de gel, cum ar fi agaroza
sau acrilamida, s-au folosit tipic ca mediu suport. Proba, care contine fragmente de restrictie,
s-a adaugat la un capat al gelului. Unul sau mai multi markeri de marime au parcurs acelasi
gel precum controalele pentru a permite o estimare a marimii fragmentelor de restrictie.
Aceasta procedura permite in general un grad al rezolutiei care separa fragmente care difera
in marime de un altul prin doar 1 sau 2 baze perechi.

in realizari alternative, fragmentele s-au denaturat si transferat fizic de la gel intr-un
suport solid, de preferintd, o membrana de nailon, prin punerea in contact a gelului cu filtrul
in prezenta reactivilor corespunzatori si in conditii corespunzatoare care contribuie la transfe-
rul ADN-ului. Astfel de reactivi si conditii sunt bine cunoscuti specialistilor in domeniu. Astfel,
s-au mentinut pozitile relative ale fragmentelor ADN care rezultd de la procedeul de
separare.

Urmatoarea etapa implica detectarea diferitelor categorii ale marimilor fragmentelor
sau, alternativ, detectarea unui fragment de o anumita marime. Ultima poate fi interesanta,
in special, deoarece este un marker genetic asociat cu sporul de crestere a purceilor nascuti
in aceeasi generafie. Aceasta este insotita de preferinta prin colorarea fragmentelor cu bro-
mura de etidiu sau altele asemenea.

O tehnica alternativa este utilizarea unei sonde de hibridizare. O astfel de sond3 este
o oligonucleotida sau polinucleotida care este suficient de complementars sau omoloaga
fragmentelor pentru a hibridiza cu ele, forméand complexe sonda-fragment. De preferinta,
sonda este 0 sonda ADNc. Oligonucleotida sau polinucleotida s-a marcat cu o entitate detec-
tabila. Aceasta permite detectarea fragmentelor de restrictie, la care sondele s-au hibridizat.
Sondele s-au marcat prin tehnici de marcare standard, cum ar fi cu o radiomarcare, marcare
cu enzimd, marcare fluorescenta, marcare biotin-avidina si altele asemenea. Vezi brevetele
US 4.711.955, eliberat lui Ward et al., la 8 decembrie 1987 si US 4.868.103, eliberat lui
Stavrianopoulos et al., la 19 septembrie 1989, care ambele s-au incorporat aici prin referinta.

Sondele s-au pus in contact cu membrana de nailon care contine fragmente de res-
trictie pentru o perioada suficienta de timp si in conditii de hibridizare corespunzatoare pentru
ca sondele sa hibridizeze la fragmentele. Apoi, filtrul s-a spalat de preferinta pentru indepar-
tarea sondelor nelegate si alte materiale nedorite.

Complexele sonda-fragment, care sunt legate la filtru, s-au detectat apoi prin tehnici
cunoscute. De exemplu, dacé sonda a fost marcata radioactiv (*P), detectarea implica pune-
rea in contact a hartiei cu membranéa de nailon cu o bucata de film radiosensibil. Dupa o
perioada de expunere corespunzatoare, s-au vizualizat fragmentele de interes, incluzand
fragmente de control.

Etapa de detectare asigura un model, care rezulta din separarea fragmentelor dup3
marime. Compararea acestor fragmente cu fragmente de control de marime cunoscuti care
de asemenea, au trecut prin acelasi gel, permite estimarea marimii diferitelor grupari ale
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fragmentelor. Polimorfismele diferite in gena receptor prolactina s-au determinat apoi prin
compararea modelelor produse prin analiza similara a ADN de la un numér de porci diferiti.
Pentru mai multi porci individuali, modelele vor varia de la modelul uzual produs de majori-
tatea altor porci. Aceasta se va datora unuia sau mai multor polimorfisme de lungimea frag-
mentului de restrictie, adica, fragmente de restrictie ale unei legaturi diferite produse de
endonucleaza care taie gena receptor prolactind de porc. Aceasta indica diferite secvente
baze perechi in astfel de porci.

O data ce s-a identificat un anumit RFLP, adica, un fragment de restrictie de o anu-
mita lungime, o sonda la acest fragment poate fi construita prin utilizarea tehniciclor cunos-
cute. Aceasta permite formate alternative si mai rapide pentru detectarea unui astfel de
polimorfism. De exemplu, o data ce ADN-ul s-a digerat, poate fi folosit un format de hibridi-
zare sandwich. Un astfel un test s-a dezvaluit in brevetele US 4.486.539, eliberat lui Ranki,
la 4 decembrie 1984 si 4.563.419, eliberat lui Ranki, la 7 decembrie 1986, care ambele au
fost incorporate aici prin referire. Proba s-a pus in contact cu o sonda de captura care s-a
imobilizat pe un purtétor solid. Sonda leaga fragmentul. Purtitorul s-a spalat apoi si s-a
adaugat o sonda de detectie marcata. Dup4 spalarea suplimentara, s-a detectat sonda de
detectie, prin aceasta demonstrand prezenta fragmentului dorit.

