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RESUMEN

El Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino es una enfermedad que genera
pérdidas econdmicas en la porcicultura mundial y se caracteriza por afectar el
desemperio reproductivo y productivo de las cerdas de pie de cria. El presente estudio
tuvo por objetivo identificar polimorfismos de nucleotido simple asociados al nimero de
servicios por concepcion y numero de lechones nacidos vivos al el primer y segundo
parto en cerdas reproductoras expuestas al virus del PRRS. Se identificaron cinco SNP
significativos (P<0.05) asociados con el numero de servicios por concepcion y ocho
SNP al nimero de lechones nacidos vivos. Los marcadores moleculares encontrados
estdn en genes asociados con funciones en el control del tono o contraccion del
musculo liso, dominios relacionados con la ovulacion y adherencia de los 6vulos en la
matriz de hembras gestantes y como promotores de antivirales. Los resultados
encontrados indican que existe una base genética asociada a la susceptibilidad al virus
del PRRS en hembras reproductoras infectadas con el virus. En la poblacién estudiada
se reporta la existencia de una base genética asociada al desempefio reproductivo en

cerdas reproductoras infectadas al virus de PRRS.



ABSTRACT

The Porcine Respiratory and Reproductive Syndrome (PRRS) is a disease that causes
economic losses in global swine industry and is characterized by its negative effect on
the reproductive performance of sows. The objective of the present study was to identify
single nucleotide polymorphisms that are associated with the number of services per
conception, as well as the number of live-born piglets in the first and second pregnancy
of sows exposed to the PRRS virus. Five significant SNPs were found to be associated
(P<0.05) with the number of services per conception and eight with the number of live-
born piglets. These molecular markers were linked with contraction of the smooth
muscle or tone control, domains related to ovulation and adhesion of eggs in the matrix
of pregnant females and promoters of antivirals. The results indicate that there is a
genetic basis associated with susceptibility to the virus of PRRS in breeding females
infected with virus. These results indicate the existence of genetic basis associated with

reproductive efficiency in sows infected with the PRRS virus.



CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION DE LA LITERATURA

1.1. Introduccién

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS, por sus siglas en
inglés) es una enfermedad de distribucion mundial que genera pérdidas
econdémicas a la industria porcina (Neumann et al.,, 2005). Estas pérdidas de
productividad se estiman en $3.08 dolares americanos por cerdo al mercado
(Holtkamp et al., 2013). La etiologia de PRRS es por un virus unicaténico de ARN
perteneciente al género Arterivirus, cuyas principales caracteristicas son una
elevada tasa de mutaciéon que le confiere una alta variabilidad antigénica y la
capacidad para inducir infecciones persistentes (Lunney y Chen, 2011; Boddicker
et al., 2012; Chand et al., 2012).

La infeccion por el virus del PRRS se caracteriza por producir baja conversion
alimenticia y bajo peso en los cerdos en general, asi como repeticiones del estro,
muerte de lechones e incluso la induccién de abortos en hembras reproductoras
(Holtkamp et al., 2013). En la actualidad, las vacunas han logrado prevenir en
cierta medida la infeccién por PRRS, sin embargo, la eficacia de las mismas aun
se encuentra lejos de ser universal ya que el virus posee la habilidad para modular
la respuesta inmune del hospedador y existen diferencias genéticas en la forma de
responder a la presencia del virus (Lewis et al., 2007; Mateu y Diaz, 2008; Geldhof
et al., 2013).

Boddicker et al. (2012) reportaron una region génica dentro del cromosoma 4
asociada a la tolerancia al virus del PRSS en lechones y cerdos en crecimiento,
sin embargo, existen escasos reportes sobre la capacidad genética para tolerar al
virus por parte de hembras reproductoras. El esclarecer la base genética de la
respuesta del huésped al virus modificado del PRRS (VMPRRS) podria conducir al
establecimiento de marcadores genéticos asociados a mejores respuestas ante la
presencia del antigeno vacunal. El presente estudio tuvo por objetivo identificar

polimorfismos de nucle6tido simple asociados a la tolerancia al virus del PRRS



con el niumero de servicios por concepcion y numero de lechones nacidos vivos
cerdas reproductoras infectadas al virus del PRRS, a través de un estudio de

genoma completo en el sur de Sonora México.

1.2. Revisién de la literatura

1.2.1. Situacion actual de la porcicultura. La carne de cerdo es una de las de
mayor consumo a nivel mundial; su importancia nutricional, econdmica y social es
indudable. La porcicultura se encuentra hoy entre los sistemas productivos
pecuarios mas eficientes; sus caracteristicas especificas, como gran precocidad y
prolificidad, corto ciclo reproductivo y gran capacidad transformadora de
nutrientes, lo hacen fundamentalmente atractivo como fuente de alimentacion
(Benitez y Sanchez, 2000). El volumen de consumo de carne a cerdo a nivel
mundial fue de 100.9 millones de toneladas; del volumen total de las carnes mas
consumidas (bovino, porcino, ave) el consumo de carne de cerdo representd 43%;
asimismo, éste presenta una tasa de crecimiento media anual de 1.3% (FIRA,
2012). De acuerdo con el Atlas Agroalimentario México (SAGARPA, 2014) la
produccion de carne en canal de porcino de México ocup6 el lugar numero 16 a
nivel mundial, con 1'238,626 toneladas, lo que representd el 1.1% de la
produccion mundial. Por su parte, China se posicion6 como el primer lugar
mundial, con 50’003,628 toneladas. Resulta importante mencionar que los
principales consumidores de carne de cerdo en el mundo son Japén y Corea del
sur. Estas naciones son las que han abierto el acceso a los mercados
internacionales con su fuerte demanda. En el 2013, Japon fue el principal mercado
de las exportaciones de carne de puerco mexicana (83%) (FIRA, 2016).

La porcicultura tradicionalmente ha sido muy interesante para la poblacion
de México, en la que se han involucrado una amplia gama de productores; se
estima que eran mas de 1.8 millones hasta los afios noventa. Con el tiempo, esta
actividad se concentré en pocas manos, mantuvo su potencial de ser en el medio

rural y es muy viable para generar empleo, riqueza y alimentos sanos altamente



apetecidos. La industria porcicola nacional ha experimentado cambios importantes
en sus formas de operacidén y en su estructura organizativa. A raiz de la apertura
comercial, los productores han buscado que el Pais tenga un papel activo en la
evolucion de la rama; éstos han comprobado que para mantenerse en el mercado
es necesario aplicar procesos y productos biotecnolégicos que incluyen cambios
estructurales en los sistemas productivos de cerdos y sus productos derivados
(Kato y Suéarez, 1996).

En México, la porcicultura ocupo el tercer lugar en importancia como
sistema productor de carne, después de la cria de bovinos y aves. Si bien su parte
en el producto interno bruto es minima (alrededor del 0.3 %) su importancia reside
en proporcionar un conjunto de productos de valor nutricional, algunos de los
cuales son componentes esenciales de la dieta de grupos de ingresos bajos y
medianos (Pérez, 2006). El sector porcicola mexicano cuenta con 350 mil empleos
directos y 1.7 millones de indirectos; por cada empleo directo se generan cinco
indirectos. Comprende 15 millones de cabezas en inventario, de las cuales 9.4
millones son explotadas en 5,434 granjas tecnificadas, 3.5 millones en granjas
semitecnificadas, y 2.1 millones en traspatio. La produccion alcanzo en 2012 cifras
de 1.2 millones de toneladas, con un valor de 26 mil millones de pesos
(SAGARPA, 2013).

El estado de Sonora ocupa un preponderante sitio en la actividad porcina
del Pais por sus elevados niveles de produccion, los estdndares de sanidad con
que operan las unidades, ademas de la especial presencia que tiene en el
mercado externo. La entidad se encuentra mayormente concentrada en un
reducido numero de municipios, asi como de productores, debido
fundamentalmente a un proceso caracterizado por sus elevados costos de
produccion, mismo que han dejado en el camino a muchos productores que no
pudieron asumir las exigencias de la actividad (INEGI, 2007).

1.2.2. Antecedentes del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino. En los

afios ochenta una enfermedad no reconocida causo pérdidas econémicas en la



produccion de hatos de cerdos en América del Norte. Hubo un aumento dramatico
en los aflos 1988 y 1989. Primeramente esta enfermedad fue reconocida
clinicamente en los Estados Unidos de América (E.U.A.) también en los ochenta, a
la cual inicialmente se le llam6 Enfermedad Misteriosa del Cerdo (Meredith, 1995;
Kolb, 1996; Murtaugh et al., 1997; Zimmerman et al., 1997). En Europa una
epidemia devastadora con estimaciones de un millon o mas de cerdos muertos
ocurrié en el invierno 1990/91. En Noviembre de 1990, la enfermedad aparecio en
Alemania y se difundié rdpidamente a Holanda e Inglaterra en 1991; desde
entonces se ha extendido mundialmente, volviéndose endémica en las principales
areas de produccion porcina (Done, 1995).

La primera identificacion del agente etiolégico se realiz6 en Lelystad,
Holanda, (Wensvoort et al., 1991) por lo que inicialmente se le denomino “virus
Lelystad”. Posteriormente se le crearon una gran variedad de nombres, hasta que
en abril de 1991 la Comunidad Europea de Veterinarios concluyeron en el nombre
de “Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome” (PRRS); en 1992, durante el
“Primer Simposium Internacional de PRRS” realizado en Minnesota, se adopto
este término (Zimmerman et al., 1997b). La enfermedad se caracteriza por afectar
los sistemas respiratorio, reproductivo e inmunoldgico de los cerdos, y por poseer
una alta capacidad para diseminarse (Done, 1995; Meredith, 1995).

Miliam y Weimersheimer (1994) realizaron un muestreo de animales en
granjas con antecedentes de haber importado animales de los E.U.A. durante los
7 afos anteriores, encontrandose un 8.1% de seroprevalencia. Correa et al.
(1995) encontraron el 8.6% de animales positivos importados de E.U.A., pero
Gnicamente se incluyeron una parte de las granjas importadoras de cerdo, ésto
abarco6 solo una parte del pais; en otro estudio, realizado por Weimersheimer et
al. (1997) encontraron el 39.10% de seroprevalencia; en ese mismo afio, Morilla
et al. (1997) informaron, con base en el muestreo de cuarenta granjas evaluadas
en todo el pais, que el 88% eran serolégicamente positivas; posteriormente,

Diosdado et al. (1998) reportaron 181 granjas, ubicadas en distintas regiones del



pais, como seropositivas. En México, el virus del PRRS fue aislado por primera
vez de muestras provenientes de Puebla, Veracruz y México en 1998 y con una

prevalencia del 100% en México a partir del afio 2000 (Figura 1.1.).

7 PREYALENCIA

Preualencia del virus de PRRS en México.

Figura 1.1. Prevalencia de la enfermedad de PRRS en México.
Fuente: Sierra et al. (2000).

1.2.3. Impacto econémico del PRRS. El sindrome reproductivo y respiratorio
porcino (PRRS) es una enfermedad de distribucion mundial que ha afectado
seriamente a la industria porcina, generando pérdidas millonarias, ya que afecta a
cerdos de todas las edades. Factores tales como la elevada tasa de mutacion del
virus, su alta capacidad infecciosa, asi como la poca eficiencia de las vacunas
actualmente utilizadas, prevén un incremento a corto plazo de los efectos
negativos causados por el PRSS en la produccion porcina (Holtkamp et al., 2013).
Segun reportes de la “National Pork Board” (FAO, 2007), en Estados Unidos el
PRRS les cuesta a los productores aproximadamente $560 millones de dolares al
afo; un 45% de estas pérdidas se deben a la disminucién en la ganancia diaria de
peso y conversion alimenticia de cerdos en crecimiento ($243 mill. de USD) un
43% debido a la mortalidad de cerdos en crecimiento ($243 mill. de USD) vy el
restante 12% se atribuye a las pérdidas reproductivas ($63 mill. de USD). En
México, aun y cuando no se tienen datos exactos sobre las pérdidas anuales
causadas por el PRSS, se calcula que un brote agudo puede provocar pérdidas



de hasta $3'500,000 M/N, por cada 1000 vientres; de $60 a $150 M/N por cerdo
enviado a rastro y entre $250 a $500 USD por hembra al afio (Flores-Mendoza y
Hernandez, 2010).

Diversos reportes han revelado la existencia de una base genética asociada
a la tolerancia al PRRS en cerdos. En EE.UU. el PRRS se describe como la
enfermedad mas devastadora en las granjas porcinas, al causar brotes severos y
endémicos con duracién de meses o afios. Ademas, en las granjas infectadas
puede reactivarse nuevamente después de algun periodo de inactividad y
presentar signos clinicos en los animales (Petry et al., 2005).
1.2.4. Sindrome Reproductivo y Respiratorio del Cerdo. La OIE (2004) informé que
el PRRS es una enfermedad viral infecciosa de los cerdos que se transmite a
través del contacto directo e indirecto y verticalmente a los fetos. Esta enfermedad
es considerada la mas importante en las explotaciones porcinas intensivas en
Europa y Norteamérica, por su impacto economico. Se caracteriza por el fracaso
reproductivo en cerdas y dificultad respiratoria en los lechones y cerdos de
engorda, que, junto con su potencial de propagacion rapida, puede causar
pérdidas econdmicas significativas en la produccion. EI PRRS, también conocido
como Enfermedad Porcina Misteriosa o Enfermedad de la Oreja Azul, no se sabe
que sea una zoonosis. La enfermedad es causada por el virus SRRP, un virus
clasificado actualmente como miembro del nuevo orden establecido de los
Nidovirales, familia Arteriviridae, género Arterivirus. La diana celular primaria de
los virus son los macréfagos alveolares de los cerdos. Existen dos tipos
antigénicos principales, el tipo europeo y el tipo americano (Chand et al., 2012).
1.2.4.1. Caracteristicas del virus. El virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRSV) pertenece al orden Nidovirales, familia
Arteriviridae, género Arterivirus (Plageman y Moenning, 1992), es un virus
esférico, con envoltura y un tamafio medio de 62 nm, que puede oscilar entre 45y
80 nm. Contiene una nucleocapside isométrica de 25 a 35 nm, aunque a veces se

ha visto icosaédrica y presenta unas proyecciones de superficie de unos 5 nm. Es



un virus ARN de cadena sencilla de polaridad positiva, con 1257 pb de RNA lineal
(Figura 2.1. y 3.1.), que termina en una cadena de adeninas de longitud variable.
Se ha visto que la organizacién del genoma contiene 9 ORFs (fragmentos de
lectura abierta) que se solapan entre si, de las cuales la ORFla y la ORF1b
ocupan cerca del 80% del genoma del virus y codifican la polimerasa virica
(Christianson et al., 1993; Lopez et al., 2015).

