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Introduccion

INTRODUCCION

Las razas locales son de gran importancia en el mantenimiento
de la diversidad genética de una especie, ademas de constituir en
muchos casos un elemento cultural propio de comunidades locales o
nacionales. La FAO (Food and Agricultural Organization) ha advertido
de la progresiva erosion de los recursos genéticos, estableciendo que
aproximadamente el 20% de las razas de animales domésticos estan en
peligro de extincién (Informes de la FAO Roma, 2006 y Interlaken,
2007). Una de estas razas locales categorizada como en peligro de
extincion por el Sistema de Informacion de la Diversidad de los
Animales Domésticos (DAD-IS, http://dad.fao.org/) es la raza Chato

Murciano.

Se denomina Chato Murciano a una raza porcina autdctona de la
Region de Murcia considerada dentro del grupo de razas locales
espafolas. EI Chato Murciano comparte las caracteristicas propias de
dicho grupo de razas, es decir, gran rusticidad y adaptacion al medio,
baja productividad y explotacion en extensivo o semiextensivo, aunque
en los ultimos afios se ha orientado hacia la produccion intensiva. La
raza Chato Murciano ha sido calificada por el Ministerio de Agricultura

de Espafia como una raza de Proteccion Especial (Real Decreto



Introduccion

1682/1997 del 7 de noviembre), e incluida en diferentes programas de
recuperacion a lo largo de la ultima década. Este esfuerzo llevado a
cabo por las autoridades y los productores refleja la preocupacion
actual de la sociedad ante la posible pérdida definitiva de una raza
autoctona de la Region de Murcia que constituye un patrimonio
cultural irremplazable. Otro de los factores que estan ayudando a la
progresiva recuperacion de la raza es el creciente interés que han
cobrado sus productos carnicos, comercializados como originarios de
la Region de Murcia y erigiéndose como diferenciados respecto a
productos de cruces comerciales de razas precoces. Aun asi, el
reducido nimero de animales, los cruces con otras razas y la ausencia
de un programa de conservacién amenazan el futuro de una raza
porcina con un impacto socio-econdmico importante en la Region de

Murcia.

El primer paso para el disefio de un programa de conservacion
de una poblacion es el estudio detallado de su diversidad genética y
estructura de la poblacion. El estudio de marcadores genéticos como
los microsatélites, la secuencia de ADN mitocondrial (ADNmt) y los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, por sus siglas en inglés
single nucleotide polymorphisms) han demostrado su utilidad para

evaluar tanto la diversidad y estructura genética de una raza, como

4
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también las relaciones con otras poblaciones de la misma especie (Kim
et al,, 2002; Negrini et al.,, 2008a; Megens et al., 2008; Nidup y Moran,
2011). Ademas, la utilizacion conjunta de dichos marcadores
moleculares permite realizar estudios mas comprensibles y detallados
(Ramirez et al, 2009; Luetkemeier et al. 2010). Otro aspecto
importante en la conservaciéon de una raza de producciéon animal es
poder dotar a la industria alimentaria de herramientas que permitan
diferenciar productos derivados de diferentes razas y aplicarlas en sus
programas de trazabilidad. De esta forma se puede asegurar al
consumidor el origen del producto carnico y diferenciarlo de los
productos derivados de otras razas. Las nuevas tecnologias de
secuenciacion aportan herramientas muy eficaces para la realizacion
de test genéticos en los protocolos de trazabilidad de productos de

origen animal (Ramos et al., 2011).

En el presente trabajo se estudiaron 34 marcadores
microsatélites en la practica totalidad de la poblacién de Chato
Murciano. Ademas, se estudiaron los marcadores moleculares ADNmt y
genotipado de alta densidad de SNPs por primera vez en el Chato
Murciano. Finalmente, se analizaron animales de aquellas razas
porcinas que pudieron haber participado en la composiciéon genética

actual de la raza Chato Murciano.
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Objetivos

OBJETIVOS

Los objetivos principales del presente trabajo fueron:

» Evaluar la diversidad genética de la raza Chato Murciano.

» Estudiar la diferenciacion genética del cerdo Chato Murciano
con respecto a otras razas porcinas asi como la influencia de
las mismas en el Chato Murciano actual.

» ldentificar marcadores genéticos que diferencien a la raza

Chato Murciano de otras razas porcinas.

Los objetivos especificos fueron:

e Evaluar la diversidad genética actual de la raza Chato
Murciano, tanto en su conjunto como en cada granja por
separado.

e Investigar la subestructura genética de la poblacidn.

¢ Investigar la contribucion genética de otras razas porcinas
sobre la composicion genética de la raza objeto de estudio,
tanto aquellas descritas por la documentacion histérica
como las debidas a cruces recientes con razas porcinas
comerciales.

e Obtener resultados del patron de desequilibrio de



Objetivos

ligamiento en la raza Chato Murciano.

Evaluar diferentes estrategias para determinar la pureza
de la raza desde un punto de vista genético.

Disefiar un panel de marcadores genéticos caracteristicos
de la raza Chato Murciano que permita la trazabilidad

genética de productos carnicos derivados de la misma.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Origen de la raza Chato Murciano

El origen de la raza porcina Chato Murciano se estima entre
finales del siglo XIX y principios del siglo XX a partir del ya
desaparecido Negro Mediterraneo, perteneciente al tronco ibérico
(Lobera, 1998). El cerdo Negro Mediterraneo se localizaba en el
levante espafiol, principalmente en la Region de Murcia, por lo que
también se le ha llamado cerdo Murciano primitivo. Se distinguieron
dos variedades de cerdo Murciano primitivo conocidas como Gabana y
Pintada (Herranz, 1987). Este cerdo era un animal muy rustico, que se
alimentaba de subproductos de la produccién agricola o simplemente
de los frutos caidos de los arboles. Un inconveniente importante del
cerdo Murciano primitivo era su crecimiento extremadamente lento (el
engorde podia durar hasta dos afios) y el tamafio pequefio de las

camadas (Lobera, 1998).

La tendencia a la intensificacion de las producciones ganaderas
de finales del siglo XIX y principios del siglo XX, dio lugar a una serie de
cambios importantes en los sistemas de produccion ganadera que
afectaron a un gran numero de razas locales, entre ellas el cerdo

Murciano primitivo. Estos cambios llevaron al abandono y casi
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extincion de muchas razas locales mientras que otras fueron cruzadas
con razas foraneas con el fin de mejorar sus parametros productivos.
En este ultimo grupo se incluyd el cerdo Murciano primitivo que se
cruzo6 con reproductores seleccionados de las razas Berkshire, Large
White, Craonés, Alderney, Tamworth y Colorado Extremefio (Lobera,
1998). Como resultado de estos cruces se describié la raza porcina
denominada Chato Murciano en 1913. A partir de los afios cincuenta
hubo un cambio de mentalidad en los mercados de productos carnicos,
en los que comenzaron a primar las razas con altas producciones y
carnes mas magras, depreciandose de esta forma las carnes grasas.
Esta nueva situacion llevo al cerdo Chato Murciano a un declive de su
poblacién por la tendencia de los productores a criar razas foraneas y

cruces comerciales.

El nimero de reproductores de la raza se estim6 en unos 30
animales a principios de los afios noventa, estando la raza en un alto
riesgo de extincién (Martinez et al., 1998). Ante esta situacion, siendo
el cerdo Chato Murciano una raza autéctona de la Region de Murcia y
que forma parte de la historia y cultura de la misma, el Ministerio de
Agricultura y Pesca de Espafa catalog6 al Chato Murciano como una
raza de Proteccion Especial (Real Decreto 1682/1997). A partir de

entonces se incluy6 en diferentes programas de recuperacion a lo largo

14



Revisién bibliogrdfica

de la ultima década, tanto regionales como nacionales, aumentando su
poblacion a un nimero cercano a 300 reproductores censados en el
afio 2009, repartidos entre granjas de pequefio y mediano tamafo
(Tabla 1) en las que se explota principalmente en sistema intensivo o
semi-intensivo. Otro acontecimiento que demostré el interés por la
recuperacion de esta raza porcina fue la creacién en el afio 2005 de la
Asociacién de Criadores para la conservacion y recuperacion del Chato
Murciano (ACHAMUR) con la finalidad de recuperar y fomentar los

productos de la raza.

Las caracteristicas morfoldgicas del cerdo Chato Murciano han
sido descritas en detalle en el trabajo de Peinado et al. (2006). En
lineas generales el cerdo Chato Murciano se describe como un animal
subhipermétrico, cdncavo y longilineo, orejas erectas o con tendencia a
la verticalidad y hocico corto y achatado. El color de la capa es
generalmente negro uniforme, si bien se han observado animales con
pelos blancos en regiones periféricas, supuestamente como

reminiscencia del uso de verracos Berkshire en la formacion de la raza.

15
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Tabla 1. Censo de reproductores de Chato Murciano
registrados en el afio 2009, por productor ordenado

alfabéticamente

N GANADERO HEMBRAS | VERRACOS
1 Antonio Canovas Balsas 2 0
2 Carnicas La Noria 6 0
3 Granja La Pilica 2 0
4 Jysaps 45 4
5 Alfredo Lépez Gémez 2
6 Salvador Marin Lopez 0
7 Juan Martinez Antolinos 13 4
8 Antonio Martinez Ros 1 0
9 Antonio Nietos Giménez 1 1
10 José Reverte Navarro 80 4
11 Salvador Sanchez Espin 70 3
12 José Sanchez Sanchez 2 1
13 Angel Serrano Belluga 2 0
14 Miguel Serrano Gonzalez 20 2
15 Maria Victoria Torrecillas 1 0
16 Macario Zabala Diaz 5 1

TOTAL 261 22

16
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2. Marcadores genéticos utilizados en especies de animales

domésticos

Los marcadores genéticos son regiones de ADN variables que se
heredan de una generacion a la siguiente. Para que sean utiles deben
ser polimorficos, es decir, en el marcador genético deben existir dos o
mas variantes en la poblacion estudiada. El uso de marcadores
genéticos ha sido de gran utilidad para estudios de diversidad genética
(ej. San Cristobal et al.,, 2006) y para evaluar las relaciones genéticas
entre razas y poblaciones (ej. Pariset et al., 2010). Ademas, el uso de
estos marcadores ha permitido diferenciar razas de una misma
especie, siendo posible asignar individuos a su raza de origen en base a
estas diferencias genéticas (Blott et al,, 1999; Ramos et al,, 2011; Pant

etal, 2012).