intr-o alta realizare, o data ce modelul RFLP a fost determinat sau un fragment
polimorfic special a fost determinat, s-a comparat cu un al doilea model RFLP cunoscut sau
cu fragmentul care s-a corelat cu numarul crescut al purceilor nascuti in aceeasi generatie.
Acest al doilea model sau fragment de asemenea, s-a determinat de Ia gena receptor prolac-
tina de porc, folosind aceeasi endonucleaza de restriclie ca prima sau aceeasi sonda sau
un echivalent al acesteia in aceleasi conditji.

Intr-o realizare alternativa a inventiei, fragmentele de restrictie pot fi detectate prin
hidrbidizarea solutiei. In aceasta tehnica, fragmentele s-au hibridizat mai intai cu sonda si
apoi s-au separat. Complexele sonda-fragment separate s-au detectat apoi cum s-a discutat
mai sus. In general, astfel de complexe s-au detectat pe gel fara transfer pe hartia de filtru.

Intr-o realizare mai preferata, polimorfismul s-a detectat prin amplificare PCR fir3
vreo sonda. Aceasta procedura este cunoscuté specialistilor cu pregatire in domeniu sis-au
dezvaluit in brevetele US 4.795.699, intitulat "DNA polymerase” si brevetul US 4.965.188
“Process for Amplifyind Detectiong and/or Cloning Nucleic Sequences Using a Thermostable
Enzyme" ambele fiind incorporate aici prin referinta.

Pentru aceasta procedura, primerii sunt construiti pentru a amplifica regiunea in care
polimorfismul se situeaza. in conformitate, primerii care sunt, de preferinta, baze 4-30 s-au
desemnat pe baza secventei care inconjoara polimorfismul inclusiv un primer 5' sens siun
primer 3' antisens al polimorfismului. Nu este necesar ca primerii s4 fie complement exact
$i de asemenea s-au acceptat secvente substantial echivalente. Apoi s-a adaugat o ADN
polimeraza cum ar fi polimeraza Taq (mai multe astfel de polimeraze sunt cunoscute sidis-
ponibile comercial) in prezenta a patru nucleozid trifosfati si, frecvent, a unui agentde tampo-
nare. Detectarea este facilitata prin colorare simpla, cum ar fi cu bromura de etidiu, a produ-
selor separate pentru a detecta marimile prezise pe baza lungimii regiunii amplificate. Timpi
de reactie, reactivii si modelul primerilor sunt toate cunoscute celor specialigti in domeniu gi
s-au discutat in brevetele incorporate aici prin referire. Amplificarea PCR suplimentara poate
fi folosita in combinatie cu Single Strand Confirmation Polymorfism (SSCP). Vezi Detection
of Polymorphism, of Human DNA by Gel Electoforesis as Single-Strand Conformation
Polymorphisms, Orita si col., PNAS 86(8) Apr. 1989 (2766-70); si Lessa si col., Mol Ecol
2(2), p. 119-29 Apr. 1993 "Screening Techniques for Detecting Allelic variation in DAN
Sequences”, care sunt incorporate aici prin referinta.
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Cu toate ca metodele de mai sus sunt descrise in termenii utilizarii unei singure
enzime de restrictie $i a unui singur set de primeri, metodele nu sunt astfel limitate. Daca se
doreste, pot fi folosite una sau mai multe enzime de restrictie si/sau sonde si/sau primeri.
Enzime aditionale, sonde construite si primeri pot fi determinati prin experimente de rutina.

Markeri genetici pentru numarul mai mare de purcei nascuti in aceeasi generatie s-au
determinat dupa cum urmeaza. S-au dus la monta masculi si femele de porc de aceeasi rasa
sau de rase incrucigate sau derivate de la linii genetice lineare. S-a determinat numarul
urmagsilor produsi de fiecare scroafa. Analiza RFLP a ADN-ului parental s-a realizat asa cum
s-a discutat mai sus in scopul determindrii polimorfismelor in gena receptor prolactina a
fiecarui porc. Polimorfismele s-au asociat cu numarul de urmasi. S-au utilizat cel putin 20 si
preferabil, cel putin 40 scroafe pentru realizarea acestor determinari. Numarul de cate ori
fiecare femela produce o fétare (adica, paritatea) este cel putin o data. Preferabil, ciclul de
reproducere si nasteri s-a repetat de cel putin 2 ori i, mai preferabil de 3 ori.