Figura 2.1. Esquema del genoma completo del virus del PRRS, con 1257 pb RNA (SNP gene
viewer.ink version 3.3.3. 2016). Fuente: Aguilar-Trejo et al. (2017).

[ATGTCGGGGAAATGCTTGACCGCGGGTTGTTGCTCGCAGTTGCTTTTTTTGTGGTGTATCGTGCCGTTCTGTTTTGTTGTGC(|
[cACCAACGCCAACAGCAACAGCAGCTCCCATTTACAGTTGATTTATAACCTGACAATATGTGAGCTGAATGGCACAGATTGGCTAAATAGG
[AGGTTTGATTGGGCAGTGGAGACCTTTGTCATCTTTCCTGTATTGACTCACATCGTCTCCTATGGTGCCCTCACCACTAGCCATTTCCTAG|
|[ATACGGTCGGTCTGATCACTGTGTCCACCGCCGGATACTACCACAGGCGGTACGTCCTGAGCAGCATTTATGCTGTATGCGCCTTGGCC]
[GCGCTGGTTTGCTTCGCCATTAGGCTGACAAAAAACTGCATGTCCTGGCGCTACTCATGTACTAGATATACCAATTTTCTTCTAGACACCA
|[AGGGCAAACTCTATCGTTGGCGGTCTTCCGTCATCATAGAGAAAGGGGGAAAAGTCGAGGTTAACGGTCACTTGATTGACCTCAAGACAG]

Figura 3.1. Secuencia del ORF 5 del virus del PRRS. Fuente: Aguilar-Trejo et al. (2017)

Las diferencias en las secuencias genémicas del PRRSV lo dividen en dos
genotipos, el europeo (EU o tipo I) representado por la cepa prototipo Lelystad y
el norteamericano (NA o tipo Il) representada por la cepa prototipo ATTC VR-
2332; estos tipos comparten el 63 % de su identidad genémica, con variaciones
del 55 al 70 % comparando todo el genoma (Flores-Mendoza y Hernandez, 2010).
Hay una gran diversidad genética de cepas NA, asi como entre las cepas
europeas EU y NA; lo cual ocasiona problemas en la vacunacién y en el



diagnostico (Kleiboeker et al., 2005). Aun cuando a la infeccion clinicamente se
manifiestan de manera similar, difieren significativamente en términos de
propiedades antigénicas y contenido genético, pudiendo presentarse rapidas
variaciones genéticas 0 recombinaciones (Goldberg et al.,, 2003;
Thanawongnuwecha y Suradhatb, 2010).

1.2.4.2. Aspectos epidemiolégicos. ElI Sindrome Respiratorio Reproductivo del
Cerdo (PRRS) anteriormente conocido como enfermedad misteriosa, fue
reconocido clinicamente en los E.U. en 1987. Desde entonces, la infeccion se ha
extendido rapidamente por Europa; ésta ha sido detectada en diversos paises
como Alemania, Holanda, Reino Unido, Bélgica, Espafia, Dinamarca, asi como en
Norte América y Asia (Weimersheimer et al., 1997). En México el PRRS fue
clinicamente descrito por primera vez en 1992, coincidiendo como enfermedad
pandémica; aunque se sospecha, pudo entrar a finales de la década de 1980 y
confundirse con enfermedades como ojo azul, influenza porcina A y Aujeszky;
originAndose de animales importados, segun un reporte de la presencia de
anticuerpos contra PRRSV en 1992 (Milian y Weimersheimer, 1994; Morilla et al.,
1997).

Actualmente esta presente en casi todos los paises con produccion porcina,
permaneciendo endémico en la mayoria; solo se han notificado como libres de la
enfermedad a Australia, Suecia, Noruega y Nueva Caledonia (Zimmerman, 1999;
Shi et al., 2010).

Existen investigaciones donde se ha recuperado el virus del PRRS de
tejidos congelados y almacenados por mas de 3 afios, mas sin embargo este fue
un caso particular, pues el virus es considerado fragil por que no resiste
temperaturas extremas; segun varios estudios se define que a 56 °C perdura 6
minutos, a 37 °C persiste 3 horas y a 21 °C por 20 horas, pero en ambientes
frescos y humedos dura por mas tiempo; en agua a 4 °C con un pH de 6.25 puede
permanecer hasta 90 dias, soportando hasta 20 ciclos de congelacion y
descongelacion (Meredith, 1995; Zimmerman, 1998).



La principal forma de transmision es por contacto directo (Wills et al., 1997%)
sin embargo Wensvoort et al. (1991) propuso que la forma mas importante es por
via aérea, incluso hasta 20 km de distancia (Zimmerman, 1999). De estas teorias,
la considerada como mas viable es la de contacto directo, por el movimiento
constante que se realiza en los animales; es por la via aérea que se favorece mas
en el invierno, cuando el viento es rapido, hay alta humedad, temperaturas bajas y
la exposicion a la luz es menor (Albina, 1997). El virus puede replicarse en células
testiculares germinales, por lo tanto se libera a través de semen, por lo que se le
considera una forma importante de transmision (Sur et al., 1997; Dewey, 1997). El
virus tiene la capacidad de transmitirse a través de la placenta; segun estudios,
ocurre en el tercer trimestre de la gestacion, por consiguiente los lechones nacen
infectados y quedan con infeccion persistente por largos periodos (Benfield et al.,
1997; Zimmerman, 1998).

La infeccion del virus de PRRS también se da por las vias respiratorias y
urinarias; el virus se elimina de forma intermitente por la orina, heces y saliva
(Done et al., 1996). El virus perdura en la orina por 14 dias y en la saliva hasta por
42 dias (Wills et al., 1997").

Las condiciones climatolégicas como viento, baja temperatura y humedad,
favorecen la transmisién (De Jong et al., 1991; Fiedler, 1991; Robertson, 1991).
Albina et al. (1994) reportaron que el virus se libera a distintos tiempo aun 105
después de la infeccidn; Wills et al. (1997b) de manera experimental, recuperaron
el virus de muestras orofaringeas, tomadas de cerdos inoculados con el virus 157
dias antes. Benfield et al. (1997) reportaron el RNA viral en animales que fueron
expuestos en el Gtero a los 210 dias de edad. Christopher-Hennings et al. (1995)
detectaron RNA viral en el semen de sementales a los 92 dias después de haber
expuesto a los animales al virus de manera experimental.
1.2.4.3. Interaccion virus-huésped. Como se ha venido mencionando, el PRRS es
una enfermedad viral que afecta la produccion de cerdo en todo el mundo y trae

como consecuencia la disminucion del rendimiento reproductivo en cerdas



(Rowland et al., 2012; Lewis et al.,, 2009; Serdo et al., 2014). De acuerdo a
algunas estimaciones recientes, el PRRS es la enfermedad mas costosa que
afecta a la industria porcina (Charerntantanakul, 2012; Alonso et al., 2013) debido
a que afecta el comportamiento reproductivo de esta especie, y este desempeio
es fundamental en el éxito econdmico de la produccion porcina (Rothschild et al.,
1996). Uno de los parametros que disminuye es el numero de lechones nacidos
vivos por camada, uno de los indicadores més importantes en la cria de cerdos,
debido a su influencia en la eficiencia econdmica de la produccién porcina
(Bergfelder-Driuing et al., 2015). Lande y Thompson (1990) sostienen que la
mejora genética de los rasgos reproductivos en las cerdas (tales como el nimero
de lechones nacidos vivos) es dificil y compleja, debido a la baja heredabilidad y a
qgue el fenotipado solo es posible de forma tardia en la vida de las marranas. Asi
mismo, con el fin de generar mayores ganancias en la produccion de lechones, los
objetivos de seleccion para la cria de cerdos se centran en la crianza y
reproduccion de marranas con alto numero de lechones nacidos vivos (Hanenberg
et al., 2001; Geisert y Schmitt, 2005; Lewis et al., 2005).

La vacunacion frente a PRRS es el método mas popular para el control de
los casos clinicos causados por PRRS. La vacuna mas utilizada contra el PRRS
utiliza virus vivo modificado (MLV, por sus siglas en inglés) atenuado por pasaje
multiple en cultivo celular. En el caso del PRRS, las vacunas atenuadas son mas
eficientes que las inactivadas debido a que inducen mayor respuesta celular y
humoral; sin embargo, esta respuesta es insuficiente para proteger completamente
contra la infeccion frente a virus heterélogos y la principal ventaja de las vacunas
inactivadas es que no pueden revertir a la virulencia pero de igual forma su
proteccion es limitada (Royaee et al., 2004; Cano et al., 2007). Por definicién, las
vacunas son productos formados con un microorganismo completo, atenuado o
muerto, o fracciones de él, capaces de inducir una respuesta inmune protectora y
duradera a dicho microorganismo. Su funcion es prevenir y controlar futuras

infecciones, para lograrlo, deben desencadenar una respuesta inmune protectora
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y ademas ser inocuas, es decir, incapaces de desencadenar una reaccion
adversa. Para que las vacunas puedan prevenir o controlar una enfermedad,
tienen que estimular eficazmente el sistema inmunitario e inducir una memoria
inmunologica (Lopez-Fuentes et al., 2000).

1.2.4.4. Diagnostico del PRRS. Para el diagnostico de PRRS es importante
integrar el cuadro clinico, realizar el examen patoldgico e histopatolégico, hacer la
deteccion de anticuerpos especificos, la deteccidn del agente viral y analizar los
datos de produccion de la granja, todo esto para establecer y evaluar el estado de
salud; posteriormente esta informacion requiere ser estandarizada y capturada en
una base de datos para ser correlacionada con los rendimientos zootécnicos (Dee,
1997; Collins et al., 1999; Luc, 2001). Done (1995) afirma que debido a la
complejidad de la enfermedad, por efecto de la interaccion de patdgenos
secundarios y factores medioambientales, la metodologia del diagnostico es dificll
y tiene que apoyarse en varios procedimientos.

El diagndstico del virus del PRRS se basa en métodos seroldgicos junto con
técnicas como son aislamiento viral, inmunohistoquimica o transcripcion reversa y
reaccion en cadena de la polimerasa por transcriptasa reversa (RT-PCR) que
determinan la presencia del virus, proteinas virales o el ARN viral (Kleiboeker et
al.,, 2005). El muestreo detectara animales virémicos por RT-gPCR para
eliminarlos o aislarlos, asi como por ELISA (9-16 semanas de edad para evitar
anticuerpos maternos y vacunales).

Para el diagnostico en granjas que presentan la enfermedad en forma
endémica, con animales que no presentan sintomatologia, la mayoria realiza
diagnéstico con ELISA y RT-PCR para determinar presencia y circulacién del virus
en la granja; considerando normal que ambas pruebas en el mismo animal podrian
no concordar en sus resultados (Duinhof et al., 2011).

Las técnicas de PCR sirven para identificar de forma concreta la presencia
del virus en un individuo por medio de amplificacion de un segmento del genoma

viral.
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La reaccion en cadena de la polimerasa por transcriptasa reversa (RT-PCR)
es un de las técnicas utilizadas, en la cual, por medio de una transcripcion inversa
se pasa de ARN a ADN y luego se amplifica exponencialmente este ADN, para
alcanzar niveles detectables, siendo una prueba altamente sensible y especifica
(Benson et al., 2002; Horter et al., 2002). La prueba de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) es una prueba muy sensible y se puede detectar el RNA viral
en sementales persistentemente infectados (Christopher-Hennings et al., 1995).
En PCR también se ha elaborado una prueba automatizada denominada Taq
Man™, que detecta el agente viral en muestras de semen porcino (Collins et al.,
1999). Sin embargo, la técnica de RT-PCR puede diferenciar virus americanos de
europeos (Botner, 1997).

