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Abstract

Recent studies in East Africa have revealed a complex epidemiological situation in
local breeds of domestic pig that seems to show greater tolerance to the African
swine fever virus (ASFV) which favors the endemic nature of the disease in these
regions, allowing its dispersion. This tolerance may have higher relation with the
genetic characteristics of the animal than with the viral structure itself. In this work,
the genetic characterization of local African pig populations, both domestic and wild,
that may be related to the ASF disease tolerance was carried out. The whole set of
samples included 112 animals belonging to different European breeds (large white,
berkshire, landrace, middle white), 22 hybrids of European breeds sampled in Kenia
and Tanzania, 32 animals from local African populations with a proportion of other
breeds, and 22 animals from the wild populations Phacochoerus africanus (17) and
Potamochoerus larvatus (5). Of them 103 animals were genotyped with the Porcine
SNP60 BeadChip v.2 (lllumina, San Diego, CA, USA) and 85 with the Porcine
SNP60 BeadChip v.1 (Illumina, San Diego, CA, USA). For a preliminary analysis of
the relative positioning of the populations included in the analysis, the selection of a
representative set of markers with reduced level of linkage disequilibrium (LD) was
performed using frames of 50 SNPs, leaving 5 SNPs between frames, and selecting
those with < 0.01 LD. This selection process resulted on 538 SNPs that were used to
obtain information about the structure of the analyzed populations. A limited
usefulness of the Porcine SNP60 BeadChip on wild populations was proved owed to
its low discrimination power. Hence, in a second stage we genotyped 79 animals
selected among the 103 analyzed with the Porcine SNP60 BeadChip v.2 using a set
of 28 microsatellite markers, obtaining as result the failure to detect hybridization
between local and wild African suids. The identification of three consensus regions
of homozygosity between resistant populations and wild suids, located in two
chromosomes, may allow seeking out genes with a relevant role in the higher
tolerance of the domestic pig populations to ASFV.

Resumen

Estudios recientes en el este de Africa han puesto de manifiesto una situacion epidemioldgica compleja en razas
locales de cerdo doméstico que parecen mostrar una mayor tolerancia al virus de la peste porcina africana
(VPPA), lo que favorece el caracter endémico de la enfermedad en estas regiones permitiendo su diseminacion.
Esta tolerancia podria tener una mayor relacion con caracteristicas genéticas del animal que con la propia
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estructura viral. En este trabajo se llevd a cabo la caracterizacion genética de poblaciones porcinas africanas
locales, domésticas y salvajes, que pudieran estar relacionadas con tolerancia a la enfermedad de la PPA. De los
animales incluidos en el analisis, 112 pertenecian a diferentes razas europeas (large white, berkshire, landrace,
middle white), 22 a hibridos de razas europeas muestreados en Kenia y Tanzania, 32 animales de poblaciones
locales africanas con cierta proporcion de otras razas europeas, y 22 animales de las poblaciones salvajes
Phacochoerus africanus (17), y Potamochoerus larvatus (5). De ellos, 103 fueron genotipados mediante el
Porcine SNP60 BeadChip v.2 (lllumina, San Diego, CA, USA) y los 85 restantes mediante el Porcine SNP60
BeadChip v.1 (Illumina, San Diego, CA, USA). Para un analisis preliminar del posicionamiento relativo de las
poblaciones incluidas en el andlisis, se procedid a la eleccidén de un conjunto de marcadores representativos y
con reducido nivel de desequilibrio de ligamiento utilizando ventanas de 50 SNPs, dejando 5 SNPs entre
ventanas, y se seleccionaron aquellos que tenian un valor de LD < 0,01. Este proceso de seleccion proporciond
538 SNPs que se utilizaron para obtener informacion sobre la estructura de las poblaciones analizadas. Se
comprobd la escasa utilidad del Porcine SNP60 BeadChip en las especies salvajes debido a su reducida potencia
de discriminacion, por lo que se procedio en una segunda etapa a genotipar 79 animales seleccionados de entre
los 103 anteriores con un conjunto de 28 marcadores de tipo microsatélite, obteniéndose como resultado la
imposibilidad de poder detectar hibridacion entre las poblaciones domésticas locales y los suidos salvajes
africanos. La identificacion de tres regiones de homocigosis (ROH) consenso entre las poblaciones tolerantes.c
y las de suidos salvajes, ubicadas en dos cromosomas, puede permitir la busqueda de genes que tengan un papel
relevante en la mayor tolerancia de las poblaciones de cerdo doméstico al VPPA.