Cand aceasta analiza s-a realizat si polimorfismul s-a determinat prin analiza PCR
RFLP folosind endonucleaza de restrictie Alul si primerii de amplificare pot fi desemnati folo-
sind secvente prolactina cunoscute analoage de om sau iepure datoritid omologiei ridicate
in regiunea care inconjoara polimorfismul, sau pot fi desemnati folosind date cunoscute pri-
vind secventa genei prolactina de porc aga cum s-a exemplificat in fig. 1, sau chiar desem-
nati de la secvente obtinute de la date de legatura de la gene care inconjoara strans. S-a
generat, conform inventiei, un set de primeri selectati care amplifica un fragment de 457
baze perechi 5'-CCC AAA ACA GCA GGA GAA CG-3' (SEQ ID NR:1) si primerul revers 5'-
GGC AAG TGG TTG AAA ATG GA-3' (SEQ ID NR:2) dupa fragmente polimorfice de res-
trictie de aproximativ 124, 110, 79, 77 $i 67 baze perechi. Situl polimorfic s-a localizat in frag-
mentul de 110 baze perechi. Cand a fost prezent situl tdiat polimorfic, s-a produs un frag-
ment de 90 baze perechi. Fragmentele polimorfice s-au dovedit a fi alele si fiecare s-a dove-
dit a fi asociat cu numarul mai mare de purcei nascuti in aceeasi generatie pentru diferite
rase. Astfel, un porc care este heterozigot pentru ragmentul Alul va prezenta un model de
124, 110, 90-, 79, 77 si 67. Un homozigot pentru situl taiat polimorfic va prezenta un model
124,90, 79, 77, 67, in timp ce alt homozigot arata un model 124, 110, 79, 77, 67. Genotipul
asociat cu numarul mai de urmagi fatati intr-o generatie alterneaza pentru diferite rase. Acest
rezultat este similar situatiei descrise in brevetul US 5.374.523, intitulat "Allelic variants of
Bovine Somatotropin gene: Genetic marker for Superior Milk Production in Bovine", in care
inventatorul a gasit un polimorfism alelic in gena somatotropina si o forma alelica a fost utila
pentru vacile Jersey si forma alternata a fost utila pentru vacile Holstein.

Reactivii corespunzatori pentru aplicarea metodelor inventiei pot fi ambalati in truse
conventionale. Trusele asigura materialele necesare, ambalate in recipiente corespunza-
toare. La un minim, trusa contine un reactiv care identifica un polimorfism in gena receptor
prolactina de porc care este asociata cu un spor de crestere a purceilor nascuti in aceeasi
generatie. De preferinta, reactivul este un set PCR (un set al primerilor, ADN polimeraza si
4 nucleozid trifosfati) care hibridizeaza cu gena receptor prolactina de porc sau cu un
fragment al acesteia. De preferinta, sunt incluse in trusa, setul PCR si 0 enzima de restrictie
care cliveaza gena receptor prolactind de porc in cel putin un loc. Intr-o realizare a inventiei
preferata in mod special, primerul este SEQ ID NR: 1 sau SEQ ID NR:2 si enzima de restric-
tie este Alul. De preferinta, trusa cuprinde suplimentar mijloace auxiliare, cum ar fi reactivi,
pentru detectarea sau masurarea entitatii detectabile sau asigurarea unui control. Daca se
doreste, pot fi inclusi alti reactivi folositi pentru hibridizare, prehibridizare, extractie ADN,
vizualizare etc.

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49

RO 120411 B1

Metodele si materialele inventiei pot fi folosite, de asemenea, mai general, pentru a
evalua ADN de porc, tipul genetic individual la porc si diferentele genetice, detectate la porci,
in special, o probd de ADN genomic de porc poate fi evaluata prin referire 1a unul sau mai
multe controale pentru a determina, daca este prezent un polimorfism in gena receptor pro-
tactina. De preferinta, analiza RFLP s-a realizat in legatura cu gena receptor prolactini de
porc i rezultatele s-au comparat cu un control. Controlul este rezultatul unei analize RFLP
a unei gene receptor prolactina de porc a unui porc diferit unde se cunoaste polimorfismul
genei receptor prolactina de porc. In mod similar, genotipul receptor prolactina a unui porc
se poate determina prin obtinerea unei probe din ADN-ul s3u genomic, realizand analiza
RFLP a genei receptor prolactind in ADN $i comparand rezultatele cu un control. Din nou,
controlul este rezultatul analizei RFLP a genei receptor prolactina a unui porc diferit. Rezulta-
tele clasifica genetic porcii prin specificarea polimorfismului in gene receptor prolactin. In
final, diferente genetice printre porci pot fi detectate prin obtinerea de probe ale ADN geno-
mic de la cel putin doi porci, identificarea prezentei sau absentei unui polimorfism in gena
receptor prolactind si compararea rezultatelor.