Entre los marcadores genéticos disponibles en la actualidad para
el estudio de poblaciones, los microsatélites y el estudio de
determinadas regiones del ADN mitocondrial han sido los mas
utilizados en la ultima década (ej. Larson et al., 2005; Megens et al,,
2008). Recientemente han aparecido nuevas técnicas de genotipado de

alta densidad capaces de estudiar miles de SNPs, erigiéndose como un
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marcador molecular de gran potencia para estudios presentes y

futuros.

Microsatélites

Los microsatélites o STR (por sus siglas en inglés, Short Tandem
Repeat) son secuencias cortas de acido desoxirribonucleico (ADN),
entre 2 y 6 pares de bases (pdb), que se repiten en tandem y que estan
amplia y aleatoriamente distribuidas por todo el genoma, aunque
usualmente se localizan en regiones no codificantes. Se pueden
clasificar segun el tamafio de su secuencia en dinucledtidos (2 pdb),
trinucleétidos (3 pdb), tetranucleétidos (4 pdb), etc. Las diferencias en
el nimero de repeticiones de estas secuencias de ADN van a definir los
diferentes alelos de cada microsatélite. El elevado polimorfismo de
estas secuencias de ADN se puede explicar por la alta tasa de mutacién

observada en las mismas (Ellegren, 2002; Whittaker et al., 2003).

Debido al reducido tamafio de los microsatélites y a que las
regiones que los flanquean estan altamente conservadas, se pueden
amplificar por medio de PCR a partir de cualquier muestra bioldgica
susceptible de contener células nucleadas como por ejemplo sangre,

pelo, piel, productos carnicos, etc. Posteriormente el producto de PCR

18
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se visualiza mediante electroforesis en gel o electroforesis capilar en
un secuenciador determinandose el tamafio del fragmento

microsatélite.

Las caracteristicas que hacen de los microsatélites un marcador

molecular tan utilizado, pueden resumirse en los siguientes puntos:

Elevado grado de polimorfismo.

Herencia mendeliana simple.

Herencia codominante

Andlisis rapido y reproducible.

Estas caracteristicas han propiciado su uso por un gran nimero
de investigadores para estudiar la diversidad genética de poblaciones
de diferentes especies, asi como las relaciones genéticas entre ellas
(Paszek et al., 1998; Laval et al., 2000; Yang et al., 2003; Manea et al,,
2009, etc.), relaciones de parentesco e identificacion individual
(Jobling y Gill, 2004) y asignacion de individuos a sus razas de origen

(Ciampolini et al., 2006).
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Genotipado de alta densidad (SNP)

Los SNPs son variaciones en la secuencia de ADN en un solo
nucledtido que se localizan tanto en regiones codificantes como en no
codificantes del genoma. Constituyen la forma de variacién genética
mas comun en el genoma de los vertebrados (Wang et al., 1998). Al ser
un marcador bialélico es menos informativo que otros marcadores mas
polimoérficos como los microsatélites (Blott et al, 1999). Se ha
estimado que por cada microsatélite son necesarios tres SNPs para
obtener la misma cantidad de informacion (Schopen et al., 2008). Dicha
desventaja se compensa por el elevado numero de SNPs distribuidos a
lo largo de todo el genoma, permitiendo estudiar la variabilidad
genética en miles de regiones y por ende, realizar estudios genéticos de
alta densidad que aportan mas informaciéon que otros marcadores
genéticos mas polimorficos. Otra ventaja de los marcadores SNP es que
son mas estables de generacion en generacion que los microsatélites
(Krawczak, 1999). Actualmente existen en el mercado varias
tecnologias que han permitido identificar un nimero de SNPs muy alto
como las desarrolladas por las plataformas [llumina Genome Analyzer
(Bennett, 2004), Roche 454 (Margulies et al, 2005), AB SOLiD

(Shendure et al., 2005) y Helicos (Milos, 2008).
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La aparicion reciente de paneles comerciales de alta densidad de
SNPs, que permiten estudiar simultdaneamente mas de 50.000 SNPs en
distintas especies de animales domésticos (Matukumalli et al., 2009;
Ramos et al., 2009; Groenen et al., 2011), ha hecho posible la aplicacion
de estos marcadores en multiples estudios (Mckay et al., 2007; de Roos
et al.,, 2008; Gorbach et al.,, 2010). En el caso concreto de la especie
porcina, el PorcineSNP60 BeadChip comercializado por la empresa
[llumina permite genotipar 62612 SNPs (Ramos et al.,, 2009). Estos
marcadores se distribuyen en todos los cromosomas, si bien algunos
de los SNPs incluidos ocupan una posicion del genoma desconocida. El
panel PorcineSNP60 se ha utilizado principalmente por sus
aplicaciones en el mapeo de QTL (por sus siglas en inglés, Quantitative
Trait Loci), seleccion asistida por marcadores genéticos (MAS por sus
siglas en inglés, Marker assisted selection,) y en estudios de asociacion
del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés, Genome-wide
association studies) (Duijvesteijn et al.,, 2010; Ponsuksili et al., 2011;
Onteru et al, 2012; Fu et al, 2012) aunque también supone una
herramienta para diferenciar y/o comparar poblaciones en base a sus
diferencias genéticas (Uimari y Tapio, 2010; Ramos et al.,, 2011; Badke

atal.,, 2012).
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ADN mitocondrial

El ADNmt es un fragmento de ADN circular localizado en las
mitocondrias de las células eucariotas. Ha sido ampliamente utilizado
para estudiar las relaciones filogenéticas entre poblaciones porcinas,
permitiendo obtener gran cantidad de informacion de los procesos que
llevaron a la domesticacion de la especie y al origen y distribucion de
las razas modernas. Asi el estudio de las diferencias de la secuencia de
ADNmt entre poblaciones porcinas de todo el mundo ha llevado a
sugerir que existieron varios centros de domesticacion independientes
en Asia y Europa (Giuffra et al., 2000; Larson et al., 2005; Larson et al,,
2007; Larson et al.,, 2010). También se ha observado la presencia de
haplotipos de ADNmt propios de razas asiaticas en razas europeas
como consecuencia de los acontecimientos historicos de los siglos
XVIII y XIX cuando se llevaron a cabo cruces entre cerdos asiaticos y
cerdos ingleses con el fin de mejorar los parametros productivos de las
razas europeas (Giuffra et al., 2000; Kim et al., 2002; Larson et al,,

2005; Wu etal,, 2007).

Existes diversas razones que han hecho del ADNmt una
herramienta de gran valor en los estudios de poblaciones. El ADNmt

tiene una elevada capacidad de mutacion, mucho mas rapido que la del
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ADN nuclear, que ha generado un elevado polimorfismo genético
posibilitando su uso en estudios evolutivos. Se hereda via materna
puesto que se localiza en las mitocondrias y no en el nucleo, siendo los
procesos de recombinacién inexistentes o muy raros (Brown et al,,
1979; Wolstenholme, 1992; Savolainen et al., 2002). Esta caracteristica

permite trazar lineas genéticas que se remontan mucho tiempo atras.

No obstante hay autores que consideran que el uso del ADNmt
como marcador genético presenta ciertas desventajas. Este marcador
representa a una parte del genoma muy pequeia y se considera como
un locus unico (Pamilo y Nei, 1988) por lo que es un mal indicador de
la diversidad genética. Ademas, al ser heredado por via materna
exclusivamente, el estudio de este marcador no tiene en cuenta la
informaciéon genética heredada del macho, el cual tiene un papel muy

importante en la produccion porcina (Luetkemeier et al., 2010).
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3. Diversidad genética en animales domésticos. Estudios previos en

el cerdo Chato Murciano.

La biodiversidad ha sido definida en términos generales como el
grado de variedad de la naturaleza (McNeeley, 1988). La FAO, define la
biodiversidad como “la variedad y la variabilidad de los ecosistemas,
los animales, las plantas y los microorganismos a nivel genético, de
especie y de ecosistema, necesarias para sostener la vida humana y las
funciones clave de los ecosistemas” siendo necesario, en referencia a
los animales domésticos, “el mantenimiento de la diversidad genética

para asegurar las produccion de alimentos en el futuro”.

Se han descrito una serie de factores genéticos implicados en el
riesgo de extincion de las poblaciones y por tanto importantes en el

manejo genético de las mismas (Frankham et al., 2002):

e Los efectos negativos de la endogamia sobre la reproduccion y
supervivencia.

e Pérdida de la diversidad genética y de la habilidad para
adaptarse a los cambios ambientales.

e Fragmentacion de la poblacién y reduccion del flujo de genes.

e Efecto predominante de la deriva genética sobre la seleccion

natural.
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e Acumulacion de mutaciones deletéreas.
e Adaptacion genética a la vida en cautividad y sus efectos
negativos en el éxito de reintroduccion a la vida salvaje.

e Efectos deletéreos en cruzamientos entre diferentes poblaciones

Entre los factores mencionados, uno de los mas importantes a los
que se enfrentan las poblaciones de pequefio tamafno es la deriva
genética (Lacy, 1987) que incrementa el efecto de la endogamia y la
fragmentacion de las poblaciones (Rocha y Gasca, 2007). Asi, la deriva
genética hace que, en ausencia de procesos de seleccion, migracion y
mutacién, las poblaciones modifiquen sus frecuencias alélicas por un
proceso aleatorio de herencia de genes de generacion en generacion.
Si no se establecen mecanismos para incrementar la variabilidad
genética, las poblaciones tienden a perder los alelos menos frecuentes
y a fijar los mas frecuentes, disminuyendo la variabilidad genética (Nei,
2000) y aumentando la endogamia con los consecuentes efectos
negativos sobre el crecimiento y la supervivencia de la poblacién

(Falconer, 1981).