También, existe una variedad de técnicas para la deteccién de anticuerpos
séricos contra el PRRSV. El diagndstico serologico es, en general, facil de realizar,
y presenta una adecuada especificidad y sensibilidad. La serologia se lleva
generalmente a cabo mediante técnicas de union, tales como la técnica del
enzimoinmunoensayo (ELISA) (Albina et al., 1994). Esta prueba se lleva a cabo
habitualmente con antigeno virico de un determinado tipo antigénico, de modo que
los anticuerpos dirigidos contra el otro tipo antigénico, heterdlogo, pueden ser
detectados con menor sensibilidad. Actualmente se ha utilizado extensamente un
ELISA de bloqueo y se ha descrito como un sistema ELISA doble, que emplea
como antigeno tanto el virus europeo como el americano (Sorensen et al., 1997;
Sorensen et al., 1998). Hay varios formatos: ELISA bloqueada, ELISA indirecta
con la utilizacion de valores OD directos, MACELISA (IgM Antibody Capture) y
ELISA indirecta la cual utiliza un sistema de proporcibn muestra positivo s/p
(McCaw et al., 1998; Zimmerman, 1998). IDEXX ofrece un kit que tiene la ventaja
de utilizar la cepa Lelystad (europea) y una americana del virus de PRRS; tiene
una sensibilidad de 100 % y especificidad del 97 %; ademas se considera rapida y
permite ser muy repetible (Joo, 1994; Kolb, 1996; Harding et al., 1998;

Zimmerman, 1998; Bautista, 2001). La diversidad genética del virus, la variacion
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en la antigenicidad cruzada y la posible transmision del virus vacunal, ocasionan
problemas para el diagnostico y control de la enfermedad (Flores-Mendoza y
Hernandez, 2010; Arias et al., 2016).

1.2.5. Aspectos generales sobre el control del PRRS. Thanawongnuwecha y
Suradhatb (2010), sostienen que la epidemiologia del virus del PRRS es compleja
y la adaptacion e inmunizacion de las cerda no es suficiente para el control de esta
enfermedad. Por tanto, para poder tener éxito en el control del PRRS es necesario
aplicar medidas de bioseguridad. El principal objetivo en el control del PRRSV es
producir lechones destetados negativos a PRRSV, prevenir la transmision del
PRRSV a granjas libres y la introduccion de cepas distintas de las endémicas
(Cano et al.,, 2007). Los elementos clave de un programa para el control y
erradicacion del PRRS son: la deteccidén temprana de la enfermedad confirmada
por un laboratorio; rapida identificacion de las granjas infectadas y la
implementacion de diferentes estrategias de sacrificio sanitario y la seleccion.

La seleccion a través del genoma completo se basa en la biologia molecular
y la ingenieria genética, surge por la necesidad de ser mas precisos para la
seleccion de animales productivos, con caracteres de interés zootécnico o de
salud. La capacidad de generar mapas genéticos permite evaluar completamente
su genoma e identificar marcadores moleculares, es decir, regiones de ADN
capaces de identificar en los cromosomas los genes que codifican para
caracteristicas cuantitativas (Flint y Woolliams, 2008). Con el descubrimiento de la
secuencia gendmica del ADN de las especies domeésticas, asi como la
identificacion de una gran cantidad de marcadores moleculares, ha sido posible
incrementar y agilizar el mejoramiento genético animal.

Las opciones de control dependeran de la densidad de cerdos, el grado de
estructura multi-sitio de las explotaciones, el movimiento de cerdos y el estatus
sanitario de la misma (AHA, 2004).
1.2.5.1. Estudio asociativo del genoma completo (GWAS). Los estudios de
asociaciéon de todo el genoma, conocidos como GWAS (por sus siglas en inglés,

13



Genome-Wide Association Studies) como su propio hombre indica, son estudios
en los que se examinan todas las mutaciones presentes en el genoma,
aumentando la probabilidad de encontrar el gen, o los genes, causantes de
cambios observables y evaluables (Weller y Ron, 2011). Los estudios de GWAS,
basicamente son analisis donde se estudia el grado de asociacion entre los
marcadores y uno 0 mas caracteres. El objetivo es examinar, de forma
independiente, la asociacién de cada polimorfismo nucleotidico sencillo (SNP, de
sus siglas en inglés) con el fenotipo estudiado (Bush y Moore, 2012). El disefio de
los GWAS proporciona un enfoque no sesgado para ubicar en los mapas
cromosomicos las variantes genéticas de riesgo frecuente; la variante de riesgo
frecuente se define arbitrariamente como la que tiene una frecuencia igual o
superior al 5% en la poblacién general. De esta forma la grafica Manhattan,
representa los SNP asociados con una caracteristica fenotipica seleccionada
presentes en el genoma completo (Figura 4.1.). La seleccibn gendmica
basicamente consiste en utilizar la informacion disponible del ADN de los animales
como un dato adicional para predecir sus valores genéticos y basandose en esos
valores genéticos “mejorados” tomar las decisiones de seleccion. La gran ventaja
es gue la informacion sobre el ADN se puede tener al nacimiento del animal, a

partir de una muestra de sangre (Pena, 2012).
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Chromosome

Figura 4.1. Gréafica Manhattan, representa los SNP asociados con una caracteristica fenotipica
seleccionada presentes en el genoma completo del cerdo. Fuente: Aguilar-Trejo et al. (2017)
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1.2.5.2. Seleccién Asistida por Marcadores (SAM). La incorporacion de la
informacion que proporcionan los avances en gendmica en los programas de
mejoramiento animal es una realidad en especies de abasto como los porcinos
(Andersson et al., 1994). Tal incorporacion se lleva a cabo mediante herramientas
de genética cuantitativa, lo cual se denomina de forma genérica “seleccion asistida
por marcadores” (SAM por sus siglas en inglés, Marker Assisted Selection)
(Dekkers, 2004). Esta puede ser aplicada para aumentar la velocidad del progreso
genético en programas de selecciéon dentro de poblaciones o para explotar la
variabilidad genética entre poblaciones en programas de cruzamiento o de
introgresion (Cafién, 2006). En la SAM se utiliza informacién directamente
aportada por el ADN de un candidato a ser seleccionado, juntamente con sus
registros productivos y los de individuos emparentados (Kolath, 2009).

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos
campos de la biologia, tal como la biomedicina y las diversas ramas de esta
misma. Ademas se utilizan para localizar y aislar genes de interés. En la
actualidad existen varias técnicas moleculares que permiten conocer como se
encuentran las proporciones de genes en las poblaciones naturales de manera
indirecta, como con los analisis de proteinas, o de manera directa con estudios de
ADN. Los marcadores moleculares, a su vez, corresponden a un conjunto de
técnicas que permiten visualizar o indicar la presencia de variantes alélicas,
producto de algun tipo de mutacién establecida en las poblaciones a través del
tiempo evolutivo. Esta variacion genética detectada es conocida como
polimorfismo y es lo que permite separar grupos, poblaciones, cepas, especies 0
grupos taxonémicos mayores (Astorga, 2008).

A través del uso de los marcadores moleculares es posible encontrar
asociaciones entre marcadores y fenotipos. El proceso en el cual se usa una
asociacion conocida entre marcadores moleculares y un caracter de interés para
seleccionar por la presencia del marcador molecular, en lugar de por el fenotipo
del gen de interés (Dekkers, 2004; Bai y Lindhout, 2007)
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La importancia de la SAM radica en que se pueden utilizar para llevar a
cabo la genotipificacion de animales en distintas explotaciones pecuarias con un
costo reducido, facilitando al productor detectar a aquellos animales que son
portadoras de genes deseables y con ello desarrollar programas de seleccién
(Dekkers, 2004). La seleccién por marcadores es una herramienta que asiste a las
técnicas tradicionales de seleccion animal, pero no remplaza a los modelos
tradicionales.
1.2.5.3. Tipos y usos de los marcadores moleculares. La historia de los
marcadores moleculares comienza desde mediados del siglo pasado, cuando los
cientificos, James D. Watson, Francis Crick y Maurice Wilkins, hicieron publicos
sus hallazgos sobre la estructura y funcion del acido desoxirribonucleico (ADN) al
que identificaron como la molécula de la herencia, es decir, la unidad responsable
de la transmision de caracteristicas de una generacion a la siguiente. Estos
estudios los hicieron merecedores del premio Nobel, pues dieron origen a lo que
hoy conocemos como biologia molecular y provocaron un vertiginoso desarrollo en
las ciencias biolégicas, permitiendo, entre otras cosas, que la biotecnologia
moderna incluyera la gendmica, la ingenieria genética, la protedmica y los
marcadores de ADN (Solis y Andrade, 2005). Los primeros estudios in vitro que se
realizaron utilizando marcadores, pretendian estudiar las poblaciones y se llevaron
a cabo con marcadores bioquimicos y el estudio de la variabilidad fenotipica de
polimorfismos, utilizando esencialmente las proteinas antigénicas expresadas por
los globulos rojos: el sistema AOB (Calafell et al., 2008). Posteriormente se
difundieron los marcadores enzimaticos y proteicos que prometian ser el avance
final para el estudio molecular, por su abundancia y polimorfismo. No obstante,
dichas técnicas se vieron reemplazadas, pocos afios después, cuando se
desarrollo la técnica de PCR (Mullis et al., 1986).

Desde la década de los 80, se han desarrollado numerosas técnicas que
permiten detectar variaciones en la secuencia del ADN al comparar distintos

individuos. Colectivamente se han denominado marcadores moleculares basados
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en ADN (Torres y Moreno, 2001). Dentro de estas técnicas se destaca la
tecnologia de amplificacion in vitro, la llamada Reaccion de Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) y sus variantes para el estudio de los
polimorfismos, la cual marcé un antes y un después en el estudio de los
marcadores moleculares (Quesada et al., 2004). Debido a esto, la ciencia genética
ha experimentado grandes avances, sobre todo a partir del momento en que se
desarrolld la técnica de PCR. Con el tiempo, se han ido proponiendo numerosos
tipos de marcadores; las técnicas y su eficacia para diferentes propdsitos, han ido
creciendo. La larga época de los marcadores microsatélites, ampliamente usados
en la investigacion y los controles genealdgicos, esta llegando a su término con la
introducciéon de las plataformas de genotipado masivo de polimorfismos de una
sola base (SNPs). Este tipo de tecnologia permite automatizar el proceso de
genotipado y utilizar las herramientas gendémicas para introducir un nuevo reto en
la seleccion animal (Landi y Quiroz, 2011). Los marcadores moleculares son
conocidos como Polimorfismos de Nucle6tido Simple, también llamados SNP (del
inglés Single Nucleotide Polymorphism); Risch (2000), define a un Polimorfismo de
Nucledtido Simple (SNP) como un locus gendmico (posicion genética) donde
existen dos 0 mas bases nucleotidicas alternativas con frecuencias apreciables en
la poblacion (>1%).

Entre los marcadores moleculares mas utiles y apreciados se encuentran
los denominados microsatélites o “Secuencias Repetidas Simples” (SSR). Su alta
tasa de mutacion y naturaleza codominante permiten la estimacion de la
diversidad genética dentro y entre razas, asi como la mezcla genética entre razas
incluso si estan estrechamente emparentadas (Sunnucks, 2001). Los
microsatélites (SSR) son regiones gendmicas hipervariables constituidas por
repeticiones en tandem de unos pocos pares de bases (1 a 4) flanqueadas por
secuencias de copia Unica. La base genética del polimorfismo detectado en
microsatélites se basa en la variabilidad del nimero de repeticiones en tandem y

consecuentemente del tamafio del microsatélite amplificado en individuos de una
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especie. Los SSR se encuentran distribuidos por todo el genoma de la mayoria de
las especies eucariotas. ElI microsatélite amplificado por PCR es sometido a
electroforesis en geles de alta resolucion que permiten detectar diferencias de 2, 3
0 4 nucledtidos que corresponden al minimo polimorfismo de longitud en un
microsatélite (Litt y Luty, 1989; Picca et al.,, 2004). Los microsatélites son
marcadores muy utilizados, ya que se tienen grandes ventajas, como el hecho de
ser codominantes, faciles de interpretar y susceptibles, traspasando en muchas
ocasiones las barreras entre especies, géneros e incluso grupos bastante alejados
evolutivamente. No obstante, no siempre estan disponibles, y en tal caso es
necesario generarlos, lo cual puede ser tedioso, laborioso y caro. Ademas, los
SSR producidos pueden no ser Gtiles por ser monomorfos, careciendo por tanto
del nivel de variabilidad polimérfica deseada en todo marcador molecular (Rallo et
al., 2003). Los marcadores moleculares son un segmento del ADN con una
ubicacion fisica identificable dentro o fuera de un gen, que se puede rastrear,
contiene areas que codifican para una aminodacidos y posteriormente proteinas en
regiones llamadas exones y regiones que no codificantes intrones (Figura 5.1.).
Las secuencias que no traducen son el 5 UTR y el 3 UTR. La primera se extiende
al comienzo de la secuencia codificante de la proteina, mientras que 3 'UTR

indican el final de la secuencia (Griffiths, 2000).

Codén de Codon
iniciacién Gen estructural de termmacion

I

Intrén 1

Secuencias transcritas

Region promotora Region de pohiademlacion

-—— Secuencias intensificadoras —_—

Figura 5.1. Estructura funcional de un gen. Fuente: Griffiths (2000).
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Woodward et al. (1998) aseguran que el mejoramiento genético animal
consiste en aplicar principios biolégicos, econdmicos y matematicos, con el fin de
encontrar estrategias Optimas para aprovechar la variacidn genética existente en
una especie animal, en particular para maximizar su mérito. Esto involucra tanto la
variacion genética entre los individuos de una raza, como la variacion entre razas
y cruzas. El mejoramiento genético animal permite orientar la adaptacion de las
poblaciones animales a las condiciones de produccién, logrando incremento en la
eficiencia de los procesos productivos.

Los genomas del bovino y el pollo fueron completamente secuenciados en
el 2005, mientras que los del porcino y equino fueron determinados en el 2007
(Green et al., 2007). Ello ha facilitado la implementacion de tecnologias basadas
en marcadores moleculares para la identificacibn de genes y regiones
cromosomicas que regulan la expresion de importantes caracteres cuantitativos en
el ganado (Dekkers, 2004). Como resultado, estas tecnologias han permitido el
desarrollo de programas de seleccién genética a través de la incorporacién de
genes que controlan caracteres fenotipicos de importancia econdmica para los
productores de ganado bovino (Fernandez et al., 2016). Una gran ventaja de las
tecnologias moleculares, es la posibilidad de mejorar la seleccion para caracteres
fenotipicos dificiles de evaluar, tal y como lo son los caracteres reproductivos y la
tolerancia a las enfermedades.