Introduccion

La PPA fue descrita por primera vez en 1921 en Kenia, y desde entonces muchos paises africanos, europeos y
americanos se han visto afectados por brotes de mayor o menor duracion, siendo actualmente endémica en mas
de 20 paises del Africa subsahariana. La PPA es una enfermedad virica con un enorme impacto socio-
econdmico Yy, por esta razon, se incluye en la lista de obligada comunicacion de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE). En mayo de 2007 la PPA apareci6 de nuevo en Europa, concretamente en Georgia en la
zona portuaria de Poti. La entrada del virus se relacion6 con embarcaciones que trasportaban carne o productos
carnicos contaminados procedentes de paises del este de Africa. Desde 2007 la enfermedad se extendio a paises
vecinos como Armenia, Azerbaiyan y la Federacion Rusa, produciendo la destruccion de méas del 50% de la
cabafia porcina (FAO 2009). Esto supone una gran preocupacion para la UE por el aumento del riesgo de
entrada y diseminacion de la PPA a paises miembros de la UE.

Los jabalies europeos son mas tolerantes a esta enfermedad, aunque presentan un patrén patolégico y
epidemiologico muy similar al de los cerdos domésticos (Sanchez-Vizcaino, 2006). Por otro lado, las
poblaciones de suidos salvajes africanos, fundamentalmente los facéqueros (warthog) (Phacochoerus),
potamoqueros (bushpig) (Potamochoerus) e hiloqueros (Hylochoerus), aunque también pueden ser infectados
por el virus de la PPA, sin embargo no manifiestan los sintomas clinicos, pero presentan bajos niveles de virus
en los tejidos y en sangre que son dificilmente detectables, pudiendo actuar como reservorios del virus (De
Tray, 1957, Plowright, 1981), contribuyendo al mantenimiento sostenido de la enfermedad y dificultando su
erradicacion del este y sur de Africa.

El primer contacto en Africa (Kenia) entre el cerdo doméstico y las especies salvajes, principalmente
facoqueros, alrededor de 1920, coincide con el primer brote de PPA en cerdo doméstico, cuya exposicion al
virus resultaba en una letalidad préxima al 100% de los animales afectados (Costard et al, 2009). Sin embargo,
actualmente, una proporcion de animales de estas poblaciones locales parecen mostrar una mayor tolerancia a
los efectos del virus de la PPA, sobreviviendo a la infeccion con escasos o nulos signos clinicos.

Por otro lado, se ha demostrado que los virus circulantes en el Caucaso provienen de una Unica introduccion y
pertenecen al genotipo 11 relacionado con virus circulantes en paises del este de Africa, y nunca detectados hasta
ahora fuera del continente africano (Gallardo et al, 2009a, Rowlands et al., 2008). Es precisamente en regiones
del este de Africa donde se ha identificado un comportamiento anémalo en las poblaciones locales infectadas.
Este comportamiento esta relacionado con una menor induccion de anticuerpos especificos frente al VPPA en
paralelo con una alta incidencia de virus circulante, convirtiendo a estos animales en portadores asintomaticos,
reservorios del virus que estan favoreciendo su diseminacion (Pérez-Filgueira et al., 2006; Gallardo et al.,
2009b, 2011). Dichas poblaciones se encuentran mas cercanas a las poblaciones de suidos salvajes que a las
domeésticas originalmente importadas de Europa a principios del siglo XX. Es en dichas razas locales donde
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ademas se ha descrito una mayor tolerancia a la enfermedad, al contrario de lo que sucede con las razas
europeas que son mas susceptibles.