El estudio de la diversidad genética y la estructura de las
poblaciones es importante para evaluar como han influido los cambios

ambientales en las mismas, aportando informaciéon muy valiosa para
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proteger y preservar esas poblaciones. Entre los marcadores
moleculares disponibles en la actualidad, los microsatélites han sido
los mas utilizados para evaluar la diversidad de poblaciones,
constituyendo una herramienta para el disefio de estrategias de
conservacion de las razas porcinas (Nidup y Moran, 2011). Los
parametros mas utilizados para medir la diversidad genética de las
poblaciones son las heterocigosidades observada y esperada y el

numero medio de alelos por locus (Allendorf, 1986).

Zhang y Plastow (2011) realizaron una revision bibliografica
sobre la diversidad genética de las razas porcinas a nivel mundial
mostrando que la diversidad genética en términos de heterocigosidad
observada y esperada es superior en las razas porcinas asiaticas que en
las europeas. Concretamente, la heterocigosidad esperada media en las
razas asiaticas fue de 0,752 mientras que en las razas europeas fue de
0,570. En el caso concreto del cerdo Chato Murciano, los trabajos
realizados previamente mostraron valores de diversidad genética
inferiores a la media de las razas europeas. Calvo et al. (2000)
realizaron el primer estudio de la diversidad genética de la raza en
base al analisis de ocho marcadores microsatélites analizados en 43

cerdos de la raza Chato Murciano, si bien solamente 27 fueron
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catalogados como puros por los autores. Segin este estudio, la
diversidad genética de la poblacidon total de cerdos Chato Murciano,
medida en términos de heterocigosidad esperada, fue de 0,397, aunque
solamente de 0,29 para los animales considerados como puros
mientras que el nimero medio de alelos fue 3,8. Posteriormente, Vega-
Pla et al. (2004) realizaron un estudio mas amplio, tanto en nimero de
marcadores (26 microsatélites) como en numero de animales, al
estudiar 24 cerdos Chato Murciano y 59 animales pertenecientes a la
F2, F3, F4 y F5 de un cruce inicial de macho Chato Murciano y hembra
Large White. Estos ultimos autores determinaron una heterocigosidad
esperada de 0,53 y un numero medio de alelos de 3,92 lo que indica
una mayor diversidad genética que en el estudio previo realizado por
Calvo et al. (2000). En ambos trabajos se observd que los
microsatélites con frecuencias alélicas mas elevadas fueron: S0215,
SWO951, S0227 y S0355. Resulta interesante que solamente se
detectara fijacion alélica de los loci microsatélite SW951 y S0215 en los
cerdos Chato Murciano considerados como puros. Finalmente, los
mismos autores sugirieron la posibilidad de cruzamientos controlados
con otras razas comerciales ya que observaron distancias genéticas

pequefias entre los descendientes F3, F4 y F5 de animales Chato
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Murciano cruzados con Large White, y los Chato Murciano

considerados como puros.

No existen hasta la fecha trabajos en los que se haya estudiado la
relacion genética del cerdo Chato Murciano con otras razas porcinas
utilizando el ADN mitocondrial y marcadores SNP como marcadores

genéticos.

4. Diferenciacién de razas de animales domeésticos en base a

marcadores moleculares. Pureza de una raza y trazabilidad.

El efecto de diferentes fuerzas evolutivas sobre las especies de
animales domésticos, como son la deriva genética y la seleccion natural
y artificial, ha llevado a la modificacion de razas de animales e incluso a
la creacién de otras nuevas. Diversos estudios han demostrado que las
razas porcinas son genéticamente diferenciables mediante el analisis
de microsatélites (Megens et al, 2008; Boitard et al, 2010) y
marcadores SNP (Rohrer et al,, 2007; Ramos et al., 2011; Matsumoto et
al., 2012), siendo incluso posible diferenciar poblaciones de la misma
raza localizadas en diferentes paises (Boitard et al, 2010). Los
marcadores genéticos mas adecuados para diferenciar razas son
aquellos en los que existe fijacion de alelos diferentes en las razas
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comparadas (Blott et al,, 1999). Bajo dicha premisa se han utilizado
técnicas de AFLP (por sus siglas en inglés amplified fragment length
polymorphism; Negrini et al., 2007) y marcadores microsatélites en
distintas especies (Koskinen, 2003; Dalvit et al., 2008) en la asignacién
de individuos a su raza de origen, si bien se estima que dichos
marcadores son menos fiables que los paneles de alta densidad de

SNPs para este tipo de estudios (Ramos et al., 2011).

El término trazabilidad alimentaria hace referencia al conjunto
de procedimientos destinados a mantener la identificacion de un
animal o producto animal a lo largo de la cadena productiva. Esta
practica es de gran importancia para garantizar la seguridad
alimentaria, ya que, hace posible la rapida deteccion y aislamiento del
origen de eventuales crisis alimentarias. Debido a que el ADN es
inalterable, estable a los tratamientos tecnoldgicos de productos
carnicos e identificativo de cada individuo, se ha estudiado la
utilizacion de marcadores genéticos para diferenciar individuos o razas
de animales domésticos con el fin de asegurar la correcta trazabilidad
de productos carnicos (Dalvit et al, 2007). La utilizacion de
marcadores genéticos en los protocolos de trazabilidad suele limitarse
a la verificacion de que los métodos fisicos se estdn realizando

correctamente (Goffaux et al., 2005).
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La trazabilidad también adquiere relevancia en las razas
animales con un valor comercial superior a los productos de razas
hibridas o comerciales, como son por ejemplo los productos con
Denominacién de Origen (DO) y con Indicacién Geografica Protegida
(IGP). En muchos casos estos productos proceden de una raza local y el
consumidor los asocia con una mayor calidad. Ejemplos de este tipo de
productos son la IGP de la carne de Avila y la carne de Cantabria,
ambas de vacuno, y las DO Jamoén de Guijuelo y Jamén de Jabugo (Real
Decreto 1335/2011, de 3 de octubre). Todos estos productos tienden a
comercializarse a precios mas elevados lo que los hace susceptibles al

fraude.

Por otro lado, los marcadores genéticos han permitido la
deteccidn de introgresion genética o mezcla entre razas (Bradley et al.,,
1994; Clop et al.,, 2004), si bien el nimero de marcadores genéticos
necesarios para identificar individuos hibridos es mucho mayor que el
necesario para identificar individuos puros (Blott et al., 1999). La
identificacion de individuos hibridos o mezclados adquiere una gran
importancia en los programas de conservacién de razas. En efecto, en

los programas de conservacidn es necesario identificar a los animales
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con alta pureza racial para priorizar su uso y asi mantener la identidad

e integridad genética de la raza.

5. Desequilibrio de Ligamiento.

El desequilibrio de ligamiento (LD por sus siglas en inglés,
Linkage Disequilibrium) es una propiedad que hace referencia a la
tendencia que tienen dos alelos situados en loci diferentes a heredarse
conjuntamente en lugar de hacerlo al azar a lo largo de sucesivas
generaciones. Debido a esta propiedad, es posible encontrar
combinaciones de alelos o de marcadores genéticos con una frecuencia
mayor o menor a lo esperado en condiciones de formacion de
haplotipos aleatorias. El grado de desequilibrio dependera de la

diferencia entre las frecuencias alélicas observadas y las esperadas.

La disponibilidad de un gran numero de SNPs ha incrementado
el interés del estudio de los patrones de LD en especies de produccidn,
debido a su aplicacién en estudios de mapeo genético de genes
asociados a enfermedades (Pritchard y Donnelly, 2001) o de genes
importantes en mejora genética animal (Chao et al.,, 2012). La mayor
densidad de marcadores aumenta la probabilidad de que un SNP esté
proximo al gen responsable del fenotipo buscado, lo que dara lugar a
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un valor de LD elevado. De esta forma, el LD es un aspecto clave de los
estudios de estudios de asociacién del genoma completo y seleccidon
genomica (van der Steen et al., 2005; Hayes et al., 2009). Por otro lado,
el LD esta influido por la historia y demografia de las poblaciones, por
lo que su estudio permite obtener datos sobre el origen y desarrollo de
razas o poblaciones humanas (Tenesa et al.,, 2007; Teo et al.,, 2009),

porcinas (Zhang y Plastow, 2011), ovinas (Meadows et al., 2008), etc.