Los modelos de evaluacidbn genética se aplican generalmente a
reproductores dentro de una poblacion, por ejemplo, de una linea o raza de
animales. Tradicionalmente, la seleccion y el cruzamiento han sido consideradas
como estrategias separadas para el mejoramiento genético. El uso de
cruzamientos es muy comun en especies productoras de carne, donde es
deseable que las lineas femeninas sean fértiles y relativamente ligeras para
reducir los costos de mantenimiento, mientras que los animales de engorda se

espera que sean de rapido crecimiento, lo que muchas veces esta asociado con
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una menor fertilidad y mayor peso adulto, dando mayores costos de
mantenimiento en raza pura (Montaldo y Barria, 1998).

Los medios que posee el productor son: a) Seleccion: se eligen los
individuos que expresen valores superiores al promedio en las caracteristicas que
se desean mejorar. Se aparean entre si, seleccionando los hijos que resultan
superiores al promedio de la nueva poblacion. Asi se va logrando en el largo plazo
una poblacién estable en las caracteristicas que se han elegido para mejorar. B)
Cruzamientos: cuando se desea aumentar en muy corto plazo la produccion de
carne, se aparean dos razas diferentes, y el producto cruza resultante manifiesta
una exaltacion de las caracteristicas productivas. Este hecho es denominado vigor
hibrido, que se expresa con mayor fuerza cuanto menos emparentadas estan las
dos razas cruzantes (Bavera, 2002). De este modo, la seleccion tradicional se
basaba en el modelo poligénico de caracteristicas cuantitativas (BLUP por sus
siglas en inglés; best lineal umbiased production) que emplea la informacion
fenotipica y el pedigri para establecer valores de crianza individuales en los
animales (Gelderman, 1975; Huiying et al., 2001). Segun Montaldo y Barria
(1998), histéricamente no se conoce cuales son los genes que contribuyen para
que se expresen las caracteristicas de comportamiento productivo y por ello se
han utilizado registros de comportamiento fenotipico, asi como herramientas para
inferir el mérito genético de los animales (diferencia esperada en la progenie
[DEP]; evaluacion genética integral, comportamiento productivo (en cerdos, ovinos
y cabras).

Mientras tanto otros autores como Rowland (2012) concluyen en que el
mejoramiento genético, en base a la seleccion genética y haciendo uso de la
gendmica y la genética, es la herramienta clave para mejorar la salud animal,
especialmente en las enfermedades infecciosas que carecen de vacunas o
tratamientos efectivos.
1.2.5.4. Polimorfismo de Nucledtido Simple (SNP). Los SNP son mutaciones o

variaciones de una sola base (transiciones, transversiones, deleciones o
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inserciones; Figura 6.1.); una posicion especifica de un par de bases (pb) dentro
de un genoma cuyo valor alélico varia en al menos el 1% de la poblaciéon. La
variacion o mutacion resultante de la sustitucion de un solo nucledtido, modifica la
funcién y estructura de una proteina y genera cambios funcionales (Umesh et al.,
2014). El auge de estos marcadores estriba en el hallazgo, de que en cada pocos
pares de bases (de 50 a 500) suele encontrarse un SNP, que en algunos casos,
puede estar relacionado con la susceptibilidad a alguna enfermedad o con alguna
caracteristica de interés (Dorado et al.,, 2007). Desde hace unos afios, los
polimorfismos de nucledtido simple han comenzado a ser intensamente
estudiados con el objetivo de dilucidar las bases genéticas de enfermedades de

base multifactorial (Barbisan, 2014; Ibanez-Escriche y Simianer, 2016).
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Figura 6.1. Grafico de un polimorfismo de nucleétido simple. Fuente: Ramirez-Bello et al. (2013).

1.2.5.5. Genes relacionados con la productividad en los cerdos. Las técnicas de
biologia molecular permiten estudiar los mecanismos genéticos implicados en la
regulacion de la respuesta protectora y han puesto en evidencia la existencia de
polimorfismos genéticos en las regiones reguladoras de ésta (Filella et al., 2002).
Las bases genéticas asociadas a la productividad fue demostrada por
Boddicker et al. (2012), este grupo reporté la expresion de genes del interferon, los
cuales fueron capaces de revertir las alteraciones inmunes causada por la
infeccion por el virus del PRRS, evitando su efecto adverso sobre la respuesta
inmune innata, e induciendo una inmunidad adaptativa eficiente manteniendo

ganancias de pesos por encima del promedio. Al respecto, Rowland et al. (2012)
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reportaron una region dentro del cromosoma 4, asociada a la reduccion de la
carga viral en lechones inoculados con el virus del PRRS. Dicha region génica se
localiza en un sitio cercano a un grupo de genes involucrados en la inmunidad
innata, por lo que sugieren el estudio y validacion de dichos genes como
marcadores asociados a la respuesta inmune. Boddicker et al. (2012; 2014)
encontraron una region génica del cromosoma 4, con genes de la proteina ligada
al guanilato que induce la sintesis de interferén, por lo que indica la existencia de
una fuerte base genética asociado a la respuesta ante la presencia del virus del
PRRS. Boddicker et al. (2014) sefialan que el polimorfismo WURO0000125 (P <
0.01) de los individuos con genotipo AA para dicho marcador mostraron menor
ganancia de peso y mayor carga viral, en comparacion con los animales de
genotipo AB, mientras que aquellos con genotipo BB difirieron de los anteriores.
La diferencia en la carga viral del genotipo AB con respecto al promedio de los
homocigotos AA y BB fue de -2.8 (Figura 7.1.).

SNP WUR10000125

AGGACGTATAGA = GDP #CARGAVIRAL ¥
AGGCCGTATAGA = GDP W CARGA VIRAL #

Figura 7.1. Esquematizacion del efecto del SNP WUR1000125, en lechones
desafiados con el virus del PRRS. Fuente: Boddicker et al. (2014).

Existen el mapeo y la identificacion de genes con sus patrones polimorficos
implicados en la regulacion de la fisiologia reproductiva y productiva en los
animales en produccion. En la Figura 8.1., indican marcadores a nivel comercial
gue permiten identificar individuos porcinos portadores de rasgos productivos

deseables.
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HAL/RYOR1 Receptor de rianodina o hipertermia  |Rendimiento en canal PSE
maligna

CAST Calpastatina Temeza de la came

HFABP Proteina cardiaca de ligamiento de | Grasa intramuscular
acidos grasos

Porcino |ESR Receptor de estrogenos Tamano de camada
PRLR Receptor de prolactina Tamano de camada
SLA Antigeno leucocitario porcing Grasa dorsal, area del lomo, calidad
de came
ACT1 w-actina Fertilidad del berraco
ACTZ y-actina Calidad espermatica

Figura 8.1. Marcadores utilizados a escala comercial para ser tomados en cuenta en la Seleccién
de individuos asistida por marcadores-genes en cerdos. Fuente: Casas (2006).

Por otra parte, el primer estudio que fue reportado de asociaciones entre
SNP vy resistencia al PRRS, es el de Lewis et al. (2009b) quienes identificaron 6
SNP significativos a partir de un chip de 7k SNP que fueron asociados con los
rasgos de rendimiento de la cerda para el total de lechones nacidos vivos, total de
nacidos muertos y el total de momias; sin embargo la ubicacion de estos SNP no
fue reportada. Los datos que reportaron en su estudio provenian de una base de
datos que contenia informacién de 5 afios de los rasgos reproductivos de una
explotacion de multiplicacion de varias lineas. Segun lo reportado, Boddicker et al.
(2012) fueron los primeros en tener hallazgos en las regiones gendmicas
asociadas con la resistencia al PRRS o la susceptibilidad en los cerdos en
crecimiento, identificaron regiones en los cromosomas 1, 4, 7y 17, 42 dias post-
infeccion.

Los estrogenos son hormonas esteroideas que junto con la progesterona
hacen posible la fertilidad de las hembras al liberar el 6vulo y regular el ciclo
sexual, sin embargo, todas las funciones de los estrégenos estan mediadas por el
receptor estrogénico (ESR), que es regulador en estos procesos. Por esta razon,
el gen (ESR) se ha estudiado como gen candidato para el tamafio de la camada
en cerdos (Noguera et al., 2003). La accion de la prolactina se encuentra

involucrada en diferentes actividades endocrinas y esta mediada por el receptor de
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la prolactina (PRLR), un importante regulador de la reproduccién de mamiferos.
Desde el descubrimiento del polimorfismo del locus del (PRLR) éste se ha
convertido en un gen candidato para el tamafio de la camada (Drogemuller et al.,
2001).

La respuesta inmune esta controlada en muchos casos, por genes que
pertenecen a un grupo conocido como Complejo Mayor de Histocompatibilidad v,
en el cerdo es conocido como Antigenos Leucocitarios en Cerdo (SLA), este
complejo es una regidn genética importante que tiene influencia en la resistencia o
susceptibilidad a enfermedades infecciosas (Fang et al., 2005).

1.2.6. Modelo estadistico de validacion. Las estadisticas descriptivas para las
variables continuas se calculan con el procedimiento MEANS del paquete
estadistico SAS versiéon 9.4 (SAS Inst. Inc., Cary, NC). Las pruebas de normalidad
e igualdad de varianza se calculan con procedimiento UNIVARIATE. Para evaluar
las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como la prueba Ji-cuadrada (X2) y
posibles desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg, se realiza el procedimiento
ALLELE. Cuando los SNP resultan asociados (P<0.001) a los caracteres
fenotipico importantes y que cumplan los criterios de frecuencia del alelo menor
superior al 10 % (FAM>0.10) y no-desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg
(X2>0.05) se utiliza el procedimiento MIXED (Littell et al., 2002).

1.2.7. Analisis de validacion; Procedimiento Mixed. El analisis de validacion se
realiza por medio de un estudio asociativo entre genotipo y fenotipo, empleando el
procedimiento MIXED para variables de distribucién continua. Dicho analisis de
validacion individual para cada SNP se efectia a través de un modelo de efectos
mixtos, el cual se describe a continuacion:

Y=Xb+Zs+e

Donde:
Y = vector de valores fenotipicos del rasgo de interés (LNV1, LNV2),
X = matriz de incidencia para efectos fijos (genotipo del SNP y edad de la madre),

Z = matriz de incidencia para efectos genéticos aleatorios (padre),
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b = vector de coeficientes para efectos fijos,

s = vector de efectos genéticos aleatorios (s ~ N (0, 02s)),

e = vector de residuos (e ~ N (0, lo2e))

Dentro del modelo anterior, 02s representa la varianza genética del padre, misma
que corresponde a V2 de 02a (varianza genética aditiva) | representa una matriz de

identidad y, 02e representa la varianza residual (Saxton et al., 2004).

1.2.8. Conclusiones

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es una enfermedad
de distribucion mundial que genera pérdidas econdémicas a la industria porcina. La
enfermedad es causada por un virus unicaténico de ARN perteneciente al género
Arterivirus cuyas principales caracteristicas son una elevada tasa de mutacion que
le confiere una alta variabilidad antigénica y la capacidad para inducir infecciones
persistentes que afectan negativamente la conversion alimenticia y la ganancia de
peso en los cerdos en general; en hembras reproductoras provoca repeticiones de
estro, muerte de lechones e incluso la induccién de abortos.

El esclarecer la base genética de la respuesta del huésped al virus
modificado del PRRS (VMPRRS) conduce al establecimiento de marcadores
genéticos asociados a mejores respuestas ante la presencia del antigeno vacunal,
lo que contribuiria en la seleccién de animales tolerantes a este patégeno.

La seleccion asistida por marcadores moleculares es una alternativa para
mejorar de seleccion de cerdos tolerantes al VPRRS y se prevé como una
herramienta clave para mejorar la salud de los hatos porcinos, especialmente en
las enfermedades infecciosas que carecen de vacunas eficaces o tratamientos

efectivos.
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CAPITULO 2. Polimorfismos de nucleotido simple asociados a
servicios por concepcion en cerdas infectadas con el virus del
PRRS
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Single nucleotide polymorphisms associated with services per conception in sows infected with PRRS virus.

2.1 Abstract

The porcine respiratory and reproductive syndrome (PRRS) is a disease that causes economic losses in global
swine industry and is characterized by affecting the reproductive performance of sows. The objective of the
present study was to identify single nucleotide polymorphisms (SNP) that are associated with the number of
services per conception in the first pregnancy (NSC1) in breeding sows infected with the PRRS virus. The
investigation included 53 sows Landrace/Yorkshire line previously detected as positive to PRRS virus by
PCR. A blood sample from each of the sow was collected and fixed in FTA-CardsTM cards. These cards
were sent to Geneseek lab for to genotype 10,000 SNP. A mixed model effects was used to identity five SNP
associated to NSC1 (P<0.001), which were rs81364943, rs81382736, rs80976363, rs80890869 and
rs81460050. The effect of allelic substitution was calculated using a regression model that included the term
genotype as a covariate, and this model demonstrated an increasing in NCS1 of 0.41 + 0.15, 0.11 £ 0.07, 0.23
+ 0.08, 0.15 + 0.11 y 0.20 £ 0.09 for each SNP, respectively. These results indicate the existence of genetic
basis associated with reproductive efficiency in sows infected with the PRRS virus.

Key words: sows, genome, PRRS, SNP, fertility.