Aceste teste sunt utile pentru identificarea markerilor genetici in legatura cu numarul
de purcei fatali in aceeasi generatie, aga cum s-a discutat mai sus, pentru identificarea altor
polimorfisme in gena receptor prolactina care pot fi corelate cu alte caracteristici si pentru
analizele gtiintifice generale ale genotipurilor i fenotipurilor de porci.

Markerii genetici, metodele si trusele inventiei, de asemenea, sunt utile intr-un pro-
gram de reproducere pentru a imbunatati numarul de purcei fatati intr-o generatie intr-o rasa,
linie, sau populatie de porci. Selectia continu3 $i reproducerea scroafelor care sunt cel putin
heterozigote si preferabil homozigote pentru un polimorfism asociat cu numérul mai mare al
purceilor fatati intr-o generatie, va conduce la o rasa, linie sau populatie avand numere mai
mari de urmasi la fiecare fitare a femelelor acestei rase sau linii. Astfel, markerii sunt instru-
mente de selectie.

Se va intelege ca aplicarea expunerilor prezentei inventii la 0 anumita problema sau
mediu va fi in posibilitétile unui specialist obignuit din domeniu in lumina a ceea ce s-a
prezentat aici.

Exemple de produse si procedee ale prezentei inventii apar in urmatoarele exemple
de realizare a inventiei.

Exemplul 1. Datoritd omologiei si similaritatii ridicate de secventa in procesul de
transcriptie, secvente ADN, umane (Boutin si col., 1989) si de iepure (Edery si col.,1989)
care codifica receptorul prolactina s-au folosit pentru a proiecta primeri degenerati de acope-
rire aregiunii 3' de codificare gi netranslata. Primerii au amplificat un fragment de aproximativ
500 baze perechi in probe ADN genomic de porc si control uman. Primerul sens 5-TCA CAA
GGT CAA C/TAA AGA TG-3' (SEQ ID NR:4). si primerul antisens 5-TGG/A AGA AAG/A
AGG CAA G/ATG GT-3" (SEQ ID NR:5) s-au folosit in urmatoarele conditii PCR: 93°C, timp
de 3 min, 6 cicluri de 93°C 30's, 47°C 2 min, 72°C 3 min, 36 cicluri de 93°C 30 s, 53°C 2 min,
72°C 5 min si in final 72°C, 5 min. S-a adaugat ultima polimeraza Taq, in timp ce probele
s-au incalzit la 80°C.

Fragmentele de la doua animale s-au purificat si secventatin directii sens si antisens.
Secventa de porc de la regiunea de codificare s-a translat pana la aminoacizi i s-a comparat
cu secvente cunoscute. O cercetare a bazei de date a raportat secventele PRLR de iepure
s$i uman ca cele mai bune doud perechi, cu 82% §i respectiv, 74% pozitive. De la secventa
ADN de porc, primerii (primerul sens 5' - CCC AAA ACA GCA GGA GAA CG-3' (SEQ ID
NR: 1) si primerul antisens 5'- GGC AAG TGG TTG AAA ATG GA-3' (SEQIDNR:2))
s-au desemnat pentru a amplifica un fragment de 457 baze perechi (fig. 1). S-au folosit
endonucleaze de restrictie Taql, Sau3a, Pvull, Mspl si Alul pentru a digera produsul ampli-
ficat si s-a gasit un polimorfism cu Alul in regiunea de codificare a genei. Rezolutia benzilor
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s-a obtinut folosind electroforeza in gel de agaroza (fig. 2). Marimile fragmentului PCR-RFLP
au fost de aproximativ 124, 110, 79, 77 si 67 baze perechi cu situl polimorfic fiind localizat
in fragmentul de 110 baze perechi. Cand a fost prezent situl taiat polimorfic, s-a produs un
fragment de 90 baze perechi. Vezi fig. 4 pentru modele de fragment produse. Familiile de
referintd PiGMaP (Archibald et al., 1995) s-au genotipat, cu toate familiile disponibile fiind
informative. Genotipurile s-au analizat pentru doua puncte de legatura folosind CriMap
software (Green et al., 1990) cu scoruri LOD mai mari decat 3 fiind semnificative. Locus-urile
PRLR s-au legat strans la trei markeri care s-au trasat la cromozomul 16 de porc al hartii de
legare PiGMaP publicate. O analiza la punct multiplu s-a ficut de asemenea pentru a pro-
duce cea mai buna harta a cromozomului 16 (Figura 3) implicand toti markerii legati.

Exemplul 2. TEST PCR pentru marker genetic receptor prolactina

Testul de amplificare PCR s-a optimizat cu urmatorii parametrii.