El grado de LD esta afectado por factores numerosos y complejos
y muchas veces no comprendidos en su totalidad (Ardlie et al., 2002).
Ademas de depender de la mutacion y recombinacion, el LD lo hace de
factores que afectan a las poblaciones como la deriva genética, la
estructura y subdivision de la poblacion, la mezcla entre poblaciones y
la seleccidon natural y artificial (Ardlie et al., 2002; Du et al.,, 2007). Asi,
el LD desaparece gradualmente por efecto de la recombinacion y
mutacién mientras que se va regenerando por efecto de la deriva
genética (Abecasis et al., 2005). Por ejemplo, se ha observado que el LD
se extiende hasta mayores distancias genéticas en poblaciones con un
numero efectivo de poblacion pequeiio o en aquellas que se han

mezclado recientemente con otras (Zhu et al., 2005).
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El primer estadistico para medir el LD fue el propuesto por
Lewontin (1964) que cuantific6 el LD como la diferencia entre la
frecuencia observada de un haplotipo formado por dos locus y la
frecuencia esperada en el caso de que los dos alelos se segregaran al
azar. A este estadistico se le llamo coeficiente de desequilibrio de
ligamiento, D. El valor D, ain siendo muy intuitivo, depende de las
frecuencias de los alelos de ambos loci, lo que limita su uso para medir
el grado de LD. Actualmente existen otros estadisticos para medir el LD
basados en el descrito previamente, de los cuales D’ y r2 son los mas
utilizados. El valor D’ se obtiene de la division de D entre su maximo
valor posible. Adquiere valores entre 0 y 1. Dos SNPs tendran un valor
de LD de D’=1 solamente si dichos SNPs no han sido separados por
recombinacién o mutaciéon, estando asi en LD completo. Un
inconveniente importante de este estadistico es que su valor estd muy
influido por el tamafio muestral, ademas, los valores D’ intermedios
son dificiles de interpretar (Ardlie et al.,, 2002). Un estadistico para
medir el LD que supera los inconvenientes mencionados es el
coeficiente de correlacion r? entre SNPs (Hill y Robertson, 1968). El
estadistico varia entre 0 y 1. El valor r?=1 se obtiene si los dos
marcadores no se han separado por recombinacién y, ademas, tienen

las mismas frecuencias alélicas, lo que se denomina desequilibrio
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perfecto. La existencia de LD perfecto implica que la observacion de un
marcador da una informacion completa del otro, por lo que el

genotipado de ambos marcadores resultaria ser redundante.
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MATERIAL Y METODOS

1. Animales y muestras

Se tomaron muestras de un total de 196 reproductores de la raza
Chato Murciano (CM). Tras eliminar aquellas muestras que no
cumplian con los minimos de calidad de genotipado requeridos, se
utilizaron para los analisis 175 animales, lo que supone
aproximadamente el 70% de la poblacion total. Para localizar a los
productores que criaban reproductores CM se utilizo el censo aportado
por la Consejeria de Agricultura, Agua y Medioambiente, asi como los
datos aportados por ACHAMUR referentes al afio 2009 (Tabla 1),
descartandose aquellas granjas con un numero de reproductores
inferior a tres. De esta forma se tomaron finalmente muestras de 8
granjas pertenecientes a 6 productores (las granjas R1, R2 y R3
pertenecen al mismo productor) situadas en los términos municipales
de Bullas, Lorca, Bafios y Mendigo, Puerto Lumbreras, Alhama de
Murcia y Murcia (Tabla 2). Ademas, se incluyeron en el estudio 194
muestras de las razas porcinas que, atendiendo a la informacion
historica disponible, eran susceptibles de haber contribuido en mayor
medida en la composicion genética actual de la raza CM, tanto en el

pasado como recientemente. Concretamente se analizaron animales de
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las razas Large White (LW, n=53), Landrace (LR, n=29), Duroc (DU,
n=42), Tamworth (TA, n=15), Berkshire (BK, n=19) y cerdo Ibérico (IB,
n=26). Entre estos ultimos, 11 fueron cerdos retintos (RE) y 15 cerdos
ibéricos de capa negra (NI). Finalmente se analizaron 10 cerdos de la
raza China Meishan (MH), como raza control que no ha tenido relacion

con el cerdo CM.

Para la eleccion de estos animales de otras razas se priorizé a
aquellos que fueran representativos de la raza y no emparentados
entre si. En la Tabla 3 se detalla el niumero de animales usados asi

como los analisis realizados en cada raza.
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Tabla 2. Relacién por granjas de CM muestreadas en el

estudio
NAUI\II\;[E;;([)‘E]:)SE % ANIMALES NUMERO DE
GRANJAS MUESTREADOS MUESTREADOS/TOTAL | ANIMALES
UTILIZADOS*
Hembras | Machos | Hembras | Machos
Al 13 3 100 100 11
J] 41 3 100 100 36
R1 16 2 100 100 16
R2 19 3 100 100 21
R3 30 2 100 100 32
MS 8 1 100 100 7
SS 42 2 100 100 42
MC 9 2 100 100 10
TOTAL 178 18 175

*Animales usados para los andlisis tras descartar aquellos que presentaban datos
perdidos derivados de errores en el genotipado.
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Tabla 3. Analisis realizados en cada poblacion

POBLACION PAIS N | ADNmt | Porcine SNP60 | MICROSATELITES
Chato Murciano Espafa 175 152 39 175
Granja J] Espafia 36 32 8 36
Granja R1 Espafia 16 14 5 16
Granja R2 Espafia 21 18 5 21
Granja R3 Espafia 32 26 6 32
Granja MS Espafia 7 7 3 7
Granja SS Espana 42 35 8 42
Granja Al Espafa 11 10 2 11
Granja MC Espafa 10 10 2 10
Large White EEUU, Paises Bajos, Dinamarca | 53 48 53 0
Landrace EEUU, Paises Bajos, Dinamarca | 29 34 29 0
Duroc EEUU, Paises Bajos, Dinamarca | 42 42 42 0
Tamworth Reino Unido 15 14 15 0
Berkshire Reino Unido 19 19 19 0
Cerdo Ibérico Espafia 26 38 26 0
Meishan China 10 10 10 0
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2. Recogida de las muestras.

Para los analisis de laboratorio se utilizaron muestras de sangre
recogidas mediante venopuncién yugular en tubos con EDTA
(Venoject®, Becton Dickinson, Reino Unido) y muestras de pelo en los
casos en los que la extraccion de sangre result6 imposible de realizar.
Las muestras de los cerdos con los que se comparo6 el cerdo CM fueron
amablemente donadas por el Grupo de Investigacién Animal Breeding

and Genomics (Universidad de Wageningen, Holanda).

3. Extraccion de acidos nucleicos.

Se extrajo ADN de las muestras de sangre y foliculo piloso
mediante los kit comerciales para la extraccion de acidos nucleicos
denominados SSS y Danapure Spin Kit respectivamente (Genedan S.L.,
Espafia). La cantidad de ADN obtenida se cuantific6 mediante método

espectrofotométrico usando un Nanodrop 1000 (Thermo, Reino

Unido).
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4. Amplificacion de los fragmentos microsatélites.

Se analizaron un total de 34 marcadores microsatélite, 24
pertenecientes al panel recomendado por el Grupo Asesor sobre
Diversidad Genética Animal (ISAG-FAO) (Hoffmann et al. 2004) y diez
al panel propuesto por el Instituto Roslin (Russell et al. 2003). Los 34
loci microsatélites se eligieron en base a la ausencia de alelos nulos, la
facilidad para la identificacion de los picos de fluorescencia y a la
posibilidad de agruparse en sets para ser amplificados mediante PCR
multiplex, evitando el solapamiento de los picos. Los grupos o sets de
primers disefiados para la amplificacion por PCR multiplex se detallan
en el Anexo I. La reaccién tuvo lugar en un volumen final de 15ul,
conteniendo: 50-80 ng de ADN gen6mico, desoxinucleétidos trifosfato
(dntp’s) 0,33 mM, tampodn para PCR, MgCl; 1,5 mM, y 1,35 U de Taq
Polimerasa (5U/ul) (Genecraft, Alemania). Se optimizaron las
concentraciones para cada primer, estando las cantidades
comprendidas entre 80-600 nmol. La amplificaciéon se realizé en un
termociclador ABI 2720 (Applied Biosystems, EEUU). El protocolo de
amplificacidon requirié de un calentamiento previo de 952C, seguido de
27-30 ciclos segun set, consistiendo cada ciclo de 3 etapas:

desnaturalizacién a 952C (10 minutos), hibridaciéon a 55-60°C segun
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set (30 segundos), y polimerizacién a 72°C (1 minuto). El protocolo

finaliz6 con la etapa de extension final a 72°C durante 30 minutos.

El producto de PCR se sometié a un andlisis de fragmentos
mediante un secuenciador ABI 3100® (Applied Biosystems, EEUU).
Este analisis se realizd en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Servicio de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Murcia. Se
utilizé como estandar de tamafo el GS LIZ 500® (Applied Biosystems,
EEUU). Los picos resultantes se analizaron mediante el programa
informatico GeneMapper v3.7® (Applied Biosystems, EEUU). Para la
normalizacion del tamafio de los alelos se utilizaron las muestras de
referencia F9110010 y F9119912 que fueron amablemente
proporcionadas por el INRA (Institut National de la Recherche

Agronomique, Francia).

5. Genotipado de alta densidad

El genotipado de alta densidad se realiz6 mediante el Porcine
SNP60 BeadChip (Illumina Inc, Estados Unidos) disefiado para el
genotipado de 62163 SNPs en el laboratorio certificado GeneSeek
(Lincoln, Nebraska, EEUU). En el presente estudio se utilizaron los
SNPs localizados en cromosomas autosémicos, excluyéndose los
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marcadores SNPs localizados en los cromosomas sexuales y aquellos
con mas de un 5% de datos perdidos. El namero final de SNPs utilizado

para los analisis fue de 46887.

6. Secuenciaciéon del fragmento de ADN mitocondrial D-loop.

Se amplificO un fragmento de la region D-loop de ADNmt
mediante PCR. La secuencia de los primers utilizados fue: Forward
5'CTCCGCCATCAGCACCCAAAGS3; reverse
5'GCACCTTGTTTGGATTRTCG3’, los cuales fueron utilizados
previamente por Luetkemeier et al. (2010). La reaccién se llevo a cabo
en un volumen final de 12 pl conteniendo PCR master mix (PCR master
mix 1,5 mM MgClz, Thermo Fisher Scientific), 5 pmol de cada primer y
40 ng de ADN aproximadamente. El protocolo de amplificacion
requiri6 de un calentamiento previo de 952C durante 2 minutos,
seguido de 35 ciclos consistiendo cada ciclo de 3 etapas, primero
desnaturalizacion a 959C, hibridacibn a 552C vy finalmente
polimerizacion a 72°C. La presencia del amplicon resultante fue
determinada por electroforesis en gel de agarosa 1,5% tefiido con
bromuro de etidio y visualizado wusando un transiluminador

ultravioleta (Consort N.V., Bélgica). El producto de PCR restante se
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purifico mediante el kit comercial Dana Clean Spin Kit (Genedan S.L.,
Espafia). Finalmente se realizaron las reacciones de secuenciacion de
forma bidireccional usando Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction kit v3.1 (Applied Biosystem, EEUU) para ser analizados
en el secuenciador ABI 3100® (Applied Biosystems, EEUU). Estos
analisis se realizaron en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Servicio de Apoyo a la Investigacidon de la Universidad de Murcia y en
el Departamento Animal Breeding and Genomics Centre de la
Universidad de Wageningen (Paises Bajos). Debido a que no todas las
muestras analizadas alcanzaron el tamafio completo de la secuencia de
ADNmt (722 pb), se utilizé un fragmento de 624 pb comun a la
mayoria de muestras para la realizacion de los analisis. Los nimeros
de acceso asignadas por Genbank a las secuencias utilizadas en este

trabajo fueron los comprendidos entre JQ238237-]Q238602.