La hipotesis que se plantea en este trabajo es que esta mayor tolerancia de las poblaciones locales podria tener
una mayor relacion con caracteristicas genéticas del animal, debido a una introgresién de genes procedentes de
las poblaciones de suidos salvajes, que con la propia estructura viral. El objetivo sera, por ello, analizar la
estructura genética de poblaciones domésticas y salvajes locales, y poblaciones domésticas europeas para ver si
es posible detectar la existencia de introgresion genética proveniente de las poblaciones de suidos salvajes. Una
de las dificultades para llevar a cabo el trabajo mencionado es la ausencia de caracterizacién genética de las
poblaciones porcinas locales africanas, lo cual impide conocer las caracteristicas de la composicion del genoma
de los animales a los que se somete a desafio infeccioso. Europa y China constituyen las regiones mas
relevantes de domesticacion de suidos, representando méas del 70 % de la diversidad mundial (Scherf, 2000), y
existen numerosos estudios de caracterizacion genética de sus poblaciones (San Critébal et al., 2006; Megens et
al., 2008). Sin embargo, se conoce muy poco sobre la caracterizacion genética de poblaciones africanas de
suidos, tanto domésticas como salvajes. Por otro lado, es bien conocido el flujo genético desde las poblaciones
de suidos salvajes, que en Europa se ha mantenido hasta que las condiciones de alojamiento han dificultado o
impedido dicho flujo (Zeuner, 1963). Sin embargo, en algunas regiones de Africa parece ser que la hipotesis
adicional de una posible introgresion genética reciente y continua proveniente de alguna de las dos principales
especies salvajes con las que se producen hibridaciones, warthog (Phacochoerus africanus); y bushpig
(Potamochoerus larvatus), no seria descartable.

El objetivo de este trabajo es, por tanto, la caracterizacion genética de poblaciones domésticas y salvajes de
suidos africanos, utilizando para ello informacion molecular desarrollada para el género Sus.

Material y métodos

Animales disponibles.

De los animales incluidos en el analisis, 85 pertenecian a diferentes razas europeas (large white, berkshire,
landrace, y middle white), 49 individuos criados en Africa y pertenecientes a poblaciones con muy diferentes
niveles de hibridacién entre razas europeas muestreados en Kenia y Tanzania, 32 animales pertenecientes a
poblaciones locales africanas con diferentes niveles de introgresion con otras razas de origen europeo, y 22
animales de las poblaciones salvajes Phacochoerus africanus (17), y Potamochoerus larvatus (5).
Posteriormente, se eliminaron de los analisis tres facoqueros que se consideraron muestras erroneas mal
identificadas.

De los 32 animales pertenecientes a poblaciones locales africanas, 29 fueron sometidos a un desafio infeccioso
mediante inoculados por via oro-nasal con 10 unidades hemoadsorbentes (UHA) del aislado del VPPA
Ken05/K2 (genotipo X) obtenido en cerdo doméstico en Kenia en 2005. Ademas del seguimiento clinico y toma
de temperatura diaria, se tomaron muestras de sangre completa y de suero de los animales a 0-3-7-10-14-21-29-
36 dias post-infeccion (dpi). Los animales fueron sacrificados, y tras la eutanasia, se llevé a cabo la necropsia
reglada de cada uno de ellos y la toma de muestras de los Organos para los estudios viroldgicos,
histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y ultraestructurales. Se tomaron muestras de bazo, nddulos linfaticos
(renales, gastrohepaticos, mediastinicos, retrofaringeos, mesentéricos e inguinales), pulmén, higado, rifién,
corazén y tejido linfoide asociado a mucosas (tonsila y estructuras linfoides del intestino). Estos 29 animales
mostraron un claro retraso en la aparicion de la enfermedad, un reducido nivel de efectos clinicos, baja
seroprevalencia y reducida viremia 'y mortalidad. Concretamente, mostraron un cuadro subclinico con sintomas
intermitentes y sin claros signos externos relacionados con la enfermedad, tales como: fiebre, anorexia, ataxia o
cianosis. El porcentaje de supervivencia a los 21 dpi(s) fue del 93%, mientras que en los animales de razas
europeas fue del 0% produciéndose la muerte del 100% de los animales inoculados entre los dias 13 y 21 post
inoculacion. Finalmente, a los 30 dpi, 12 de los 29 animales de poblaciones locales (58,6%) continuaban vivos
sin presentar sintomas claros asociados a la enfermedad. En concordancia con los datos clinicos observados, en
las razas europeas el virus se pudo detectar en sangre entre los dias 7 y 10 post inoculacion, mientras que en las
poblaciones locales africanas se detectd entre los dias 14 y 21 post infeccién; incluso un animal de estas
poblaciones no presenté viremia a lo largo de la infeccion.

Informacion molecular utilizada.