Primeri ;
primer sens 5-CCCAAAACAGCAGGAGAACG-3' (SEQ ID NR:1)
primer antisens 5-GGCAAGTGGTTGAAAATGGA-3' (SEQ ID NR:2)

Conditii PCR :
Amestec reactie 25 pl reactie
Tampon 10XPCR (Promega) 2,54l
MgCl, 25 mM (Promega) 2,04l
dNTP 10 mM (Boehringer Mannheim) 0,5l
primer sens 20 pmol/ul 0,5l
primer antisens 20 pmol/ul 0,5 ul
H,0 sterila dd (dedurizata) 17,5 ul
ADN 12,5 ng/ul 1,5 ul
Polimeraza Taq (Promega) 0,125

Primii sase reactivi se vor amesteca si 18,5 pl din acest pre-mix addugat la fiecare
eprubeta de reactie. Urmeaza addugarea de ADN si apoi acoperirea cu o picitura de ulei
mineral steril. Se plaseazé eprubetele de reactie pe ciclerul termic incalzit la 80°C. Se
amesteca Taq cu cockteil-ul rimas si se adauga 5 pi la eprubetele de reactie, asigurandu-se
submersia sub ulei.

Program cicler termic:

1. 93°C 3 min 5. Reintoarcere la etapa 2 pentru 32 cicluri
2. 93°C 30s 6. 72°C 3 min

3. 60°C 1 min 7. 4°C pastrare

4. 72°C 1 min

5 yl produs PCR plus 2 pl colorant de incércare 6X se vor plasa pe gel 1% agaroza
pentru verificare. Trecere la 120 V timp de 30 min si colorare cu bromura de etidiu.

Digestie Alul:
Amestec de digestie (per 20 pl produs PCR) Fiecare
Tampon 10X NE (New England Biolabs) 2,5y
Alul 8U/ul (New England Biolabs) 0,5l
H.,O sterila dd (dedurizata) 2,04l

Se amesteca reactivii si se adauga 5 pl la fiecare eprubeta. Se incubeaz probele la
37°C peste noapte.

Electroforeza in gel: fragmentele s-au separat prin incarcarea produsului de digerat
plus 5 ul colorant de incarcare 6X pe un gel 6% agaroza NuSieve (FMC) la 120 volti timp de
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3 h la temperatura camerei. Gelurile colorate cu bromura de etidiu. Marimile fragmentelor
PCR-RFLP sunt aproximativ 124, 110, 79, 77 si 67 baze perechi cu situl polimorfic fiind loca-
lizat in fragmentul de 110 baze perechi. Cand a fost prezent situl taiat polimorfic, s-a produs
un fragment de 90 baze perechi. Astfel un heterozigot va avea benzile la 124, 110, 90, 79,
77 $i 67. in timp ce homozigotii vor avea benzi la 124, 90, 79, 77 $i 67 i, respectiv, 124, 110,
79 si 67.

Fig. 4 este o diagrama a fragmentelor obtinute de la testul PCR. (A este alela far3 sit
Alul, B este alela avand situl Alul).

Exemplul 3. Asocierea genotipului cu numarul de purcei fatati intr-o generatie

Testul PCR s-a realizat aga cum s-a detaliat in Exemplul 2 la mai multe scroafe de
la Pig Improvement Company, (PIC). Animalele folosite au fost scroafe linia 19 PIC care au
fatat intr-o perioadd de 6 luni i purceii care s-au nascut in timpul acestei perioade se vor
pastra ca stoc de inmultire. S-au colectat probe de sange si tesut si s-au trimis la laborator,
unde ADN-ul s-a extras si s-a folosit in testul PRLR PCR. Femelele au avut una pana la trei
inregistrari. Analiza Estimated Breeding Value a numarului total de nasteri (BV TNB) s-a esti-
mat folosind un model linear amestecat, in care fiecare paritate succesiva a scroafei s-a
tratat ca o inregistrare repetatd. S-au folosit numai-primele trei paritati ale unei scroafe.
Modelul include covariatul varstei la purcei fatati o dati de o scroafa adapostiti in paritate,
efectele fixe ale paritatji, tipul de serviciu (natural sau Al), purceii fatati o data de o scroaf3
intr-o lun la ferma si efectele randomice permanente ale mediului inconjurator si animalului.
S-apresupus h? curent ca 0,10 si repetabilitatea ca 0,21. Numarul mediu de nagteri (Average
Number Born) (AV NB) s-a calculat prin luarea mediei aritmetice a paritatilor totale (1 - 3)
pentru fiecare femela. S-au facut comparatii genotipice pentru (BV TNB) si (AV NB) ficand
media BV TNB gi AV NB individual pentru fiecare genotip.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1
Medii pentru o proba de animale L19 prin genotip PRLR
Genotip BB
(n=18) BV TNB AV NB
Medie 0,2036 10,32
Std dev 0,3984 1,746193
Std Err 0,0939 0,411838
Genotip AB
(n=75) BV TNB AV NB
Medie AB 0,1203 9,66
Std Dev AB 0,6317 2,77238
Std Err AB 0,0622 0,320136
Genotip AA
(n=109) BV TNB AV NB
Medie AA 0,0755 9,75
Std Dev AA 0,5757 2,513279
Std Err AA 0,0551 0,243064
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Exemplul 4. Rezumatul analizelor pentru receptorul prolactinei cu o linie Large
White, o linie sinteticd Meishan gi o linie Landrace