2.2 Resumen

El sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) es una enfermedad que genera pérdidas econdmicas
en la porcicultura mundial y se caracteriza por afectar el desempefio reproductivo de las cerdas. El objetivo
del estudio fue identificar polimorfismos de nucleétido simple (SNP) asociados al nimero de servicios por
concepcion en la primera gestacion (NSC1) en cerdas reproductoras infectadas naturalmente por el virus del
PRRS. La investigacion incluyd 53 hembras de la linea Landrace/Yorkshire previamente detectadas como
positivas al virus del PRRS a través de PCR. Una muestra de sangre de cada una de las hembras fue
recolectada y fijada en tarjetas FTA-CardsTM. Las tarjetas fueron enviadas al laboratorio Geneseek para la
genotipificacion de 10,000 SNP. Un modelo de efectos mixtos identifico una asociacion (P<0.001) entre el
NSC1 con los SNPs rs81364943, rs81382736, rs80976363, rs80890869 y rs81460050. El efecto de
sustitucion alélica fue calculado usando un modelo de regresion que incluyé el término genotipo como
covariable, el cual demostré un incremento en la variable NSC1 de 0.41 + 0.15, 0.11 £ 0.07, 0.23 £ 0.08, 0.15
+0.11 y 0.20 £ 0.09 para los cinco SNP, respectivamente. Los resultados encontrados indican la existencia de
bases genéticas asociada a la eficiencia reproductiva en hembras porcina infectadas por el PRRS.

Palabras claves: cerdas, genoma, PRRS, SNP, fertilidad.
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2.3. Introduccién

El sindrome respiratorio y reproductivo porcino
(PRRS) es una enfermedad viral infecciosa de los
cerdos que se transmite por via vertical, horizontal
directa e indirecta a cerdos susceptibles y se
considera la enfermedad viral mas importante desde
el punto de vista econémico de las explotaciones
intensivas de cerdos de Europa y América. El virus
del PRRS es de tipo RNA y pertenece al orden
Nidovirales,  familia  Arteriviridae,  género
Arterivirus (Lopez-Heydeck et al., 2015) cuyas
principales caracteristicas son una elevada tasa de
mutacion que le confiere una alta variabilidad
antigénica y la capacidad para inducir infecciones
persistentes (Lunney et al., 2010; Boddicker et al.,
2012; Chand et al., 2012). Las diferencias en las
secuencias gendémicas del PRRSV lo dividen en dos
genotipos, Europeo (EU o tipo 1) representado por
la cepa prototipo Lelystad y Norteamericano (NA o
tipo 11) representada por la cepa prototipo ATTC
VR-2332; estos tipos comparten el 63 % de su
identidad gendmica, con variaciones del 55 al 70%
comparando todo el genoma (Flores et al., 2001).
Hay una gran diversidad genética dentro de las
cepas NA y entre las cepas europeas EU y NA, lo
cual ocasiona problemas en la vacunacion y en el
diagnostico (Kleiboeker et al., 2005).

La infeccion por el virus del PRRS se caracteriza
por producir baja conversién alimenticia y bajo peso
en los cerdos asi como repeticiones del estro,
muerte de lechones e incluso abortos en hembras
reproductoras (Holtkamp et al., 2013). Las vacunas
han logrado prevenir parcialmente la infeccion por
PRRS, ya que el virus posee la habilidad de evadir
la respuesta inmune del hospedador (Collins et al.,
1996; Lewis et al 2007; Mateu et al., 2008; Geldhof
et al., 2013). Sin embargo, se han reportado
poblaciones infectadas con el virus del PRRS donde
algunas cerdas muestran el indice del nimero de
servicios por concepcion por encima del promedio
(Sierra et al., 2000); es decir, muestran cierta
habilidad para convivir con la enfermedad sin
sacrificar su comportamiento reproductivo.

En base en lo anterior, la genémica puede ser una
alternativa para explorar los mecanismos detras de
la respuesta a la infeccion por el virus del PRRS, y
poder seleccionar cerdas con menor vulnerabilidad
a la infeccion (Lunney y Chen, 2010). El andlisis de
su perfil genético que identifica aquellos
polimorfismos de nucleotido simple (SNP), que son
una variacion en la secuencia de ADN con una sola

base y que estan implicados en la regulacion de
caracteres asociados a la reproduccién en hembras
infectadas con el virus del PRRS (Lunney et al.,
2011). La validacion de dichos SNP como
marcadores genéticos permite la aplicacion de
procedimientos estadisticos especializados para la
seleccion gendmica de individuos superiores. Por lo
tanto, el objetivo de la presente investigacion fue
determinar y validar polimorfismos de nucleétido
simple asociados al numero de servicios por
concepcién en cerdas infectadas con el virus de
campo del PRRS.

2.4. Materiales y métodos

2.4.1. Sitio y unidades experimentales

El presente estudio se realizé en una granja porcina
comercial de ciclo completo ubicada en el valle del
Yaqui, Sonora, México (LN: 27°17°, LO: 109°567)
Unidades experimentales. La investigacion incluy6
53 hembras de la linea Landrace/Yorkshire de 9.03
meses de edad y un peso inicial de 108.23 + 10.9
kg.

2.4.2. Datos fenotipicos

El nimero de servicios que recibi6 cada hembra
para obtener su primera gestacion (NSC1) fueron
colectados en el programa PigWINTM. Se registrd
el nimero de servicios por concepcién (NSC1) que
recibi6 cada hembra para obtener su primera
gestacion.

2.4.3. Determinacion viral

El aislamiento del ARN viral se obtuvo a partir de
suero de cerdas positivas a PRRS diagnosticadas
por la técnica de ELISA (ELISA-IDEXX, Lab Inc.,
i.e Enzyme Linked Immunoassay). La técnica para
la determinacion de losacidos nucleicos de las
hembras fue desarrollado con el Kit DNA/ARN
(GeneReach Biotechnology Corporation) mediante
un sistema de extraccion automética de &cidos
nucleicos (tacoTM), basado en la tecnologia de
separacion magnética. Con las muestras de ARN
identificadas se realiz6 el andlisis de PCR en tiempo
real para PRRS utilizando un Kit comercial
(Tetracore Nextgen Real-Time QT-PCR Target
Specific reagents for the detection differentiation of
North American European PRRSV Viral ARN), que
reconoce un segmento del ORF 7 (Cepheid Smart
Cycler Version 2.0d).
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2.4.4. Estudio de genoma completo

Se utilizaron 8,826 polimorfismos de nucledtidos
Unico (SNP, por sus siglas en inglés), provenientes
del panel comercial “GeneSeek Genomic Profiler
(GGP) low density BeadChip (GeneSeek®,
Lincoln, NE)”, version GSGT 1.9.4. La deteccion
de SNP asociados alNSC1 fue realizada por
seleccion gendmica de Bayes C (Habier et al.,
2011).

2.4.5. Andlisis estadistico

Mediante el procedimiento MEANS en SAS
(Version 9.4; SAS Inst. Inc., Cary, NC). Se calcul6
la estadistica descriptiva para los datos fenotipicos
(Edad y NSC1). La normalidad e igualdad de
varianzas fueron probadas usando el procedimiento
UNIVARIATE. Los SNP identificados mediante el
analisis de genoma completo que fueron
significativamente relacionados con la variable
NSC1 se validaron en un modelo de efectos mixtos,
el cual incluy6 el NSC1 como variable respuesta, el
genotipo del SNP y la edad de la madre como
efectos fijos, y el macho como efecto aleatorio. La
comparacion entre las medias para cada genotipo de
los polimorfismos asociados (P<0.05) con el NSC1
la variable fenotipica de estudio fue calculada
utilizando la opciéon PDIFF del procedimiento
LSMEANS. La sustitucion de alelos y su efecto
sobre la variable NSC1 fue estimado mediante la
regresion lineal que incluyendo el término genotipo
como covariable (Habier et al., 2011).

2.5. Resultados y discusion

La media, valores maximos y minimos de la
variable NSC1 y la edad de las hembras

reproductoras infectadas con el virus del PRSS se
describen en la tabla 1.

Cuadro 1.2. Valores minimos, maximos, media y desviacion
estandar para las variables de NSC1 del nimero de servicios
por concepciébn en la primera gestacion en cerdas
reproductoras expuestas al virus de campo del PRRS.

Carécter No.  Min Media Max DS
*Edad al primer
servicio (meses) 53 5.00 9.03 14.00 1.414
NSC1 53 1.00 2.96 5.00 0.619

*Edad en meses al primer servicio, NSC1.

En el andlisis del genoma completo identificaron
cinco SNP (rs81382736, rs80976363, rs80890869 y
rs81460050) asociados (P<0.001) NSC1, los cuales
fueron rs81364943. En la tabla 2 se describe la
secuencia y el cambio de bases de los marcadores
para cada uno de los cinco SNP asociados fueron
encontrados en las hembras reproductoras
infectadas con el virus del PRSS.

Los marcadores mostraron una frecuencia de alelo
menor por arriba del 10 % (FAM>0.10), asegurando
asi que todos los posibles genotipos para estos
marcadores tienen una frecuencia minima del 1 %
en la poblacién, lo cual de acuerdo con Balding
(2006) evita resultados falsos en el estudio
asociativo  entre  genotipo y  fenotipo.
Posteriormente, los  polimorfismos  fueron
analizados a través de la prueba de Chi-cuadrada
(X2<0.05), la cual demostr6 que la distribucién de
sus genotipos estuvo en equilibrio Hardy-Weinberg
(P>0.05). Lo anterior indica que la poblacién de
cerdas utilizadas para el presente estudio ha
mantenido cierto grado de estabilidad alélica y
genotipica a través del tiempo.

La tabla 3 describe el registro oficial para cada SNP
que existe dentro de la base bioinforméatica de
NCBI, su posicién dentro del genoma, asi como las
frecuencias alélicas y genotipicas de cada SNP.

Cuadro 2.2. Marcadores significativos, secuencia y cambio de la bases para la variable NSC1 en cerdas reproductoras expuestas al

virus de campo del PRRS.

Marcador Secuencia N Pr>f

rs81364943 CACACATCTTGAGCTGGGCTTTCCT[C/TICAGGCAGAAGGAAGCAGAT
GTAGGT 49 0.0201

rs81382736 TATAAACACAGGTCTTTATTTCCTT[C/T]CCAGTTTAGCTGTACGTGTA
TATCT 49 0.0606

rs80976363 ACCTAAGGGGCCACCCCTAGCATGT[A/CIAAAGCTATAGATCCATTCC
CCCAGG 49 0.0058

rs80890869 ATGCAGGGAAACAAGAGTCTACCAAJA/GJAGCTAGCAGCAGGAGAAC
49 0.0361

TCAGCTC

1s81460050 GCTCCCTGCTGAAACACCGGTACCT[A/G]TCGGGGTCTGGGACAGAGA 49 0.0361

AGATGC
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La tabla 4 muestra los genotipos favorables para los
SNP  rs81364943, rs81382736, rs80976363,
rs80890869 y rs81460050 fueron TC, TT, AA, AA
y GG, respectivamente, puesto que las cerdas con
dichos genotipos mostraron el menor nimero de
servicios por concepcion que la media de sus
grupos.

Los cinco marcadores asociados a NSC1 en 0.41 +
0.15, 0.11 + 0.07, 0.23 £ 0.08, 0.15+ 0.11 y 0.20 +
0.09, servicios por concepcion, respectivamente
(Tabla 5). Los 5 marcadores ya han sido

por lo que a partir del presente estudio y debido a
que los polimorfismos son estadisticamente
significativos (P<0.05), es necesario realizar
estudios para validar la funcion del marcador dentro
del gen. La sustitucion alélica indica la capacidad
que tienen las cerdas de ser eficientes
reproductivamente pese a estar infectadas con el
virus del PRRS, lo que indica que dichas hembras
reproductoras poseen un alelo favorable y por
consiguiente, las crias podrian tener la misma
habilidad de la madre al mostrar una conducta

Cuadro 3.2. Frecuencias alélicas y genotipicas para la variable NSC1 en cerdas reproductoras expuestas al virus de campo del

PRRS.
*Marcador Posicion Frec. de alelos Frec. genotipicas
C T CcC TC TT
rs81364943 SSA 02 0.826 0.173 0.680 0.293 0.026
rs81382736 SSA 05 0.713 0.287 0.507 0.413 0.080
A c AA cC AC
rs80976363 SSA 14 0.480 0.520 0.213 0.253 0.533
A G AA GG AG
rs80890869 SSA 15 0.573 0.426 0.253 0.106 0.640
rs81460050 SSA 16 0.460 0.540 0.200 0.280 0.520

* Marcadores que cumplen con (MAF > 10%) y equilibrio Hardy-Weinberg (chisq < 0.05).

Cuadro 4.2. Medias de cuadrados minimos + EE para el caracter de NSC1 entre los genotipos de SNP encontrados en cerdas

reproductoras expuestas al virus de campo del PRRS.

NSC1 Genotipo No. Media Prob
rs81364943 cc 49 3.03° .0001
T 49 3.26° .0001
TC 49 2.82° .0001
rs81382736 cc 49 2.982 .0001
TC 49 3.01° .0001
TT 49 2.16° .0001
rs80976363 AA 49 267 .0001
AC 49 3.02 .0001
cc 49 3.14° .0001
rs80890869 AG 49 3.04° .0001
GG 49 3.01° .0001
AA 49 2.68° .0001
rs81460050 AA 49 3.14° .0001
AG 49 3.01° .0001
GG 49 2.74° .0009

caracterizados, en un estudio previo (SnapGene®),
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Cuadro 5.2. Efectos de sustitucion alélica para los genotipos de los polimorfismos para NSC1, en cerdas reproductoras

expuestas al virus de campo del PRRS.