7. Analisis de datos

Microsatélites

Para estudiar la diversidad genética de la poblacion de CM se
calcularon el numero de alelos y las frecuencias alélicas asi como los
valores de heterocigosidad observada y esperada, tanto en la poblacion
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total como en cada granja por separado utilizando el programa
GenALEX V. 6.3 (Peakall y Smouse, 2006). Se analiz6 la diferenciacion
genética entre granjas utilizando el estadistico Fs. de Wright (1969)
mediante el método de Weir y Cockerham (1984) implementado por el
programa GENEPOP 4.0.10 (Rousset et al., 2008), el cual incorpora el
tamafo muestral y el nimero de subpoblaciones. Se utilizé el
programa GenALEX V. 6.3 para calcular la matriz de distancias
genéticas (Nei, 1972) entre pares de granjas que crian cerdos CM.
Dicha matriz se utiliz6 para la construccion de un dendograma por
medio del método Neighbor-joining (NJ) con el programa Mega 5.03

(Tamura et al. 2011).

El estudio de la subestructura de poblacién CM en base a los
datos microsatélite se realiz6 mediante el programa Structure v2.3
(Pritchard et al., 2000). Se aplic6 el modelo de agrupaciéon bayesiano
implementado por el programa para diferentes valores de K (o nimero
de grupos fijados previamente por el investigador), estudiandose las
variaciones en los agrupamientos realizados y su correspondencia con
las granjas incluidas en el estudio. En todos los analisis realizados con
el programa Structure se ajustaron los parametros a 10.000
iteraciones de Burn-in y con nimero de iteraciones de Cadenas de

Markov de Monte Carlo de 10.000, suponiendo frecuencias alélicas no
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correlacionadas entre poblaciones y sin aportar informacién previa del
origen de los animales. La representacién grafica de los resultados
obtenidos con el programa Structure se realizé con el programa
Distruct 1.1 (Rosenberg 2004). Los graficos resultantes muestran a
cada individuo representado por una linea vertical que se divide en un
numero “K” de colores (siendo K el nimero de poblaciones fijado por el
investigador) mientras que las lineas verticales de color negro separan

las diferentes poblaciones designadas previamente.

Genotipado de alta densidad

El filtrado de los SNPs con mas de un 5% de datos perdidos se
realizé con el programa Plink (Purcell et al, 2007). Este programa se
utilizé también para calcular la matriz IBS (Identity by State) para
todas las parejas de individuos basandose en la similitud gen6mica
entre los mismos. A partir de dicha matriz se realiz6 el analisis de
escalamiento multidimensional (MDS) implementado por el programa
Plink, siendo finalmente visualizado graficamente con el paquete
estadistico R v. 2.12.1. (http://www.r-project.org/). Al igual que con
los marcadores microsatélite, se utilizé el programa Structure para

analizar los SNPs. De esta forma se estudiaron las relaciones entre el
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cerdo CM y otras razas porcinas. Para la determinacion de valor de K se
utilizé el método BIC (Bayesian Information Criterion) utilizando el
paquete Adegenet incluido en el paquete estadistico R (Jombart, 2008).
Ademas, se compararon los resultados de subestructura de la
poblacion de cerdo CM obtenida en base a los marcadores
microsatélite con la obtenida en base a los SNPs. Los parametros
utilizados para ejecutar los analisis fueron los mismos que los
previamente descritos para los datos microsatélites. Las distancias
genéticas (Nei, 1972) y los valores Fs: entre los pares de poblaciones se

calcularon con el programa Power marker (Liu y Muse 2005).

Los marcadores con desviacidn significativa del equilibrio de
Hardy-Weinberg (P <0,001) y con la frecuencia del alelo menor (MAF)
por debajo de 0,05 fueron excluidos del andlisis para eliminar los
efectos de las frecuencias alélicas en el analisis de LD utilizando el
programa de Plink (Purcell et al., 2007). El LD se midié mediante el
estadistico r? entre las parejas de SNPs separadas por una distancia
inferior a 3Mb, en cada cromosoma y poblacion por separado
utilizando el programa Haploview 4.2 (Barrett et al. 2005). Las
representaciones graficas del valor de r? vs. Distancia y los valores
medios de r2 por cromosoma y por raza se hicieron utilizando paquete

estadisticoRv. 2.12.1.
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La seleccion de los marcadores SNP distintivos de la raza CM se
realizd en base a las frecuencias alélicas calculadas con el programa
Power marker (Liu y Muse 2005). Los criterios utilizados para dicha
seleccion fueron: 1. SNPs con frecuencias alélicas muy altas en la raza
CM y muy bajas en el resto de poblaciones; 2. SNPs con frecuencias
alélicas muy bajas en la raza CM y muy altas en el resto de poblaciones;
3. Seleccion de un numero maximo de 10 SNPs. Con el fin de evaluar en
qué medida la utilizacién de un panel que incluyera pocos marcadores
SNPs podria diferenciar a los animales de la raza CM del resto de razas,
se realizaron los mismos analisis de estructuraciéon de la poblacién
realizados previamente con los SNPs seleccionados. Para estos analisis
se excluyeron aquellos cerdos CM que mostraron un grado alto de
mezcla en los andlisis previos con el panel PorcineSNP60. Finalmente
se compararon, en cada cerdo CM independientemente, los valores de
coeficiente de pertenencia obtenidos con el programa Structure en
base al panel PorcineSNP60 con los obtenidos en base a los SNPs

seleccionados.
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ADN mitocondrial

Las secuencias de ADNmt fueron revisadas y corregidas con el
programa GAP4 (Bonfield et al, 1995) utilizandose la secuencia
porcina GenBank AJ002189 (Ursing y Arnason 1998) como referencia.
Las secuencias fueron alineadas con el programa Clustal X v.2 (Larkin
et al, 2007) para posteriormente ser agrupadas en haplotipos con el
programa ALTER (Glez-Pena et al, 2010). Para la creaciéon de los
dendogramas de poblaciones se utilizé el programa MEGA 5 usando el

analisis NJ y el método de maxima probabilidad (maximum likelihood).

8. Analisis estadistico de marcadores genéticos.

Los polimorfismos genéticos observados tras analizar los
distintos marcadores moleculares fueron estudiados mediante técnicas
matematicas y estadisticas con el fin de alcanzar unos resultados
informativos acerca de factores como la diversidad genética, estructura
de la poblacion o las relaciones genéticas entre poblaciones. Los

estadisticos mas importantes utilizados en el presente trabajo fueron:
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Frecuencia alélica (F): Proporcion observada de un alelo
especifico respecto al total de alelos que pueden ocupar un locus en

una poblacion.

2Nxx + Nxy
-~ 2N

Fo

“«_

Donde Nxx es el nimero de homocigotos para el alelo “X” y Nxy es

“u_n

el numero de heterocigotos que contienen el alelo “x” (siendo “y” el

otro alelo). N es el numero de muestras analizadas.

Heterocigosidad observada (Ho): Proporcion de individuos
heterocigotos observados con respecto al numero total de individuos

estudiados por locus.

Nede neterocigotos

Ho = N

Donde N es el nimero de muestras analizadas.
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Heterocigosidad esperada (He): Proporcion de individuos
heterocigotos esperados por locus bajo condiciones de apareamiento

al azar:

He=1-

Donde pies la frecuencia alélica de cada alelo (i)

El valor promedio de la He en todos los loci permite estimar la

variabilidad genética de la poblacion:

h
He=1-Y p}
=l

Donde pr; es la frecuencia del alelo i en el total de la poblacion y h

es el nimero maximo de alelos.

Numero medio de alelos por locus (NMA): Suma de todos los

alelos detectados en todos los loci dividido por el numero total de loci.
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Estadisticos F de Wright: La subdivisién de una poblacién lleva
consigo un efecto de deriva genética que actiia de forma similar a la
endogamia por su tendencia al aumento de homocigotos. Los
estadisticos F de Wright tratan de medir este efecto en términos de

reduccion en la proporcion de genotipos heterocigotos.

Fs: Mide la reduccion de heterocigosidad originada por la
subdivision en subpoblaciones y la deriva genética, por lo que se utiliza
como medida de diferenciacion genética entre subpoblaciones. Su
valor tedrico estd comprendido entre 0 y 1. Cuando las poblaciones
tienen frecuencias similares el valor Fs: es pequefio mientras que si se
alcanza la fijacion la diferenciacion es grande, y por tanto adquiere el

valor de 1.

f"l Hgi - Fﬁ:
T = H,

Donde He es el valor promedio de la heterocigosidad esperada en
todos los loci y He es el promedio de heterocigosidad esperada en las

subpoblaciones (k):
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K
Wrigth propuso interpretar los valores de Fs del siguiente
modo:

e (0-0,05=muy poca diferenciacion genética
e (,05-0,15 = poca a moderada diferenciacidon genética
e (,15- 0,25 = alta diferenciacion genética

e (0,25 = diferenciacion genética muy grande

Distancia genética: es una medida cuantitativa de la divergencia

genética entre individuos o poblaciones. La distancia genética de Nei

(Nei, 1972) es la mas utilizada. Varia entre 0 (poblaciones con

frecuencias alélicas idénticas) e infinito (poblaciones con ningtn alelo

en comun). Su valor tiene en cuenta los cambios en las frecuencias

alélicas derivados de mutaciones y de los efectos de la deriva genética.