Un total de 2,714 fatari inregistrate de la 1,077 scroafe s-au inclus in analizele numa-
rului de purcei fatati intr-o generatie. Trasaturile includ numarul total de nascuti (TNB) si
numarul de nascuti in viata (NBA) de la cinci linii diferite PIC. Cele cinci linii examinate au
fost Large White (doua origini diferite) si origine Landrace, la fel ca si linii sintetice constéand
din 3/4 Duroc, 1/4 Large White si origine Large White/Meishan. Genotipul PRLR s-a pre-
zentat pentru a explica o variatie suficienta statistica in numarul de purcei fatati intr-o gene-
ratie in trei dintre liniile testate. Doua dintre linii nu au aratat nici un efect statistic semnificativ
(P>0,1, nu arata rezultate). Media celor mai mici patrate pentru TNB si NBA pentru fiecare
din cele trei linii semnificative statistic s-au rezumat in Tabelul 2.

ADN-ul s-a extras din sange si tesut din coada. ADN-ul s-a analizat cum s-a descris
in Exemplul 2 de mai sus.

Modelele au continut efecte fixe de: turma-sezon, tip serviciu, receptor prolactin3,
paritate (1,2,3+) si covariabile: ESR (receptor estrogen) si efect randomic:animal de prasila.
Interactiunile dintre turma, ESR si receptor prolactind s-au testat de asemenea pentru
semnificatie. Ereditatea pentru trasaturile fatarii s-au dedus ca 0,10 si repetabilitatea ca 0,21.
Efectele substututiei alelei s-au estimat prin substituirea pentru genotipul PRLR a unui
heterozigot covariat care a inclus numarul de alele A prezente (0, 1, sau 2). Efectele
dominante s-au estimat ca deviatia mediei heterozigitului de la media mediilor genotipului
homozigot.

Principalele concluzii:
°Sintetic Large White

“Indicatii ale efectului dominant.
Proba consta din 400 scroafe cu 1197 fatari inregistrate. Animale AA au un
avantaj de 0,66 purceiffatare in numarul de nascuti in viata (NBA) peste
celelalte doua genotipuri (<0,05), acestea sunt indicatiile unui efect dominant
cu alela B.
*Meishan sintetic
‘Efectul semnificativ dominant (peste-dominanta)- peste toate paritatile, dar
in principal in prima paritate.
Proba consta din 261 scroafe cu 832 fatari inregistrate. Exista dovada unui efect aditiv pentru
TNB (P<0,05) si NBA (P<0,05) si un efect predominant pentru NBA in aceasta linie (<0,01).
°Landrace sintetic
“Indicatii pentru un efect aditiv
Proba consta din 416 scroafe cu 685 fatari inregistrate. O diferentd mai mare
decat un purcel per fatare intre doua genotipuri homozigote s-au detectat atat
pentru TNB (P<0,08), cat si pentru NBA (P<0,l), cu alela A care este
favorabila.

Efectele asupra TNB au aratat aceleasi trasaturi ca si NBA pentru fiecare populatie.
Rezultatele Tabelului 2 arata ca PRLR a avut un efec semnificativ asupra marimii fatarii asa
cum s-a masurat prin TNB gi NBA in trei linii comerciale. Este evident ca fondul genetic al
fiecarei diferite linii are un rol in modul si marimea in care trasatura a fost afectata. in plus,
nu s-au gasit diferente semnificative pentru media Birth Weight in nici una din liniile testate.
Aceasta este o observatie potential valabila deoarece este normala o relatie inversa intre
marimea fatarii gi media greutatii natale. Alela receptor prolactina poate, deci sa asigure o
metoda pentru cregterea greutatii natale a fatarilor mai mari.
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Tabelul 2

Mediile celor mai mici patrate pentru fiecare genotip PRLR de-a lungul tuturor paritatilor
pentru TNB, NBA si greutatea natald medie (ABW) pentru trei linii comerciale de purcei

Linie comerciala Genotip PRLR TNB NBA
Sintetic Large White AA 12,51 12,39
AB 12,35 11,73

BB 12,71 11,73

Efecte a 0,10 -0,33°

b -0,26 -0,33*

Sintetic Maishan AA 13,64 12,94
AB 14,35 13,74

bb 13,96 13,27
P<0,05 P<0,05

Efecte a 0,16° 0,16°

b 0,55° 0,63°

Sintetic Landrace AA 12,13 11,33
AB 11,72 10,92

BB 10,98 10,31
P<0,08 P<0,10

Efecte a 0,51° 0,47°

b 0,17 0,10

a= efect aditiv; d=efect dominant; efectele sunt semnificative la *P<0,1, °P<0,05, °P<0,01.