Polimorfismo Alelo Efectos de sustitug:ién alélica
favorable Prob Valor estimado + EE
rs81364943 C 0.0095 0.4128 0.1506
rs81382736 T 0.1434 0.1114 0.0739
rs80976363 C 0.0133 0.2352 0.0876
rs80890869 G 0.1764 0.1539 0.1088
rs81460050 A 0.0379 0.2021 0.0915

reproductiva favorable, aun estando infectadas con
PRRS.

Aguilar et al., (2017) encontraron doce SNP
asociados con el desempefio reproductivo en
funcion al ndmero de lechones nacidos vivos, en
hembras reproductoras infectadas por PRRS. De
acuerdo con la literatura, la variante rs81364943 se
localiza dentro del gen ISOC1 y su funcién esta
asociada con la actividad catalitica, atn y cuando se
desconoce su funcidn in vivo (Kikuchi et al., 2004).
La variante rs81382736 se localiza dentro del gen
SEC31-like, y son proteinas asociadas con el
reticulo endoplasmico en el procesamiento de
proteinas de exportacién y la apoptosis (Shibata et
al., 2007). La variante rs80976363 se ubica dentro
del gen LZTS1 (encoding leucine zipper), el cual
codifica una proteina supresora de tumores que se
expresa en los tejidos normales (Vecchione et al.,
2007). El SNP variante rs81460050 se localiza en el
gen KCNMB1 (encoding potassium large
conductance calcium-activated channel, subfamily
M, beta memberl), se asocia con el control del
tono/contraccion del muasculo liso, y codifica para
proteinas con funciones moleculares de la actividad
del canal de potasio, activado por el calcio, (Xie et
al., 2010).

El PRRS es una importante enfermedad viral que
afecta la produccién de cerdos en todo el mundo y
trae  como consecuencia la disminucion del
rendimiento reproductivo en hembras (Lewis et al.,
2009; Rowland et al., 2012; Serdo et al., 2014). De
acuerdo a algunas estimaciones recientes, el PRRS
es la enfermedad mas costosa que afecta a la
industria porcina (Charerntantanakul, 2012; Alonso
et al., 2013), esto debido a que los rasgos
reproductivos del ganado porcino son sumamente
importantes por el papel principal que desempefian
en el éxito econdémico de la produccion (Rothschild
et al., 1996). De este modo, los parametros
reproductivos son considerados uno de los aspectos
mas importantes en la cria de cerdos debido a su
influencia en la eficiencia econémica de la
produccion porcina (Bergfelder-Driiing et al.,

2015). Otros autores afirman que, con el fin de
generar mayores ganancias en la produccién de
lechones, los objetivos de seleccion para la cria de
cerdos se centran en la crianza y reproduccién de
marranas con superiores parametros reproductivos
(Koning et al., 2001; Hanenberg et al., 2001; Lewis
et al., 2005). De acuerdo con Boddicker et al.
(2012), ellos fueron los primeros en reportar
hallazgos en las regiones genémicas asociadas con
la resistencia al PRRS o la susceptibilidad en los
cerdos en crecimiento. En su estudio identificaron
regiones gendmicas para el dia 42 post-infeccion en
los cromosomas 1, 4, 7y 17.

En base a los resultados obtenidos en el presente
estudio, se puede proponer que hay mas regiones
dentro del genoma del cerdo que indican tolerancia
al PRRS, mientras que la conducta reproductiva de
las cerdas permanece estable. Balding et al. (2006)
mencionan que al explorar el genoma completo,
resulta complicado detectar una variante causal o
directamente responsable de los cambios fenotipicos
en las poblaciones, sin embargo, debido a la
presencia del desequilibrio de ligamiento, es posible
detectar asociaciones indirectas a través del estudio,
por lo que al encontrar polimorfismos asociados a
variaciones fenotipicas es necesario considerar en
cuenta también a los genes que rodean al
polimorfismo significativo.

2.6. Conclusiones

Se identificaron cinco polimorfismos asociados al
caracter de nimero de servicios por concepcion en
la primera gestacion en hembras reproductoras
infectadas con el virus del PRRS. Los alelos
favorables de estos polimorfismos (SNP) mostraron
un efecto eficiente con respecto a la media de sus
grupos, lo cual significa que al estar presente al
menos una copia del alelo favorable en el genotipo
de la cerda, ésta mostrard una mejora significativa
en la disminucion del ndmero de servicios por
concepcion.

Por lo anterior, estos polimorfismos pueden ser
considerados como parte de un programa de
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seleccion asistida por marcadores moleculares
(SAM), con el propésito de obtener un
mejoramiento genético entre las explotaciones
porcinas, de manera que las nuevas generaciones
del pie de cria, sean capaces de tolerar la presencia
del PRRS, mientras que su conducta reproductiva
no se veria afectada.

La seleccion gendémica ayuda a los métodos
convencionales, por su economia y alto
rendimiento. Se requiere identificar los mapas de
interaccion de genes involucrados para de esta
forma determinar los mecanismos fisiolégicos de la
respuesta en la interaccidn genotipo con el fenotipo.
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3.1. Resumen.

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es una enfermedad viral que afecta el
comportamiento reproductivo de las cerdas generando severas pérdidas econdmicas. El
objetivo del presente estudio fue identificar polimorfismos de nucledtido simple (SNP)
asociados al numero de lechones nacidos vivos al primer (LNV1) y segundo parto (LNV2) en
cerdas reproductoras infectadas con el virus del PRRS. El estudio incluyé 100 hembras de la
linea Landrace(%)/Yorkshire(¥), gestantes y con diagnéstico positivo del virus del PRRS.
Muestras sanguineas individuales fueron obtenidas y depositadas en tarjetas para coleccién de
acidos nucleicos. Dichas tarjetas fueron procesadas para la extraccion de ADN, el cual fue
genotipado usando un dispositivo para perfil genomico con 10,000-SNP. Los genotipos
resultantes fueron analizados usando un modelo mixto multi-locus, el cual detecto tres SNP
asociados a LNV1 y cinco SNP asociados a LNV2 (P<0.001). Los ocho SNP fueron validados
utilizando un modelo asociativo de efectos mixtos que incluyo los términos genotipo y edad de
la madre como efectos fijos, y el padre como efecto aleatorio. Los efectos de sustitucion
alélica fueron estimados con el modelo anterior incluyendo el término genotipo como
covariable. Los SNP rs81276080, rs81334603 y rs80947173 se asociaron a LNV1 (P<0.01),
siendo los alelos favorables T, G y A, respectivamente. Los SNP rs81364943, rs80859829,
rs80895640, rs80893794 y rs81245908 se asociaron a LNV2 (P<0.01), siendo los alelos
favorables T, T, T, C y G, respectivamente. En conclusion, estos resultados sugieren la
existencia de variantes génicas asociadas al desempefio reproductivo de cerdas infectadas por

el virus del PRRS.

Palabras clave: alelos, cerdas reproductoras, genotipo, lechones nacidos vivos, PRRS, SNP.
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3.2. Abstract.

The porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is a viral disease that decreases
the reproductive performance in breeding sows and leads to economic losses to the swine
industry. The objective of the present study was to identify single nucleotide polymorphisms
(SNP) associated to the number of live-born piglets in the first (LBP1) and second birth
(LBP2) in breeding sows infected with the PRRS virus. The study included 100 females of the
Landrace(¥%)/ Yorkshire(*s) line, pregnant and with a confirmed positive diagnosis of the
PRRS virus. Individual blood samples were obtained and spotted onto cards for collection of
nucleic acids. The cards were processed for DNA extraction which was genotyped using a
10,000-SNP chip for genomic profile. Resulting genotypes were analyzed using a multi-locus
mixed model that detected three SNP associated to LBP1 and five SNP associated to LBP2
(P<0.001). These eight SNP were validated using an associative mixed effects model which
includes the terms genotype and age of dam as fixed effects, and sire as random effect. Allele
substitution effects were estimated using the same model including the term genotype as
covariate. The SNP rs81276080, rs81334603 and rs80947173 were associated to LBP1
(P<0.01), being the most favorable alleles T, G and A, respectively. The SNP rs81364943,
rs80859829, rs80895640, rs80893794 and rs81245908 were associated to LBP2 (P<0.01),
being the most favorable alleles T, T, T, C and G, respectively. In conclusion, these results
suggest the existence of gene variants associated with the reproductive performance of sows

infected by the PRRS virus.

Key words: alleles, breeding sows, genotype, live-born piglets, PRRS, SNP.
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3.3. Introduccién.

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es una enfermedad de distribucion
mundial que genera pérdidas econdmicas en la industria porcina estimadas aproximadamente
en $3.08 délares americanos por cerdo al mercado.

El agente etiologico del PRRS es un virus ARN de cadena sencilla que pertenece al género
Arterivirus, cuyas principales caracteristicas son su elevada tasa de mutacion, que le confiere
una alta variabilidad antigénica, y su capacidad para inducir infecciones persistentes®®. El
reporte inicial de la enfermedad del PRRS en México describié que las cerdas infectadas
mostraban un cuadro de problema reproductivo y mortalidad en la linea de produccion®®. La
primer descripcion clinica, epidemioldgica y productiva de la enfermedad, asi como el primer
aislamiento del virus del PRRS, fueron reportados en los estados de México, Guanajuato,
Veracruz y Puebla®.

La infeccion por el virus del PRRS se caracteriza por pobre conversion alimenticia que se
traduce en bajos pesos de los cerdos en general, asi como alteraciones en la fertilidad en
hembras reproductoras tales como repeticion del estro, mortalidad fetal, momificacion,
induccion de abortos y baja viabilidad de lechones al nacimiento®.

La vacunacion es el método mas comun para el control del PRRS y a la fecha ha logrado
prevenir en cierta medida la infeccion por PRRS. Sin embargo, la eficacia de las vacunas aun
se encuentra lejos de ser universal, ya que el virus posee la habilidad para evadir la respuesta
inmune del hospedador, y ademas, entre hospedadores existen diferencias de origen genético
en su respuesta ante la presencia del virus®”. La vacunacion puede tener cierta eficacia
cuando se trata de cepas homdlogas, pero al tratarse de cepas heterologas su efectividad se
reduce drasticamente. Por lo tanto, actualmente vacunar contra el virus del PRRS solo

garantiza una reduccion en la duracion de la viremia y del periodo de eliminacion del virus, asi
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como una disminucion en el grado de presentacion de signos y sintomas clinicos, pero no
suprime la enfermedad®:

La existencia de variantes genicas asociadas a la interaccion entre el virus del PRRS y su
huésped, asi como la evidencia de una variabilidad natural en la tolerancia y/o susceptibilidad
al PRRS en las lineas porcinas comerciales, han abierto la puerta al uso de tecnologias
moleculares como una valiosa herramienta para combatir la enfermedad del PRRS®. Al
respecto, la seleccion asistida por marcadores moleculares (SAM) puede emplearse para
identificar, a traves del estudio de genes candidatos, a aquellos animales que poseen una
habilidad genética superior para la expresion de caracteres de importancia econémica, entre
los cuales se incluye la resistencia o tolerancia a enfermedades"’?. Los primeros ejemplos de
la aplicacion de estas tecnologias en cerdos fueron la seleccién en contra del gen del
halothano, y la identificacion de una asociacion significativa entre el gen del receptor del
estrégeno y el nimero de lechones nacidos vivos®Y. Sin embargo, el desarrollo actual de
sistemas de computo mas robustos ha facilitado la seleccion gendomica completa, la cual
involucra el uso extensivo de marcadores moleculares que cubre la totalidad del genoma, de
tal manera que cientos de miles de variantes moleculares pueden ser estudiadas al mismo
tiempo a fin de explicar la variacién genética de una caracteristica fenotipica™®. Este método
permite realizar estudios asociativos que incluyen el analisis de una gran cantidad de
marcadores en forma simultanea a través del uso de dispositivos de baja (10k=10,000 SNP) o
alta densidad (50k=50,000 a 60k=60,000 SNP).

Diversas investigaciones se han realizado en cerdos con el fin de identificar regiones en el
ADN relacionadas con rasgos de interés econémico, entre los cuales se encuentra la resistencia
al virus del PRRS®*4®_Reportes iniciales sugirieron la existencia de base genética asociada

a la enfermedad del PRRS. Al respecto, cerdos de la raza Hampshire infectados con PRRS
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mostraron lesiones pulmonares mas graves que cerdos de las razas Duroc y Meishan®. Por
otra parte, cerdos de la linea sintética Large White-Landrace mostraron una menor
temperatura rectal y una reduccion en la viremia después de ser infectados con el virus del
PRRS, en comparacion con cerdos de la linea sintética Hampshire-Duroc®”. Recientemente,
se reportd una region génica dentro del cromosoma 4 asociada a la resistencia al virus del
PRSS, lo cual evidencio la existencia de un fuerte componente genético asociado a esta
habilidad®.

Sin embargo, actualmente es escasa la informacion reportada sobre genes y/o variantes
génicas relacionadas a las diferencias fenotipicas observadas en la eficiencia reproductiva de
hembras infectadas con el virus del PRRS. Por lo tanto, el andlisis de la base genética de la
respuesta reproductiva de dichas hembras, podria conducir a la identificacion de marcadores
genéticos asociados a un adecuado comportamiento reproductivo, lo cual seria de gran utilidad
para la implementacion de programas mas eficientes de seleccion, que incluyan cerdas con
habilidad genética superior para tolerar y/o resistir la infeccion del virus del PRSS.