103 animales fueron genotipados mediante el Porcine SNP60 BeadChip v.2 (lllumina, San Diego, CA, USA), y
85 habian sido genotipados previamente mediante el Porcine SNP60 BeadChip v.1 (lllumina, San Diego, CA,
USA) y proporcionados por Martin Groenen de la Universidad de Wageningen.
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Por otra parte, 79 animales (32 de poblaciones locales africanas, 14 facoqueros, 5 pocamédqueros y 28 hibridos
europeos) fueron genotipados para los 28 microsatélites de la tabla I.

Tabla I. Denominacidn de los microsatélites utilizados (Name of the 28 microsatellites used).
Microsatélites

S0026 SW2532 Sw2021 S0178
S0355 S0225 S0002 S0226
SW1492 S0386 S0155 S0228
SW2496 SwW461 SW240 IGF1
SW857 S0101 S0005 S0068
S0090 S0215 SW632 SWo024
SW072 S0227 SW951 SW911

Analisis de los datos.

Se depurd la informacidn descartando aquellos SNPs que presentaron un MAF (Minor Allele Frequency) <0,05
y los que no estaban situados en los autosomas, mediante el software PLINK (Purcell et al., 2007). Después de
unificar la informacion contenida en ambas versiones del Porcine SNP60 BeadChip vy realizar la imputacion
mediante el software Beagle (Browning & Browning, 2011) para aquellos marcadores de la v.1 que no existian
en lav.2, el nimero total de SNPs disponibles fue de 27.017.

Se calculé el nivel de homocigosis para cada individuo mediante la desviacién con respecto a la unidad del
cociente entre homocigosis observada y la esperada bajo equilibrio H-W. Asimismo, como en el punto anterior,
mediante PLINK se selecciond un conjunto de 538 marcadores en un estado proximo al de equilibrio de
ligamiento, utilizando ventanas de 50 SNPs, desplazamientos de 5, y un R? aproximado de 0,4. Este conjunto de
marcadores sirvié posteriormente para realizar un primer andlisis de la estructura genética del conjunto de
muestras mediante el software STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al., 2000) con 250.000 iteraciones de
“quemado” y 350.000 de MCMC, ajustando un modelo que consideraba poblaciones mezcladas y frecuencias
alélicas correlacionadas entre las poblaciones.

La estimacion de los principales parametros poblacionales, utilizando la informacién proporcionada por los
microsatélites, se realiz6 mediante el software GENETIX 4.05 (Belkhir et al., 2004) y adicionalmente el
mencionado STRUCTURE para analizar la estructura poblacional de las muestras genotipadas con 50.000
iteraciones de “quemado” y 95.000 iteraciones MCMC, ajustando un modelo que consideraba poblaciones
mezcladas y frecuencias alélicas correlacionadas entre las poblaciones.

Finalmente, se identificaron mediante el programa PLINK (Purcell et al., 2007) los ROHs (Runs Of
Homozygosity) individuales incluyendo los 32 animales pertenecientes a poblaciones locales africanas y los 19
animales de las poblaciones salvajes Phacochoerus africanus (14) y Potamochoerus larvatus (5), estableciendo
un tamafio minimo de ROH de 30 SNPs, densidad minima de 1SNP/100 kb, distancia maxima entre SNPs de
500kb, permitiendo un méaximo de dos genotipos faltantes y un heterocigoto. Con el fin de minimizar el nimero
de ROH que ocurren por azar, se calcul6 el nimero minimo de SNPs que deben constituir un ROH (n) mediante
la expresion siguiente de Lencz et al. (2007)

a
loge (57,
n= log.(1 — het)

siendo:
ns el nimero de SNPs por individuo,
n; el nimero de individuos,
a el porcentaje de ROH falsos positivos (0,05 en este caso),
het el promedio de heterocigosis para todos los SNPs.
Se requirié un minimo de 53 SNPs para producir <5% de ROH generados por azar.

Resultados y discusion

La Familia Suidae esta constituida por tres Subfamilias: Phacocoerinae, Suinae y Babyrouinea. EI Género
Phacochoerus pertenece a la primera Subfamilia, y los Géneros Potamochoerus y Sus a la segunda. Mientras
que existe abundante informacién sobre pardmetros de genética de poblaciones utilizando diversas fuentes de
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informacion molecular para las especies doméstica y salvaje del género Sus (Larson et al., 2005; Megens et al.,
2008), para las poblaciones africanas de suidos salvajes esta es practicamente inexistente.