Dy= -l Er_, P Xyl
JEe= XX
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Donde Dij es las distancia genética de Nei (Nei, 1972) entre las
poblaciones iy j; xki y Xk es la frecuencia del alelo k en las poblaciones i

y j respectivamente; q es el nimero maximo de alelos para el locus x.

Estructura genética de la poblacion: El programa Structure
(Pritchard et al, 2000) utiliza un algoritmo de agrupamiento
Bayesiano que asume que un individuo puede ser descendiente de
otras poblaciones. Para deducir la estructura de la poblacion el
programa asume que hay un numero K de grupos o clusters (siendo K
un valor desconocido y asignado por el investigador) en el que cada
grupo se caracteriza por el conjunto de frecuencias alélicas de cada
locus, asignando a los individuos a su poblaciéon o poblaciones mas
probables en base a sus frecuencias alélicas. El programa genera
coeficientes de pertenencia a un cluster o grupo, tanto para cada
individuo como para el conjunto de cada poblacién estudiada, que
varia entre 0 y 1. Este andlisis puede realizarse a partir de marcadores
microsatélite y SNP y permite estudiar la estructura de las poblaciones,
asignar a cada individuo a su poblacion asi como identificar individuos

mezclados o cruzados.
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Indentity by state (IBS). Método para estudiar la estructura de
la poblacion. A diferencia del anterior, se basa en los alelos
compartidos por dos individuos en cada SNP (Roberson y Pevsner,
2009). De esta forma se estima la similitud genotipica entre dos
individuos considerando que, para cada SNP, se pueden dar tres
situaciones: 1. Los dos individuos tienen el mismo genotipo; 2.
Solamente un alelo es compartido; 3. Ningun alelo es compartido por
ambos individuos. La matriz de datos resultante puede representarse
graficamente mediante un analisis de escalamiento
multidimensional (MDS) que es una técnica multivariante de
interdependencia que trata de representar en un espacio geométrico
de pocas dimensiones las proximidades existentes entre un conjunto

de objetos.

Analisis neighbour-joining (NJ): Algoritmo utilizado para la
construccion de dendogramas en base a una matriz de distancias

genéticas (Saitou y Nei, 1987).
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RESULTADOS

1. Estudio de la diversidad y subestructura genética de la raza

Chato Murciano.

El estudio de la diversidad genética de la poblacién de CM en su
conjunto mostr6 un valor medio de He=0,54 y de Ho=0,52 (Tabla 4A).
Todos los marcadores microsatélite fueron polimérficos siendo el
nimero medio de alelos por loci (NMA) 6,39, variando entre 2
(SW796) y 12 (S0005) alelos (Anexo II). El estudio de los parametros
de diversidad genética de cada granja por separado se resume en la
Tabla 4B. La diversidad genética fue inferior a 0,5 en todas las granjas
menos en la granja SS, la cual mostré los valores mas elevados de
variabilidad genética en términos de He (0,56) y de NMA (4,73). Por el
contrario, las granjas Al y MC fueron las que presentaron los valores
mas bajos de He (0,32 y 0,26) y de NMA (2,26 y 1,18) respectivamente
(Figura 1), ademas de un numero de marcadores microsatélites
monomorficos mas elevado que el observado en las otras granjas de

cria de cerdo CM como se detallara posteriormente (Tabla 13).

60



Resultados

Tabla 4A. Nuimero de alelos (Na) y He-Ho en toda la poblacion

de CM

POBLACION

Na

NMA

Ho

He

CM

175

217

6,39

0,52

0,54

Tabla 4B. Numero de alelos y He-Ho en las granjas de

CM
POBLACION N NA NMA Ho He

J] 36 122 3,50 0,49 0,48
R1 16 114 3,35 0,58 0,46
R2 21 116 3,41 0,46 0,43
R3 32 138 4,06 0,49 0,46
MS 7 95 2,79 0,61 0,49
SS 42 161 4,73 0,58 0,56
Al 11 77 2,26 0,34 0,32
MC 10 40 1,18 0,32 0,26
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Figura 1. Grafico de las He y Ho en cada poblacion
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El valor medio del estadistico Fsx de Wright para toda la
poblacion de CM y loci microsatélites fue F«=0,11, indicando que el
11% de la variacion genética existente en la poblacion se explica por
las diferencias genéticas entre granjas. En la Tabla 5 se muestran los
valores entre pares de granjas para los estadisticos Fs: y distancias
genéticas de Nei (Da) (Nei, 1972). Las tres granjas R1, R2 y R3,
presentaron entre si una diferenciacion genética baja o moderada

mientras que los valores Da entre estas granjas fueron los mas bajos
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(<0,07). Las otras dos explotaciones consideradas grandes por el
numero de reproductores de la raza CM criados en ellas, granjas J] y SS,
presentaron una diferenciacion genética moderada entre ellas y con las
granjas R1-3. Las granjas de menor tamafio (granjas MS, Al y M(C)
fueron las que mostraron una mayor diferenciacion genética al
compararse con el resto de granjas (Fs>0,1), ademas de presentar
valores Da mas elevados entre pares de granjas. Concretamente, la
granja MC fue la que presento los valores Fsc y Da mas elevados y por
tanto fue la poblacién de cerdos CM mas divergente. La representacion
grafica en base a las distancias genéticas de Nei (Figura 2) permitio
diferenciar dos grupos principales (granjas R1-3, MS y Al en verde y
granjas SS y MC en rojo). La granja JJ (en amarillo) se encuadro6 en una

rama del arbol diferente, préximo al grupo coloreado en verde.
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Tabla 5. Valores Fs: (cuadrante inferior izquierdo) y Da
(cuadrante superior derecho) entre pares de granjas

1] R1 R2 R3 MS SS Al MC
)| 0 0,106 | 0,095 | 0,118 | 0,216 | 0,124 | 0,253 | 0,320
R1 | 0,051 0 0,052 | 0,069 | 0,208 | 0,175 | 0,245 | 0,286
RZ | 0,049 | 0,029 0 0,064 | 0,241 | 0,142 | 0,225 | 0,239
R3 | 0,073 | 0,052 | 0,052 0 0,217 | 0,183 | 0,246 | 0,324
MS | 0,105 | 0,103 | 0,124 | 0,121 0 0,194 | 0,292 | 0,474
SS | 0,050 | 0,072 | 0,065 | 0,085 | 0,085 0 0,359 | 0,287
Al | 0141 | 0,139 | 0,135 | 0,156 | 0,170 | 0,161 0 0,557
MC | 0,204 | 0,193 | 0,181 | 0,222 | 0,281 | 0,175 | 0,351 0

Figura 2. Arbol NJ de las 8 granjas de Chato Murciano en base a Da
obtenidas del andlisis de 34 marcadores microsatélites.
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Con el objetivo de determinar la subestructura genética de la
raza CM, se utilizo el algoritmo de agrupamiento implementado por el
programa Structure en base a los datos microsatélite y a los datos
Porcine SNP60 en cada una de las granjas estudiadas (Figura 3). Se
testaron valores de K entre dos y cuatro. Cuando K=2, los resultados
fueron consistentes entre los dos tipos de marcadores utilizados,
microsatélites y SNP, y también con el dendograma basado en las
distancias genéticas (Figura 2). De esta forma se detectaron dos
subpoblaciones genéticas: la primera representada graficamente en
color verde y que incluy6é a las granjas R1-3, MS y AIl; la segunda
representada en color rojo que incluy6 a las granjas SS y MC. La granja
J] incluy6 animales de ambas subpoblaciones. Sin embargo, cuando K =
3 la mayoria de los animales de la granja ]JJ] formaron un grupo
independiente (de color amarillo) al considerar los marcadores
microsatélites, aunque no se detectd tal diferenciacidon genética al usar
los marcadores SNP. Los resultados para K=3 y K=4 fueron idénticos
entre ellos por lo que la existencia de una cuarta subpoblacién fue

descartada.

El estudio detallado de los coeficientes de pertenencia (CP)
determinados por el programa Structure mostré que las granjas R1-R3,

Al y MC se colorearon de forma muy homogénea como resultado de
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valores elevados de CP obtenidos en las mismas, especialmente en las
granjas Al y MC (0,96 y 0,93 respectivamente) lo que indica una
diferenciaciéon genética elevada. Sin embargo, la otra granja
considerada de menor tamafo, granja MS, se agrup6 con los valores CP
mas bajos en subpoblacion marcada en verde (0,71). La granja ]J
mostr6 siempre los valores CP mas bajos (CP<0,68)
independientemente del marcador genético utilizado y del valor de K

(Tabla 6).

Tabla 6. Coeficientes de pertenencia para K = 3 en base a los analisis
de marcadores microsatélites.

Grupos inferidos por el programa (K= 3)
1 2 3

J] 0,643 0,283 0,074

:é R1 0,054 0,008 0,938
v'% R2 0,032 0,083 0,884
g R3 0,042 0,044 0,914
; MS 0,181 0,113 0,706
? SS 0,162 0,812 0,025
° Al 0,024 0,014 0,962
MC 0,009 0,926 0,066

66



Resultados

Figura 3. Representacion grafica del coeficiente de pertenencia para valores K=2-

4. Para cada valor de K, se detallan los resultados en base a los datos microsatélite

y al panel Porcine SNP60.
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Porcine SNP60
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2. Estudio de la relacién genética del Chato Murciano con otras

razas.