Exemplul 5. Variatia dintre diferite rase
Suplimentar, probe de la sapte rase au fost caracterizate, incluzandrase SUA Chester
White, Duroc, Hampshire, Landrace si Yorkshire; Meishan chinezesc, si Large White

european (Tabel 3).

Tabelul 3
Rasa Frecventa genotip Frecventa allela

AA AB BB A B
Landrance n=9 56 33 1 72 28
Duroc n=10 5 5 0 79 21
Yorkshire n=12 0 75 25 37 63
Chester White n=10 1 3 6 25 75
Hampshire n=11 0 09 91 05 95
Meishan n=9 33 44 22 56 44
Large White n=11 09 46 45 32 68
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Exista diferente de rasa pentru frecventa genei la PRLR. Existenta unui polimorfism
localizat la regiunea 3' a genei este interesanta deoarece conexiunea alternativi a PRLR s-a
vazutin aceasta regiune a genei la alte specii. Diferentele frecventei alelei printre rase suge-
reaza ca o alela poate fi selectata pentru unele populatii si ocolitd pentru altele.
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Revendicari
1. Metoda pentru selectia porcilor pentru a determina pe cei mai probabil s produca

un numar mai mare de purcei fatati in aceeasi generatie, caracterizati prin aceea ci
aceasta consta in obtinerea unei probe de material genetic de la porc si testarea pentru
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prezenta unui polimorfism in gena receptor prolactina, in numita prob4 care s-a asociat cu
un numar mai mare de purcei nascuti in aceeasi generatie, iar acest polimorfism este asociat
cu situsul de restrictie polimorfic Alul la pozitia 240 a genei PRLR asa cum este descris in
SEQ ID NR.3.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca numita etapa a testarii
s-a ales din grupul constand din: analiza polimorfismului lungimii fragmentelor de restrictie
(RFLP), analiza heteroduplex, polimorfismul conformational al monocatenei (SSCP), electro-
foreza in gel cu gradient de denaturare (DGGE) si electroforeza in gel cu gradient de tempe-
ratura (TGGE).

3. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ci numita etapa a testarii
pentru prezenta numitului polimorfism cuprinde etapele: digestia numitului material genetic
cu o enzima de restrictie, care cliveaza gena receptor prolactina de porc in cel putin un loc;
separarea fragmentelor obfinute de la numita digestie; detectarea unui profil de restrictie,
generat de numitele fragmente; si compararea numitului profil de restrictie cu un al doilea
profil de restrictie, pentru gena receptor prolactina de porc, prin folosirea numitei enzime de
restrictie, in care al doilea profil de restrictie s-a asociat cu un numar mai mare de purcei
nascuti in aceeasi generatie.

4. Metoda conform revendicérii 3, caracterizata prin aceea c¢i numita enzima de
restrictie este enzima Alul.

5. Metoda conform revendicarilor 3 si 4, caracterizati prin aceea ca numita sepa-
rare este prin electroforeza in gel.

6. Metoda conform revendicarilor 3, 4 si 5, caracterizata prin aceea ci numita etapa
de comparare a numitelor profile de restrictie cuprinde identificarea fragmentelor specifice
ale marimii gi compararea marimilor numitelor fragmente.

7. Metoda conform revendicarilor 3... 6, caracterizati prin aceea ci aceasta
cuprinde suplimentar etapa de amplificare a unei cantitati de gena receptor prolactind de
porc sau o portiune a acesteia care contine numitul polimorfism, inainte de numita etap3 de
digestie.

8. Metoda conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea ci numitul situs de
restrictie este localizat la capatul 3' al regiunii de codificare a genei receptor prolactina de
porc.

9. Metoda conform revendicérii 7, caracterizati prin aceea ca numita etapa de
amplificare include etapele de selectarea secventei sens si antisens a unui primer capabil
de amplificare a unei regiuni a genei receptor prolactini de porc care contine situl polimorfic
Alul localizat la nucleotida 240 a genei PRLR descris in SEQ ID NR:3.

10. Metoda conform revendicarii 9, caracterizata prin aceea ci numitii primeri
sens i antisens sunt selectati din si pe baza secventei SEQ ID NR:3.

11. Metoda conform revendicarii 9, caracterizata prin aceea ci numitul primer sens
s-a ales din grupul constand din SEQ ID NR:1 si SEQ ID NR:4 si numitul primer antisens s-a
ales din grupul constand din SEQ ID NR: 2 si SEQ ID NR:5.

12. Metoda conform revendicérii 9, caracterizati prin aceea ca numitul primer sens
este SEQ ID NR :1 iar numitul primer antisens este SEQ ID NR:2.