Los valores de endogamia, estimados de forma similar al estadistico de Wright Fis, oscilaron entre -0,12 y 0,97;
el primero en un individuo de la poblacion hibrida de origen europeo muestreada en Africa, y el segundo en un
individuo de la poblacion de potaméqueros. En la figura 1 se representa la distribucion de las frecuencias de
individuos por poblacién (razas europeas, poblaciones mezcla de razas europeas, animales tolerantes, suidos
salvajes) y categoria de nivel de endogamia (-0,049, -0,05 - 0,001, 0,002 - 0,099, 0,1 - 0,1499, 0,15 - 0,1999,
0,20 - 0,299, 0,30 - 0,399, 0,4 - 0,549,y 0,55).
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W Hibridos de razas europeas @ Razas europeos O Locales tolerantes O Poblaciones salvajes

Figura 1. Distribucion de las frecuencias de individuos de cada poblacion entre las diferentes categorias de
endogamia (Distribution of the individual inbreeding frequencies of each population among the different
inbreeding categories).

Muchos de los individuos pertenecientes a poblaciones africanas, resultado de cruzamientos entre razas de
origen europeo, manifestaron un exceso de heterocigotos, efecto Wahlund (Crow & Kimura, 1970), dando lugar
a una proporcién elevada de animales con valores de Fis negativos. Se observa también en este grupo de
individuos una mayor dispersién a lo largo de todas las categorias de endogamia. En el otro extremo, se aprecia
que todos los suidos salvajes se sitlan dentro de la categoria de mayor endogamia. Curiosamente, la distribucion
de los animales pertenecientes al grupo de animales locales tolerantes ocupa las categorias de mayores
endogamias, lo que podria ser consecuencia del hecho de ser portadores de fragmentos de genoma de los suidos
salvajes, con una homocigosis superior al 95%.

En la tabla Il figuran los valores medios de Fs por poblacidn cuando se utiliza el total de SNP (27.017) y el
subconjunto de SNP aproximadamente en equilibrio de ligamiento (538), tal y como se explica mas arriba. La
correlacion de las endogamias individuales entre ambos conjuntos de datos fue de 0,985.

Tabla 11. Valores de endogamia, expresada en términos de Fis (Inbreeding values estimated by the Wrigth’s Fs
statistic).

lFIS* (%) 2FIS* (%)
Hibridos de razas europeas 0,055 (0,022) 0,095 (0,018)
Razas europeas 0,138 (0,012) 0,172 (0,011)
Animales locales tolerantes 0,344 (0,024) 0,300 (0,026)
Suidos salvajes 0,958 (0,001) 0,956 (0,001)

“ Valor calculado como [1- (heterocigosis observada/heterocigosis esperada)]
! Valor calculado con los 27.017 SNP
2 Valor calculado con los 538 SNP

Resulta evidente la ausencia de polimorfismo en los suidos salvajes para una elevada proporcién de los SNPs

seleccionados en el Porcine SNP60 BeadChip de Illumina, fendmeno que, a pesar de estar bien descrito
(ascertainment bias) para el caso de los chips de SNP, resulta llamativo. La consecuencia méas evidente es la
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escasa capacidad de discriminacion que esta informacion molecular va a tener entre los individuos de las
poblaciones salvajes.

En el analisis realizado con STRUCTURE, los grupos de poblaciones que figuran en la tabla 1l se han
organizado de la siguiente manera: el grupo denominado “hibridos de razas europeas” se ha segregado en cruces
de cerdo europeo y locales keniatas, el grupo de “razas europeas” se ha segregado en berkshire, landrace, large
white y middle white, y el grupo denominado “suidos salvajes” se ha segregado en facdqueros y potamdqueros.
Las proporciones promedio de cada uno de estos grupos, que ha sido asignada a cada uno de los tres o cinco
origenes genéticos considerados, figuran en la tabla 111, mientras que en la figura 2 se representa graficamente el
resultado cuando se consideran cinco grupos genéticos, observandose la perfecta discriminacion de las dos
poblaciones de suidos salvajes en la parte inferior de la figura.

Tabla Il1. Proporciones promedio de genoma de las diferentes poblaciones asignadas a los tres o cinco grupos
genéticos considerados. Los resultados se obtuvieron con la informacion proporcionada por 538 SNP (Estimated
membership fractions of each population assuming three and five clusters inferred using the information
provided by 538 SNP markers).