Genotipado de alta densidad

El analisis de escalamiento multidimensional (MDS) basado en
los datos Porcine SNP60 permitié diferenciar tres grupos principales
(Figura 4). El primero, y también el mas divergente, fue el grupo
“Asiatico” representado exclusivamente por la raza MH. Tomando
como referencia el grupo asiatico, el segundo grupo se situ6 en el
extremo opuesto de la primera componente y estuvo representado por
la raza DU. Finalmente, el tercer grupo fue el que incluy6 a un mayor
numero de individuos pertenecientes a las razas europeas LW, LR, TA,
BK, IB y CM. Dentro de este grupo de razas europeas, la raza IB fue la
mas diferenciada situandose en el extremo préximo a la raza DU. En el
extremo opuesto del grupo europeo, y por tanto mas proximo al

asiatico, se situaron las razas LW y LR.

Debido a que una gran parte de la variacion observada en la
Figura 4 se debi6 a las razas MH y DU, estas dos razas se eliminaron
del andlisis MDS para asi realizar un estudio mas detallado del grupo
europeo (Figura 5A). La grafica resultante mostr6 que todos los

animales se agruparon segun su raza de origen. A su vez, todas las
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razas porcinas fueron claramente diferenciadas entre si. Las
variedades RE, en color violeta, y NI, en color purpura, de Ibérico no se
diferenciaron entre ellas, si bien hay que tener en cuenta que ambas
constituyen dos variedades de la misma raza (IB). Las razas LW y LR se
diferenciaron poco entre ellas pero claramente del resto de razas

europeas.

Todos los animales pertenecientes a la raza CM se agruparon en
la misma area del grafico, diferenciandose inequivocamente de las
otras razas estudiadas. Cuando se considero el primer componente de
la grafica (eje mds, 1) la poblacion CM se situ6 en una posicion
intermedia entre las razas LW-LR y la raza BK. El segundo componente
(eje mds, 2) explico las diferencias entre el grupo CM y el resto de razas
al quedar encuadrado en la region inferior del grafico. Aunque todos
los individuos de la raza CM se agruparon en el mismo area del grafico,
cuatro cerdos CM pertenecientes a la granja SS se separaron
claramente del grupo principal en direccion a las otras razas europeas

(Figura 5B).
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Figura 4. Escalamiento multidimensional en base en base a los datos Porcine SNP60. Se representan todas las

razas incluidas en el estudio
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Figura 5A. Escalamiento multidimensional en base en base a los datos Porcine SNP60. Detalle de las razas

europeas.
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Figura 5B. Escalamiento multidimensional en base en base a los datos Porcine SNP60. Diferenciacion entre los
animales pertenecientes a cada granja.
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Para determinar si la raza CM es una poblaciéon genéticamente
diferenciada y detectar cerdos CM mezclados o cruzados con otras
razas, se utilizé el modelo bayesiano de agrupamiento implementado
por el programa Structure en base a la informaciéon aportada por los
marcadores SNPs. Debido a que se incluyeron un total de nueve
poblaciones en el estudio, se testaron valores de K entre K= y K=9
(Figura 6A). K=8 result6 ser el valor 6ptimo de K segun el test BIC
(Figura 7). Para un valor K=8 todos los individuos fueron
inequivocamente asignados a su poblaciéon de origen, maximizandose
el valor del coeficiente de pertenencia en las nueve poblaciones
estudiadas. Las razas LW y LR se agruparon conjuntamente para
valores K=6 y 7 (grupo verde) lo que sugiere una mayor proximidad
genética entre las mismas. Las razas BK y TA solo se agruparon
conjuntamente cuando K=6. El resto de poblaciones se diferenciaron
para todos los valores de K testados con la excepcion de las variedades
de cerdo Ibérico RE y NI que se agruparon en el mismo grupo (color
marréon) para todos los valores de K testados. El coeficiente de
pertenencia mas elevado se observé en la raza MH con un valor CP=1
que implica una correspondencia del 100% entre la poblaciéon asumida
por el investigador y la poblacidn asignada por el programa Struture y

que se muestra graficamente por un unico color violeta en la region
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asignada a los individuos de dicha raza. Por el contrario las razas LW y
LR presentaron los valores de CP mas bajos (0,77 y 0,71
respectivamente). El resto de poblaciones se agruparon con valores
superiores a 0,85 para todos los valores de K testados. Concretamente,
las razas DU, BK, TA y IB tuvieron valores CP superiores a 0,93

mientras que la raza CM lo hizo con un valor CP=0,85 (Tabla 7).

Un estudio detallado de la raza CM (Figura 6B) mostré la
contribucion del resto de razas estudiadas a la genética actual del
cerdo CM. Todos los individuos de la raza CM analizados se agruparon
con CP superiores a 0,75 con la excepcion de cuatro animales que lo
hicieron con valores mucho menores (CPx0,5) (Anexo III). Dichos
animales pertenecian a la granja SS. Por otro lado, los resultados
obtenidos indicaron que las razas DU e IB fueron las que contribuyeron
en mayor medida a la genética actual del CM con un 6 y 4%
respectivamente, seguidos de LW (2%) y BK (1%). La raza MH,
utilizada como control de raza que no ha tenido relacion con el cerdo
CM, fue la Unica raza con una participacion del 0% confirmandose asi
la falta de relacidon entre ambas razas. Con el fin de eliminar el efecto
que los cuatro animales considerados como mezclados (valores
CP=0.5) tuvieron sobre la media total del valor de CP en la raza CM, se

realiz6 un segundo analisis sin considerar a dichos animales (Tabla 8).
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El CP total de la raza CM aument6 de 0,85 a 0,899 disminuyendo
principalmente la contribucién de la raza DU que pasé de un 6% a un
4% mientras que la contribucién del resto de razas fue similar a la

obtenida al considerar a todos los cerdos CM.
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9. Existe

6aK=

una sobreestimacién del numero de poblaciones que se observa como

Figura 6A. Estructuracién de la poblacion para K

zona blanca en la regién del grafico designado para la raza DU.
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Figura 6B. Detalle de la estructuracion de la poblacién de la raza
Chato Murciano. Cuatro animales presentan valores CP=0,5.

Tabla 7. Proporcion de la contribucién de los ancestros inferidos
por el programa Structure (K=8) a las razas estudiadas.

GRUPOS INFERIDOS POR EL PROGRAMA (K = 8)

GRUPOS PREDEFINIDOS

1DU | 2BK | 3MH | 4LR | 5LW | 6 TA | 7CM | 8IB | N

LW 0,011 | 0,025 | 0,017 | 0,036 | 0,768 | 0,030 | 0,045 | 0,069 | 49
LR 0,005 | 0,036 | 0,002 | 0,710 | 0,087 | 0,025 | 0,048 | 0,087 | 29
DU 0,957 | 0,005 | 0,001 | 0,001 | 0,000 | 0,003 | 0,001 | 0,033 | 42
TA 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,998 | 0,000 | 0,001 | 15
BK 0,003 | 0,950 | 0,001 | 0,007 | 0,005 | 0,006 | 0,008 | 0,020 | 19
IB_.RE | 0,004 | 0,008 | 0,000 | 0,002 | 0,004 | 0,010 | 0,002 | 0,969 | 11
IB_NI 0,063 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,004 | 0,001 | 0,001 | 0,929 | 15
MH 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 10
CM 0,064 | 0,011 | 0,000 | 0,003 | 0,019 | 0,007 | 0,854 | 0,041 | 39
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Tabla 8. Proporcién de la contribucién de los ancestros inferidos por el

programa Structure (K=8) a las razas estudiadas sin considerar a los cerdos Chato

Murciano con valores CP=0,5.

GRUPOS INFERIDOS POR EL PROGRAMA (K = 8)

1.CM | 2. LW | 3_MH 4 1B 5DU | 6_.TA 7_BK 8 LR | N

LW 0,050 | 0,780 | 0,017 | 0,092 | 0,008 | 0,011 | 0,019 | 0,024 | 49

@ LR 0,052 | 0,095 | 0,001 | 0,103 | 0,002 | 0,016 | 0,026 | 0,705 | 29
E DU 0,003 | 0,000 | 0,001 | 0,040 | 0954 | 0,002 | 0,001 | 0,000 | 42
E TA 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,000 [ 0,998 | 0,000 | 0,000 | 15
§ BK 0,009 | 0,005 | 0,001 | 0,022 | 0,003 | 0,005 | 0,950 | 0,006 | 19
g IB_RE 0,004 | 0,006 | 0,000 | 0,970 | 0,003 | 0,009 | 0,007 | 0,000 | 11
Eg IB_NI 0,001 | 0,004 | 0,000 | 0,934 | 0,060 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 15
MH 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 10

CM 0,899 | 0,015 | 0,000 | 0,036 | 0,041 | 0,002 | 0,007 | 0,000 | 35

Figura 7. Valor BIC (Bayesian Information Criterion) Vs. Nimero de grupos

(K) parala determinacion del valor de K mas probable. Se observa el pico para el

valor K=8
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Los valores Fs: entre pares de poblaciones (Tabla 9) fueron mas
altos entre la raza MH y el resto de razas estudiadas (>0,45) mientras
que dicho estadistico registr6 el valor mas bajo al comparar las
variedades RE y NI (0,068). La raza CM tuvo los valores Fs: mas bajos
cuando se comparo6 con las razas LW y LR (0,15). Resultados similares
se obtuvieron cuando se estudiaron las distancias genéticas (Nei,
1972), representadas graficamente en la Figura 8. La raza MH fue de
nuevo la mas divergente mientras que las variedades RE y NI de cerdo
ibérico presentaron el valor de distancia genética mas bajo. Las razas
que presentaron menores distancias genéticas en relacion al CM fueron

LRy LW (0,08) seguidas de IB (0,11) y BK (0,12).
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Tabla 9. Distancias genéticas de Nei (bajo la diagonal) y valores Fs;
entre pares de poblaciones (arriba de la diagonal).