En base a lo anterior, el objetivo del presente estudio fue identificar polimorfismos de
nucleotido simple asociados al nimero de lechones nacidos vivos al primer (LNV1) y segundo

parto (LNV2) en cerdas reproductoras infectadas con el virus del PRRS.

3.4. Materiales y Métodos.
3.4.1. Sitio y unidades experimentales.

El presente estudio se realizé en una granja porcina comercial de ciclo completo ubicada en el
valle del Yaqui, Sonora, México (LN: 27°17’, LO: 109°56°). Se utilizaron 100 cerdas
reproductoras de la linea comercial Landrace(%.)/Yorkshire(/¥4), de 12 meses de edad, las

cuales fueron expuestas e infectadas en forma natural con el virus de campo del PRRS al
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ingresar al area de pie de cria. Dentro de esta area, las hembras iniciaron su manejo
reproductivo que consistié en proporcionarles dos servicios con verracos de fertilidad probada
después de ser observadas en estro. Una vez confirmadas como gestantes, las cerdas fueron
trasladadas al area de gestacion y permanecieron ahi hasta el dia previo a su parto, momento
en el cual fueron movilizadas al area de maternidad. Inmediatamente después del parto se
contabilizd el nimero de lechones nacidos vivos. EI mismo manejo reproductivo antes
descrito se repitié para la segunda cubricion de cada hembra y su parto correspondiente. Los
registros obtenidos del numero de lechones nacidos vivos al primer (LNV1) y segundo parto
(LNV2) fueron almacenados dentro del programa de computo PigWIN®.

3.4.2. Andlisis de laboratorio.

Muestras de sangre fueron colectadas en forma individual por puncion de la vena auricular,
para la determinacion sérica de los titulos de anticuerpos especificos contra el virus del PRRS
empleando la herramienta diagndstica “ELISA-IDEXX” (Enzyme Linked Immunoassay, Lab
Inc.). El aislamiento de ARN viral se realizo a partir del suero sanguineo mediante un sistema
de extraccion automatica de acidos nucleicos basado en la tecnologia de separacién magnética
(TACO System, GeneReach Biotechnology Corporation). Con las muestras de ARN
purificadas se realizé el analisis de PCR en tiempo real utilizando un Kit comercial (Tetracore
Nextgen Real-Time QT-PCR), el cual reconoce un segmento del ORF 7 del virus del PRRS y
cuyos resultados se reportan como nimero de copias de ARN del virus del PRRS por mL de
muestra (Cepheid Smart Cycler Version 2.0d).

3.4.3. Estudio del genoma completo.

Se obtuvo una muestra adicional de sangre (0.5 ml) de cada hembra la cual fue colocada
tarjetas para recoleccion de &cidos nucleicos. Las tarjetas se almacenaron a 25°C y

posteriormente fueron enviadas al Laboratorio Neogen donde se realiz6 la extraccion,
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purificacion y cuantificacion del ADN para cada una de las hembras muestreadas. EI ADN fue
sometido a un proceso de genotipado utilizando un dispositivo de perfil genémico de baja
densidad (Low Density Porcine BeadChip, Neogen®, Lincoln, NE) con capacidad para
andlisis de 10,000 SNP. Una vez obtenidos los resultados, se utilizo el software PLINK
(V1.07)“® para el analisis de calidad y depuracion de genotipos que consistié en la remocién
de los SNP con tasa de genotipado por debajo del 90%, frecuencia del alelo menor inferior al
5% vy tasa de error Mendeliano superior a 0.1. Finalizado este analisis, un total de 8,826 SNP
resultaron utiles e informativos para el estudio asociativo de genoma completo. Para ello, un
modelo mixto multi-locus fue construido con el fin de identificar SNP asociados a los
caracteres reproductivos de LNV1 y LNV2 utilizando el programa Golden Helix SVS 7
(Golden Helix Inc., Bozeman, Montana, USA). Al procesar el modelo asociativo antes
mencionado, se implemento el procedimiento “stepwise” para identificar los polimorfismos
significativos como covariables de efectos fijos. Ademas, el modelo permitio la utilizacion de
una matriz de relaciones genomicas estimada a partir de los genotipos disponibles (SNP) para
cada animal. Se consider6 a los SNP como asociados a los fenotipos de interés a un o = 0.001,
y todos aquellos que resultaron estadisticamente significativos (P<0.001), fueron retenidos
para su posterior analisis individual de validacion.

3.4.4. Andlisis estadistico de validacion.

Las estadisticas descriptivas para las variables continuas de LNV1 y LNV?2 se calcularon con
el procedimiento MEANS del paquete estadistico SAS version 9.4 (SAS Inst. Inc., Cary, NC).
Las pruebas de normalidad e igualdad de varianza fueron realizadas usando el procedimiento
UNIVARIATE®. El calculo de las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como la prueba Ji-
cuadrada (X?) para verificar posibles desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg, fueron

desarrollados usando el procedimiento ALLELE®?. Los SNP que resultaron asociados
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(P<0.001) a los caracteres de LNV1y LNV2, y que cumplieron con los criterios de frecuencia
del alelo menor superior al 10 % (FAM>0.10) y no-desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg
(X*>0.05), fueron sometidos a un analisis de validacién a través de un estudio asociativo entre
genotipo y fenotipo, empleando el procedimiento MIXED para variables de distribucién
continua. Dicho anélisis de validacion individual para cada SNP se efectu6 a través de un
modelo de efectos mixtos, el cual se describe a continuacion:

Y=Xb+Zs+e
Donde:
Y = vector de valores fenotipicos del rasgo de interés (LNV1, LNV2),
X = matriz de incidencia para efectos fijos (genotipo del SNP y edad de la madre),
Z = matriz de incidencia para efectos genéticos aleatorios (padre),
b = vector de coeficientes para efectos fijos,
s = vector de efectos genéticos aleatorios (s ~ N (0, 6°%)),
e = vector de residuos (e ~ N (0, I6%))

Dentro del modelo anterior, ¢°

s representa la varianza genetica del padre, misma que
corresponde a ¥ de ¢°, (varianza genética aditiva). | representa una matriz de identidad y, ¢
representa la varianza residual.

Las comparaciones entre medias para los genotipos de los SNP asociados con las variables de
LNV1 y LNV2 fueron obtenidas utilizando la opcion PDIFF del procedimiento LSMEANS,
incluyendo el ajuste Bonferroni, siempre y cuando el término genotipo del SNP resultd ser
fuente de variacion (P<0.05) en el andlisis asociativo. Los efectos de sustitucion alélica fueron

estimados a través del modelo de efectos mixtos descrito previamente, el cual para este

andlisis incluyo el término genotipo como covariable. Finalmente, se calcularon los efectos
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genéticos de dominancia y aditividad para cada SNP que resulto significativo, utilizando los
valores promedio de sus respectivos genotipos®Y.

3.5. Resultados.

En el Cuadro 1 se muestran las estadisticas descriptivas de los caracteres reproductivos en
estudio, asi como de variables referentes a la viabilidad de los lechones al nacimiento y al
destete. Los valores mostrados son muy similares entre el primer y el segundo parto, aunque
ligeramente superiores para hembras primerizas.

3.5.1. Andlisis del genoma completo.
El analisis gendmico asociativo identifico tres SNP asociados a la variable de LNV1

(P<0.001), los cuales se ubican dentro de los cromosomas 6 y 7 (Figura 1); mientras que para
LNV?2 fueron identificados cinco SNP (P<0.001), localizados dentro de los cromosomas 2, 5,
7'y 8 (Figura 2). Los SNP asociados a LNV1 fueron rs81276080, rs81334603 y rs80947173
(P<0.001). Por otra parte, los SNP asociados a LNV2 fueron rs81364943, rs80859829,
rs80895640, rs80893794 y rs81245908 (P<0.001). EI numero de SNP identificados por
variable analizada, asi como la ubicacion cromosomica de los mismos, se muestran en el
Cuadro 2.

3.5.2. Validacion de polimorfismos de nucleétido simple (SNP).

Los ocho SNP identificados por su asociacion con las variables reproductivas de LNV1 y
LNV2, cumplieron con los criterios de no-desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (X?=1.0,
P>0.28) y de frecuencia del alelo menor superior al 10% (FMA>0.10; Cuadro 3). Tres de
ellos fueron validados como predictores de la variable LNV1 (P<0.01) y cinco como
predictores de la variable LNV2 (P<0.01). En el Cuadro 4 se muestran las medias de
cuadrados minimos para los genotipos de cada uno de los SNP asociados a las variables de

LNV1 y LNV2. Los SNP maés favorables fueron rs81334603 y rs81364943 ya que mostraron
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los valores méas altos para LNV1 (GG = 13.47 + 1.11) y LNV2 (TT = 16.30 £ 3.01),
respectivamente; mientras que los SNP menos favorables fueron rs81276080 y rs80859829 ya
que mostraron los valores mas bajos para LNV1 (GG = 7.59 £ 0.61) y LNV2 (CC =5.94
0.78), respectivamente. Sin embargo, cada uno de los ocho SNP validados en el presente
estudio mostro un genotipo asociado favorablemente a los caracteres reproductivos analizados.
Los efectos de substitucion alélica para cada SNP se muestran en el Cuadro 5. Los alelos
favorables de los SNP rs81276080, rs81334603 y rs80947173 asociados a LNV1, fueron T, G
y A, ya que elevan en 3.28 = 0.74, 3.52 + 0.62 y 2.35 + 0.68 el numero de LNV1,
respectivamente (P<0.005). Respecto a los SNP rs81364943, rs80859829, rs80895640,
rs80893794 y rs81245908 asociados a LNV2, los alelos favorables fueron T, T, T, C y G, ya
que incrementan en 3.66 + 0.85, 3.38 £ 0.82, 1.92 + 0.58, 2.64 £ 0.61 y 3.18 + 0.77 el nimero
de LNV2, respectivamente (P<0.005). Los valores antes descritos indican una contribucién
favorable de los ocho SNP sobre los caracteres reproductivos evaluados en cerdas infectadas
con el virus del PRRS, mostrando cada uno de dichos SNP un efecto genético aditivo.

3.6. Discusion.

Los efectos negativos de la infeccion por el virus del PRRS sobre el numero de lechones
nacidos vivos en cerdas de diferente paridad han sido previamente reportados®*?®). Lewis et
al® observaron un incremento en los valores promedio de cerdos momificados y no-nacidos
de 0.04 a 1.13 y 0.63 a 1.02, respectivamente, en cerdas infectadas con el virus del PRRS en
comparacion con cerdas sanas, asi como una reduccion en el nimero de cerdos nacidos vivos
de 10.3a29.8.

Por otra parte, la existencia de variabilidad genética en el desempefio reproductivo de cerdas
infectadas con el virus del PRRS también ha sido claramente descrita en varias

investigaciones. Al respecto, Rashidi et al™® reportan una variacion de 3.83 + 0.31 en el
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numero de lechones nacidos vivos en cerdas infectadas con el virus del PRRS, en comparacion
con una variacion de 1.96 + 0.06 en el namero de lechones nacidos vivos en cerdas sanas. La
variabilidad antes mencionada, principalmente en las cerdas infectadas con PRRS, sugiere la
existencia de una base genética asociada a la respuesta reproductiva ante la enfermedad. Por lo
anterior, se ha sefialado que una estrategia interesante para reducir el impacto negativo del
PRRS en hembras reproductoras, es la identificacion de marcadores moleculares que
conduzcan a un mejor entendimiento del control genético de la respuesta al virus, y
eventualmente, utilizarlos en la implementacion de programas de seleccion asistida por
marcadores (SAM)@.

En el presente estudio, el analisis del genoma completo identificé un total de ocho SNP
asociados a las variables de LNV1 y LNV2 (P<0.001) en cerdas reproductoras infectadas con
el virus del PRRS. Dichos SNP mostraron una frecuencia del alelo menor superior al 10%, lo
cual en términos generales es considerado como un requisito para evitar resultados falsos en
estudios asociativos entre genotipo y fenotipo®®®.

En el analisis estadistico individual, los ocho SNP identificados fueron validados como
predictores de las variables LNV1 y LNV2, y de los cuales sélo dos de ellos se encuentran
dentro de regiones funcionales. Por una parte, el SNP rs81276080 (asociado a LNV1) se
localiza en la region 5 del gen TTR (Transthyretin), el cual codifica la sintesis de una proteina
transportadora de hormonas tiroideas en plasma y fluido cerebroespinal. EI TTR ha sido
propuesto como un potencial gen candidato asociado a la respuesta fisiolégica de cerdos
sometidos a estrés por calor, el cual limita seriamente la capacidad reproductiva®®”, ya que
disminuye la calidad de los ovocitos y la viabilidad embrionaria, exacerbando los efectos
negativos del PRRS sobre la fertilidad de cerdas infectadas. Por otra parte, el SNP rs80893794

(asociado a LNV?2) se localiza en una region intrénica del gen CWHA43 (Cell wall biogenesis
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43 C-terminal homolog). El gen CWHA43 esta involucrado en la remodelacion de lipidos de la
pared celular de las levaduras® y se ha reportado que dicho gen es homélogo al PGAP2
(Post-GPI attachment to proteins), el cual estad implicado en los ciclos de de-acetilacion y re-
acetilacion de las proteinas que sintetizan Phosphatidyl Inositol (Pl) en las células
mamiferas®®. El Pl es una familia de lipidos que participan en el mecanismo de segundo
mensajero en la membrana celular, y que es empleado por diversas hormonas, entre ellas la
PGF2a, la cual juega un papel importante en la funcion ovarica y actividad uterina, y por lo
tanto influye directamente en las variables de LNV1y LNV2.