3 Grupos Genéticos

Poblacion Tolerantes Europeos Salvajes
Tolerantes 0,970 0,028 0,002
Locales keniatas 0,206 0,785 0,009
Cruces cerdo europeo 0,074 0,923 0,003
Berkshire 0,003 0,996 0,001
Landrace 0,004 0,990 0,006
Large White (LW) 0,008 0,987 0,005
Middle White 0,004 0,990 0,006
Facoqueros 0,000 0,000 1,000
Potamoqueros 0,000 0,000 1,000
5 Grupos Genéticos
Poblacion Tolerantes Landrace & LW M'ddle Berkshire Salvajes
White & LW
Tolerantes 0,960 0,028 0,004 0,006 0,002
Locales keniatas 0,220 0,747 0,012 0,010 0,011
Cruces cerdo europeo 0,075 0,882 0,027 0,012 0,003
Berkshire 0,007 0,038 0,004 0,948 0,002
Landrace 0,002 0,982 0,008 0,002 0,006
Large White (LW) 0,008 0,706 0,278 0,004 0,004
Middle White 0,003 0,036 0,958 0,002 0,002
Facoqueros 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
Potamoqueros 0,000 0,000 0,000 0,000 0,999

Encabezando cada grupo genético figura la denominacidon de la poblacién que hipotéticamente explicaria dicho
origen genético. Asi, por ejemplo, cuando se han considerado cinco origenes genéticos, el segundo grupo figura
con la denominacién “landrace & LW” al incluir el 98% del genoma de los animales pertenecientes a la raza
landrace y un 71% de los animales de la raza large white (tabla I11). Este mismo origen genético es compartido
en un 88% por los animales pertenecientes a “cruces de cerdo europeo”, y en un 75% por los animales del
grupo keniata. Al incrementar el nimero de grupos genéticos aumenta la verosimilitud del modelo, y las dos
poblaciones de suidos salvajes permanecen agrupadas en un mismo origen, incluso cuando el namero de dichos
grupos es elevado (>11, datos no presentados). Esto es consecuencia, por un lado, de la subdivision dentro de
los diferentes grupos de poblaciones que figuran en la tabla Ill, y por otro, del elevado nivel de homocigosis
dentro de las poblaciones de suidos salvajes. De hecho, cuando se analizan separadamente los facoqueros y
potamoqueros el valor mas verosimil para el nimero de origenes genéticos es dos, apareciendo completamente
homogéneas ambas poblaciones (ver figura 2).
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Figura 2. Cada linea vertical representa el genoma de un individuo y la proporcién que de cada color (grupo
genético, K) hay en cada linea vertical representa la proporcion de genoma de ese individuo que proviene de
cada grupo genético K. En la parte superior se presentan los resultados cuando el nimero de grupos genéticos
considerados fue de cinco, mientras que en la figura inferior s6lo estan representados las proporciones de los
individuos salvajes cuando se consideran dos grupos genéticos. Los resultados se obtuvieron con la informacion
proporcionada por 538 SNP (The genome of each individual is represented by a stacked vertical line broken into
k colors, indicating the proportion of membership of each individual to the K clusters. Upper figure represents
results when K=5, while the below figure represent results for wild population individuals when K=2. Results
were obtained using the information provided by 538 SNP markers).

Tabla IV. Valores de endogamia estimada mediante el estadistico de Wrigth Fis y la informacion
proporcionada por los 28 microsatélites (Inbreeding values estimated by the Wrigth’s F\s statistics and the

information provided by the 28 microsatellites).

Fis
Tolerantes 0,143
Facoqueros 0,239
Potamdqueros -0,014 N.S.
Cruces cerdo europeo 0,092

Tabla V. Distancias genéticas entre las poblaciones analizadas expresadas en términos de Fsr. Todos los
valores resultaron significativos para P<0,01 (Pairwise genetic distances in terms of Fsr. All values were

significants for a P-value of 0.01).