13. Metoda conform revendicarii 9, caracterizati prin aceea ci numitul primer sens
este SEQ ID NR:4 iar numitul primer antisens este SEQ ID NR:5.

14. Metoda conform revendicarii 6, caracterizata prin aceea ci numita etapa de
detectare a marimilor diferite ale numitelor fragmente cuprinde etapele: separarea numitelor
fragmente, dupa marime, folosind electroforeza in gel, in prezenta unui fragment ADN de
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control cu marime cunoscuta; punerea in contact a numitelor fragmente separate cu o sonda
care hibridizeaza cu numitele fragmente, pentru a forma complexe din fragmentul din sonda;
si determinarea marimii fragmentelor separate, prin detectarea prezentei complexelor din
fragmentul de sonda si determinarea pozitiilor lor relative fata de numitul fragment ADN de
control.

15. Metoda conform revendiclrii 14, caracterizati prin aceea ci numita enzima de
restrictie este enzima Alul i numitul RFLP este selectat din grupul care consta dintr-un
fragment de 110 perechi de baze si un fragment de 90 perechi de baze.

16. Metoda de identificare a unui marker genetic, pentru numarul de purcei nascuti
in aceeasi generatie, caracterizati prin aceea ci aceasta cuprinde urmatoarele etape:
reproducerea porcilor masculi i femele de aceeasi rasa sau rase incrucigate, sau derivate
de la linii genetice similare; determinarea numarului de urmasi produsi de fiecare scroafa;
determinarea polimorfismului in gena receptor prolactind a fiecarei scroafe in care
polimorfismul este situsul polimorfic Alul de la pozitia 240 a genei PRLR asa cum este
descris in SEQ ID NR.3; si asocierea numarului de urmasi produsi de fiecare scroafa cu
numitul polimorfism identificand prin aceasta un polimorfism pentru numarul de purcei fatati
in aceeasi generatie.

17. Metod& conform revendicarii 16, caracterizati prin aceea ca aceasta cuprinde
suplimentar etapa selectarii porcilor pentru reproducere care sunt presupusi a avea un
numar mai mare de purcei fatati in aceeasi generatie.

18. Metoda conform revendicarilor 16 si 17, caracterizati prin aceea ci numita
analiza cuprinde digestia ADN-ului amplificat prin PCR cu enzima de restrictie Alul.

19. Metoda conform revendicarii 12, caracterizati prin aceea ci numitul polimorfism
asociat cu un numar mai mare de purcei fatati in aceeasi generatie este detectat prin
utilizarea primului §i celui de-al doilea primer cuprinzand cel putin 4 baze consecutive din
SEQ ID NR:1 i SEQ ID NR:2.

20. Primer utilizat pentru amplificarea regiunii pentru prezenta sitului polimorfic Alul
de la gena receptor prolactina de la porc, caracterizat prin aceea ci numitul primer este
ales dintre secventele selectate din grupul constand din SEQ ID NR:1, SEQ ID NR:2, SEQ
ID NR:4 si SEQ ID NR:5.

21. Moleculd ADN, caracterizati prin aceea ci aceasta consti din secventa de la
capltul 3' al regiunii translate si netranslate a genei receptor prolactina de la porc, avand
alele polimorfice asociate cu un numar mai mare de purcei fatati in aceeasi generatie iar
numita secventa este SEQ ID NR:3.

22. Molecula conform revendicarii 21, caracterizati prin aceea ci numitele alele
polimorfice descrise in SEQ ID NR:3 sunt asociate cu sporul de crestere in numarul de
purcei nascuti in aceeasi generatie, comparativ cu purceii care nu au aceste alele.
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AAGTCAACAA AGATGUAGCA CTGGCATTGC TCCCAAAACA. GCAGGAGAAC

{OCOACCGGC CAGAGAAGAC TGACACCCCT GAAACCAGCA AGGAATACG
CCCAGOTGTC CCGAGTOATG GATAACCACA TCCTGGTGTT AGTGCAGGAT
CCGCTAGCTC GAAACGTGGC TCCGTTTOAA GAACCAACCA AGGAGACCCC
GCCATCCCGQA CCOCAGAATC CAGCTGCOAA AGACCTOUCC G/AGCTTCACCA
CGACCCCGAG CCACTGCAGA CACCCGCTGG GTGAGCTGGA TTACCICGAT
CCCGCAGGCT TTATGCACTC CTTTCAGTGA GAGCTTAGTT CATGGGATGA
TGUGTTACAA GOTGOGGATTE TITTCAGUIC GCACTACGTG AAATGCACTC
TACCAGAGAA AGCTCGAAAA TAGGGTTAGA ATGACACTAC CCAGACTCAC
AGTICACYCC YOTICATSGL COATITICAA CCACTEGOCTCIT

G/A~G sau A la situl polimorfic

Fig. 1

Fig. 2
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