Los restantes seis SNP se localizan en regiones intergénicas (no-funcionales). Al respecto, es
importante puntualizar que, al explorar el genoma completo, resulta complicado detectar una
variante causal o directamente responsable de los cambios fenotipicos en las poblaciones; sin
embargo, debido a la propiedad del desequilibrio de ligamiento en el genoma, es posible
detectar asociaciones indirectas entre diversos SNP y los fenotipos de interés. Lo anterior
sustenta la importancia de tomar en cuenta genes con ubicacion cromosomica cercana a
aquellos SNP que resulten significativos y que tienen posiciones intergénicas (cuando menos
en un rango de 100 mil pares de bases; 100 kbp)©®?. Uno de estos SNP es el rs81334603
asociado a LNV1, mismo que se ubica a una distancia de 40.26 kbp del gen KCNQ4
(Potassium voltage-gated channel subfamily Q member 4). La expresion de este gen se
encuentra disminuida en ganglios linfaticos traqueobronquiales de cerdos infectados con la
cepa norteamericana VR-2332 del virus del PRRS®Y. Ademés, aproximadamente a 72.77 kbp
del SNP rs81334603 se localiza el gen CTPS1 (CTP Synthase 1), el cual codifica para la
produccion de la enzima CTP sintetasa encargada de la biosintesis de nucleotidos de
pirimidinas (UTP y CTP), asi como también para la sintesis de ciclopentenilcitosina, un agente

antiviral de amplio espectro®?,
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En lo que respecta al SNP rs80947173, también asociado a LNV1, el gen méas cercano a su
ubicacion es FLRT2 (fibronectin leucine rich transmembrane protein 2) localizado a 889.05
kbp de distancia. Si bien es cierto que este gen se encuentra considerablemente alejado del
SNP antes mencionado, niveles dtiles de desequilibrio de ligamiento (>0.3) parecen
extenderse a distancias mayores en cerdos que en ganado Holstein, lo que implica que paneles
de SNP menos densos aun pueden brindar resultados confiables en estudios asociativos de
genoma completo®. Por su parte, se ha reportado que el gen FLRT2 se encuentra asociado al
niimero de lechones nacidos vivos en poblaciones de cerdos Large White y Landrance®?.

En el caso de los SNP asociados a LNV2, uno de ellos es el rs81364943, ubicado a 88.72 kbp
de distancia del gen ISOCL1 (isochorismatase domain containing 1) y a 178.67 kbp del gen
ADAMTS19 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 19). El gen 1SOC1
ha sido vinculado a procesos de actividad catalitica en ovocitos porcinos mediante un estudio
de co-expresion genética®, mientras que polimorfismos del gen ADAMTS19 en muijeres, se
han relacionado con la presencia del sindrome de ovarios poliquisticos®®.

Otro de los SNP asociados a LNV2 fue rs80859829, el cual se posiciona a 31.75y 177.73 kbp
de los genes ADAMTS20 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 20) e
IRAK4 (interleukin 1 receptor associated kinase 4), respectivamente. La posible explicacion
de la asociacion de este polimorfismo con el desempefio reproductivo al parto de cerdas
reproductoras infectadas con PRRS, se atribuye a que el gen ADAMTS20 se expresa en alto
grado en 6rganos como el cerebro y las gonadas®”, mismos que resultan afectados tras la
infeccion por el virus del PRRS®®. Del mismo modo, la quinasa asociada al receptor de
interleucina-1 (producto proteico del gen IRAK4), se ha visto involucrada en los mecanismos
de replicacion viral del PRRS, puesto que su produccion se limita o disminuye a causa de la

accion de un conocido micro RNA (miRNA-373) con efectos provirales®®.
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El SNP rs80895640 también asociado a LNV2, se encuentra a 34.3 kbp del gen CD83 (CD83
molecule); este gen, ha sido previamente vinculado con el nimero total de lechones nacidos y
el nimero de lechones nacidos vivos en cerdos hibridos Ibérico X Meishan’*?. De manera
interesante, dentro del contexto inmunoldgico, la molécula CD83 ha sido recientemente
sefialada como una pieza clave del mecanismo de escape ante el sistema inmune que utiliza el
virus del PRRS, ya que éste es capaz de regular positivamente la expresion en forma soluble
de la molécula CD83 (sCD83), la cual se encuentra asociada a la inmunosupresion de la
proliferacion de células T en el hospedador®®. Similarmente, a 54.05 kbp del SNP
rs80895640, se ubica el gen RNF182 (Ring finger protein 182), mismo que se encuentra
involucrado en procesos de apoptosis neuronal®?, los cuales ocurren cominmente tras la
infeccion de cepas altamente infecciosas del virus del PRRS“Y.

Finalmente, el SNP rs81245908 (asociado a LNV2) se encuentra a una distancia aproximada
de 53.52 kbp del gen FAT4 (FAT atypical cadherin 4). La asociacion de este polimorfismo
podria explicarse a partir de un estudio que brinda evidencia de que la expresion del gen FAT4
en humanos ha sido identificada en el tejido cerebral fetal y en el cerebro de infantes“?,
mientras que por otra parte, se ha comprobado que la infeccion materna por PRRS puede
afectar el desarrollo neuronal en los lechones, reduciendo el ndmero de neuronas del
hipocampo y aumentando el nimero de glias“®.

3.7. Conclusiones e implicaciones.

Los datos obtenidos en esta investigacion confirman la existencia de una base genética
asociada a las variables de lechones nacidos vivos al primer y segundo parto de cerdas
reproductoras infectadas con el virus del PRRS. Ello se sustenta en la identificacion y
validacion de ocho marcadores moleculares que mostraron una contribucion favorable en la

conducta reproductiva de las cerdas con PRRS incluidas en el presente estudio. Por lo tanto, el
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uso de tecnologias moleculares novedosas como el analisis de genoma completo y la seleccién
asistida por marcadores, representan una herramienta potencial para entender la variacion
genética asociada a fenotipos complejos como la fertilidad y/o tolerancia a las enfermedades.
Sin embargo, se considera importante realizar estudios adicionales empleando dispositivos
para perfil genébmico de mayor densidad, y analizando diversos fenotipos asociados a la

reproduccion y a la respuesta clinica de cerdas infectadas con el virus del PRRS.
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Cuadros.

Cuadro 1.3. Valores promedio + EE para variables reproductivas y de viabilidad asociadas al
primer y segundo partos en cerdas reproductoras infectadas con el virus de campo del PRRS.

Parto Caracter N Media + EE
Primero  Lechones nacidos totales 100 12.45 + 3.56
Lechones nacidos vivos 100 11.13 +3.59
Lechones nacidos muertos 100 0.98 +1.02
Numero de lechones destetados 100 10.72 £ 3.04
Peso total destetados (kg) 100 65.95 + 13.01
Peso promedio destetados (kg) 100 5.77 £0.85
Segundo  Lechones nacidos totales 100 11.55+3.10
Lechones nacidos vivos 100 10.36 + 3.59
Lechones nacidos muertos 100 0.80+1.03
Numero de lechones destetados 100 10.24 +1.79
Peso total destetados (kg) 100 55.14 £ 14,51
Peso promedio destetados (kg) 100 5.33+0.81

Cuadro 2.3. Numero y localizacién cromosémica de SNP asociados a las variables de LNV1
y LNV2 en cerdas reproductoras infectadas con el virus de campo del PRRS.

Variable Nur(r;)e!(c)) SSSNP Cromosomas
LNV1! 3 6,7
LNV2? 5 2578

LNV1'= Lechones Nacidos Vivos en el ler. parto; LNV2” = Lechones Nacidos Vivos en el 2do. Parto.
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Cuadro 3.3. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP asociados a LNV1y LNV2 en

cerdas reproductoras infectadas con el virus de campo del PRRS.

Variable SNP Posicién Frec. Alélicas Frec. Genotipicas
G T GG GT TT
LNV1? rs81276080 SSA 6 0.1878 0.8122  0.0352 0.3052 0.6596
A G AA AG GG
rs81334603 SSA 6 0.3867 0.6133 0.1467 0.4800 0.3733
A C AA AC CC
rs80947173 SSA 7 0.7431 0.2569  0.5556 0.3750 0.0694
C T CcC CT TT
LNV22 rs81364943 SSA 2 0.8266 0.1734 0.6800 0.2933 0.026
rs80859829 SSAS 0.3133  0.6867 0.0533 0.5200 0.4267
rs80895640 SSA7 0.3379 0.6621 0.1622 0.3514 0.4865
rs80893794 SSA 8 0.3099 0.6901  0.1268 0.3662 0.5070
A G AA AG GG
rs81245908 SSA 8 0.3000  0.7000 0.0667 0.4667 0.4667

LNV1!= Lechones Nacidos Vivos en el ler. parto; LNV2° = Lechones Nacidos Vivos en el 2do. Parto.
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Cuadro 4.3. Medias de cuadrados minimos + EE para los genotipos de los SNP asociados a
las variables de LNV1 y LNV2 en cerdas reproductoras infectadas con el virus de campo del

PRRS.
Variable SNP No Medias por Genotipo + EE Prob
TT TG GG
LNV1! rs81276080 100 12.33+1.16  8.04+1.08°  7.59+0.61° .0001
GG AG AA
rs81334603 100 13.47+1.11* 10.51+0.75° 8.56+0.77° .0001
AA AC CcC
rs80947173 100 12.59+1.48%  9.81+0.94° 8.31+0.68" .0001
TT TC cC
LNV2? rs81364943 100 16.30+3.01°  12.94+0.95 9.23+0.62" .0001
TT TC cC
rs80859829 100 12.21+3.04> 8.75+0.69°  5.94+0.78" .0001
TT TC cC
rs80895640 100 11.88+1.06°  9.61+0.91° 8.11+0.85° .0001
CcC TC TT
rs80893794 100 13.42+1.07* 10.08+0.74°  7.95+0.84° .0001
GG GA AA
rs81245908 100 12.25+2.08°  8.57+0.74°  7.50+0.75° .0001

LNV1!= Lechones Nacidos Vivos en el ler. parto; LNV2° = Lechones Nacidos Vivos en el 2do. Parto.
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Cuadro 5.3. Efectos de sustitucion aléelica para SNP asociados a las variables de LNV1 y
LNV2 en cerdas reproductoras infectadas con el virus de campo del PRRS.

Efectos de Substitucion Alélica

Variable SNP Alelo Prob Valor EE
Favorable Estimado
LNV1* rs81276080 T 0.0005 3.28 1.1476
rs81334603 G 0.0002 3.52 0.6227
rs80947173 A 0.0013 2.35 0.6870
LNV2?2 rs81364943 T 0.0001 3.66 0.8525
rs80859829 T 0.0002 3.38 0.8201
rs80895640 T 0.0022 1.92 0.5893
rs80893794 C 0.0001 2.64 0.6162
rs81245908 G 0.0002 3.18 0.7732

LNV1!= Lechones Nacidos Vivos en el ler. parto; LNV2° = Lechones Nacidos Vivos en el 2do. Parto.
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Figuras.

Figura 1.3. Grafica Manhattan que muestra la ubicacion de los SNP asociados a la variable
de LNV1 (umbral de significancia fijado a P<0.001).
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Figura 2.3. Gréafica Manhattan que muestra la ubicacion de los SNP asociados a la variable de
LNV2 (umbral de significancia fijado a P<0.001).
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES GENERALES

En la presente investigacion se identificaron 13 polimorfismos de
nucleotido simple rs81364943, rs81382736, rs80976363, rs80890869, rs81460050.
rs81276080, rs81334603, rs80947173, rs81364943, rs80859829, rs80895640,
rs80893794 y rs81245908, que se asociaron con una conducta reproductiva
favorable, en cerdas reproductoras expuestas al virus del PRRS en el sur de Sonora,
México. Los polimorfismos mostraron una Frecuencia de Alelo Menor por arriba del
10 % y un efecto eficiente con respecto a la media de sus grupos, lo cual significa
que éstas mostraran una mejora significativa en la eficiencia reproductiva, aun
estando infectadas con el virus del PRRS.

Los SNPs asociados a la variables reproductivas, cinco de ellos
rs81276080, rs80947173, 80895640, rs81460050 y rs80859829 asociados a genes
que contribuyen al desempefio reproductivo, la prolificidad, la funcién ovarica y la
actividad uterina en cerdas reproductoras infectadas con PRRS. Por otra parte cinco
SNPs; rs81334603, rs81334603, rs81245908, rs80895640 y rs81382736 estan
asociados a genes que asisten la relacion huésped-virus, en funcion a la capacidad
de mantener un estado de homeostasis, como promotores de antivirales,
favoreciendo el desarrollo neuronal en los lechones, los cuales ocurren cominmente
tras la infeccion de cepas altamente infecciosas del virus del PRRS, y por ultimo con
el procesamiento de proteinas de exportacion y la apoptosis. Se identificaron
polimorfismos especificos en genes con funciones aun no descritas, que representan
lineas de investigacion para entender el comportamiento productivo y reproductivo de
cerdas expuestas al virus del PRRS.

Con los resultados obtenidos en este estudio, se puede proponer que hay
regiones dentro del genoma del cerdo que indican una menor 0 mayor
susceptibilidad a la infeccion del virus del PRRS. Por lo tanto, el uso del andlisis de
genoma completo y la seleccién asistida por marcadores, representan una
herramienta potencial para entender la variacion genética asociada a fenotipos
complejos como la fertilidad y/o tolerancia a las enfermedades y especialmente en

enfermedades con baja capacidad inmunogénica.
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No obstante, es importante realizar estudios adicionales empleando
dispositivos para perfil gendmico de mayor densidad, analizando diferentes fenotipos
asociados a la reproduccion y a la respuesta clinica de cerdas infectadas con el virus
del PRRS.
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