Facoqueros Potambqueros Cruces cerdo europeo
Tolerantes 0,375 0,473 0,160
Facoqueros 0,341 0,271
0,373

Potambqueros

Debido precisamente a esta reducida capacidad de discriminacion de las poblaciones de suidos salvajes con la
informacidn recogida en el Porcine SNP60 BeadChip de Illumina, y ante la posibilidad de que los microsatélites
estuvieran filogenéticamente mas conservados y permitieran analizar mezclas de genomas en los animales
calificados como tolerantes al VPPA, en una segunda fase se utiliz6 el conjunto de 28 marcadores que se
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mencionan en la tabla I en 32 animales de poblaciones locales africanas, 14 facoqueros, 5 pocamoéqueros y 28
hibridos europeos.

El nivel de endogamia estimado mediante el coeficiente Fis de Wright figura en la tabla IV y con la excepcion
de la poblacion de potamoqueros en la que no se rechazé el equilibrio H-W, en el resto de poblaciones se probd
la existencia de un déficit de heterocigotos. Las distancias genéticas, en términos de Fsr, figuran en la tabla V,
siendo todos ellas significativas para un p-valor inferior a 0,01.

Las proporciones que de cada poblacion se asignan a diferentes origenes genéticos, cuando se consideran dos o
cuatro origenes, se presentan en la tabla VI. Se puede apreciar que en los animales pertenecientes a las
poblaciones locales de cerdos que resultaron mas tolerantes al VPPA no se observd ningin fragmento de
genoma compartido con el de las poblaciones de suidos salvajes. Ningin animal, dentro de los clasificados
como tolerantes al VPPA, mostré ninguna proporcion diferente de O proveniente de las poblaciones de suidos
salvajes (datos no presentados).

Tabla VI. Proporciones promedio de genoma de las diferentes poblaciones asignado a los dos o cuatro grupos
genéticos considerados. Los resultados se obtuvieron con la informacion proporcionada por 28 microsatélites
(Estimated membership fractions of each population assuming three and five clusters inferred using the
information provided by 28 microsatellite markers).

Grupos Genéticos Grupos Genéticos
Cerdo Suidos Cerdo ) )
. . Facoqueros  Potamogueros
doméstico  salvajes Tolerantes  europeo

Tolerantes 0,999 0,001 0,987 0,001 0,001 0,011
Cruces cerdo europeo 0,998 0,002 0,001 0,992 0,005 0,002
Facdqueros 0,002 0,998 0,001 0,002 0,996 0,001
Potamoqueros 0,001 0,999 0,071 0,001 0,001 0,927

Finalmente, ante la incapacidad de estos procedimientos para reconocer fracciones de genoma comunes entre las
poblaciones de animales tolerantes y salvajes, se procedio a identificar regiones de homocigosis comunes a
ambas poblaciones. En la tabla VII figuran las estadisticas sobre nimero de regiones, tamafio medio (Kb) y
promedio de SNPs incluidos por region para cada uno de los dos grupos de animales. Se identificaron tres
grupos consenso que incluian més de 30 individuos, situados, uno en el cromosoma 4 y los otros dos en el 10,
con un tamafio aproximado de unos 250 kb que incluian entre 3y 7 SNPs (tabla VI1I).

Posteriores trabajos deberan implicar el analisis mas detallado de estas tres regiones, con el fin de llevar a cabo
alguna de las estrategias de identificacion de genes que pudieran explicar diferencias en la sensibilidad al virus
de la PPA.

Tabla VII. Namero de regiones de homocigosis (ROH), tamafio medio en Kb, y promedio de SNPs incluidos en
dichas regiones (Number of homozygosity regions (ROH), average length in Kb, and average number of SNP
included in these ROH).

n° ROH Longitud (Kb) n° SNP
Animales locales tolerantes 589 15.229 250
Suidos salvajes 5190 25.233 419

Tabla VIII. Ubicacion, longitud (Kb) y nimero de SNPs comprendidos en las regiones de homocigosis
consenso que incluyeron 30 o mas individuos (Chromosome position, average length in Kb, and average number
of SNP in the ROH consensus regions including at least 30 individuals).

Cromosoma Longitud (Kb) n° SNP
4 222 3
10 267 7

10 264 5
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Conclusiones

La informacion molecular utilizada, microsatélites y marcadores tipo SNP contenidos en el Porcine SNP60
BeadChip de Illumina, no permiti6 identificar ningin grado de introgresion de genoma procedente de suidos
salvajes africanos en las poblaciones domésticas que resultaron tolerantes al virus de la PPA.
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