BK CM DU LR LW | MH |NLIB REIB| TA
Valores Fi: entre pares de poblaciones
BK | | 0,000 0,248 | 0,308 | 0,218 | 0,261 | 0,521 | 0,256 | 0,289 | 0,330
CM § 0,120 | 0,000 | 0,247 | 0,149 | 0,156 | 0,517 | 0,251 | 0,315 | 0,340
DU '§> 0,162 | 0,135 | 0,000 | 0,224 | 0,237 | 0,540 | 0,271 | 0,351 | 0,383
LR g 10,112 | 0,089 | 0,139 | 0,000 | 0,113 | 0,463 | 0,227 | 0,285 | 0,299
LW l‘% 0,114 | 0,084 | 0,139 | 0,067 | 0,000 | 0,517 | 0,289 | 0,375 | 0,358
MH QZ 0,346 | 0,322 | 0,346 | 0,290 | 0,273 | 0,000 | 0,558 | 0,587 | 0,581
NLIB -§ 0,123 {0,109 0,121 | 0,106 | 0,107 | 0,404 | 0,000 | 0,068 | 0,306
RE_IB é 0,131|0,118| 0,146 | 0,115 | 0,117 | 0,427 | 0,030 | 0,000 | 0,329
TA | <0154 (0,149| 0,181 | 0,140 | 0,136 | 0,389 | 0,137 | 0,143 | 0,000

Figura 8. Arbol NJ construido en base a las distancias
genéticas de Nei (1972) utilizando los datos Porcine SNP60.
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ADN mitocondrial

Se secuenci6 la region D-loop de ADNmt con el fin de estudiar el
origen y las relaciones genéticas entre el cerdo CM y otras razas
porcinas. La Figura 9A muestra el dendograma construido por el
método NJ en base a las distancias genéticas entre las secuencias de la
region D-loop. Para cada rama del arbol se detalld el numero del
haplotipo, seguido del cddigo de la raza y del porcentaje de individuos
de la raza incluidos en ese haplotipo con respecto al total de cerdos de
dicha raza. En el dendograma se pudieron diferenciar dos zonas o
nodos principales: El nodo superior, que incluyé exclusivamente razas
europeas y comerciales; la zona inferior o nodo asiatico, que incluyé a
todos los animales de la raza china MH asi como algunos animales

pertenecientes a razas comerciales y britanicas.

Se detectaron un total de 43 haplotipos, de los cuales 15 se
agruparon en el nodo asiatico y 28 en el europeo (Tabla 10). Se
estudié detalladamente la presencia o ausencia de haplotipos asiaticos
en las razas porcinas europeas. La frecuencia de haplotipos asiaticos en
razas britanicas fue muy elevada, estando presentes en el 100% de los
individuos de la raza BK y en el 93% de la raza TA. Las razas

comerciales mostraron un numero de haplotipos muy elevado,
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concretamente 29, lo que representa el 67% del total de haplotipos
observados. El 35% de los cerdos LW, el 38% de los cerdos LRy el 7%
de los cerdos DU portaron haplotipos asiaticos. De todas las razas
europeas estudiadas, solamente dos portaron exclusivamente
haplotipos europeos: las razas IB y CM. Se detectaron un total de 10
haplotipos en cerdos IB, cinco de los cuales fueron exclusivos de dicha
poblacion. En lo que respecta al CM, se observaron un total de cinco
haplotipos (HP1-HPS5). El 77% de los cerdos CM portaron haplotipos
muy frecuentes en razas porcinas comerciales (HP2, 3, 4); el 7%
presentaron el HP1 que se comparti6 exclusivamente con el cerdo IB.
Finalmente, se observé un haplotipo exclusivo del CM (HP5) el cual

apareci6 en la poblacién con una frecuencia del 14%.

Para un estudio mas detallado de la raza CM se realizé6 un
dendograma utilizando el mismo método que el descrito para la
Figura9A pero detallandose la granja de procedencia de cada uno de
los cerdos CM, ademas del haplotipo y porcentaje con respecto al
numero total de cerdos analizados en cada granja (Figura 9B). El HP1
agrupo a un 29% de los cerdos IB analizados y a un 7% de cerdos CM.
Debe mencionarse que todos los cerdos CM portadores del HP1
pertenecieron a la granja Al. Los haplotipos HP4 y el HP2 fueron

comunes a varias razas (DU, LW, IB y CM) siendo el HP4 el mas
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frecuente en la poblaciéon de cerdos CM (48%). El haplotipo HP5,
exclusivo de la raza CM, se encontrd en las granjas MS (77%) y R1, R2

y R3 (#20%).

Tabla 10. Numero total de haplotipos (HP) detectados en cada
raza porcina. Se especifica el nimero de haplotipos asiaticos y
europeos en cada raza.

POBLACION | NUMERO TOTAL HP | HP ASIA | HP EUROPA
CM 5 0 5
LW 14 6 8
LR 17 4 13
DU 8 1 7
TA 4 3 1
BK 2 2 0
IB 10 0 10
MH 4 4 0
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HP4_ LR Spe
HP32_DU_2pe

HP4_CM_48pc

HP4_IB 20pc

HP4 LW _l6pe

HP5_CM_l4pec
HP4 DU 21pe
HP38 LR 2pc
——HP9_LR _1lpc
1HP36 LR 2pe
HP35_LR_2pe
HP18_LW _2pe
HP18_DU_4pe
HP18_LR 2pe
HP33 DU 2pe
HP1_CM_Tpe
HP1_IB 29pc
_[— HP40_TA_Tpe

HP41_IB 2pe

4{_ HP42_ LW _2pe
HP43_LR 2pc

HPS_IB_8pe

HPE_DU 2pe

HP8 LR Spe

HP20_IB_l4pe
|rrpzo_1.w_zpc

HP7_DU_40pc
_L HP16_LW_10pc

HP16_LR 2pe

HP10_LR 8pc

_| HP21_IB 8pe
HP22 IB_4pe
HP2 CM_Tpe
| |HP2 DU 19pc
HP30 IB 2pc
HP34 LR 2pc

HP2 LW 14pc
HP2 IB 8pe

HP14 LR Spe
_[h.ﬂ]’lg_m_lpc
HP31 LW _2pe
HP3 CM 22pec

HP3_LR_2pe
HP19 LW 18pc
HP19 TA 2lpe
HP37 LW 2pc

HP3_ LW _10pc
HP6_DU_7pe

——— HP27_TA_28pc
HP17_LW_dpe
HP39 MH_10pc

HP25 MH_S0pc

HP15_LW Spe
HP11_LR Spe

HP13 LR 2pc
4{—| HP13 LW 4pc
HP23 BK 94pe

HP28 LE 2pc
HP12 LR 26pc
HP12 LW _2pe
HP12 MH 20pe
HP26_TA 42pc
HP26_BK Spe
HP24 MH 20pe

0030
—

Figura 9A. Dendograma usando el método NJ. Se muestra el haplotipo (HP),
el cédigo de la raza (Chato Murciano, CM; Large White, LW; Landrace, LR; Duroc,
DU; Berkshire, BK; Tamworth, TA; Ibérico, IB; Meishan, MS) y porcentaje de animales
analizados con respecto al total de animales analizados en cada raza.
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HP5_R2 20pc
HPS R3 25pe
HPS R1_18pc
HP5 MS 77pc
HP4_LW_16pc

HP4 IB 20pec

HP4 R2 25pc

HP4_JJ 86pe

HP4 R3_33pe

HP4_AI 33pe

HP4 DU 21pc

HP4 LR Spc
———HP32_DU 2pec
HP4_SS 92pc

HP38 LR 2pc

_{— HP9 LR _1lpe
1 HP36_LR_2pc

P35 LR 2pe

HP18 LW 2pe
HP18_DU 4pe

HP18_LR 2pc

HP42 LW _2pe
HP43 LR 2pc

HP40_TA_Tpc

HP41 IB 2pe

HP21_IB 8pc
HP22 IB 4pe
HP33 DU 2pe
HP1_ Al 66pe

HP1_IB 29pc

HP10_LR S8pc

HP16_ LR 2pc
HP16 LW _10pe
HPS_IB 8pc
HPS DU 2pe
HP8 LR _Spe

HP20_IB_14pe
HP20_LW 2pc

—HP7 DU _40pc

HP2 R1 12pec

LHHP2 55 Tpe

HP2 R2 Spe

HP2 PR3 Tpe

HP30_IB 2pc
HP34 LR 2pe

HP2 IB 8pc

HP2 DU _19pe
HP2 MS 22pc
HP2Z LW 14pc

HP14_LR Spc
_[L_ HP29 IB 2pc
HP31_LW 2pe

HP3 _R2 S50pc
HP3_R1 _68pc
HP3_R3 33pe
HP3 JT 13pe
HP3 LR 2pc
HP3_LW 10pc

01,0030

Figura 9B. Dendograma usando el método NJ. Se ha colapsado el nodo

asiatico y detallado la distribucién de los animales CM por granjas.
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3. Desequilibrio de Ligamiento.

El desequilibrio de ligamiento fue estimado para todas las
parejas de SNPs separadas por una distancia inferior a 3Mb en cada
cromosoma utilizando el coeficiente de correlacién entre SNPs (r?).
Dichos analisis se realizaron en las dos razas porcinas locales de la
peninsula Ibérica, CM y IB, en la raza Inglesa BK y en la raza comercial
raza DU. Se calcularon los valores medios de la variacion de r2
conforme aumenta la distancia genética entre marcadores en los 18
cromosomas para cada poblaciébn y se representd graficamente
(Figura 10). El valor r? disminuy6 conforme se increment¢ la distancia
genética entre las parejas de marcadores en todas las poblaciones. Sin
embargo, la persistencia y la intensidad del LD variaron
significativamente entre las diferentes poblaciones y cromosomas.
Considerando un valor umbral de r2=0,2 (Linea negra, Figura 10) para
determinar el grado y extension del LD, éste descendi6 mas
rapidamente en la raza IB extendiéndose hasta 0,25 Mb. EI LD persistio
hasta una distancia superior a la observada en el cerdo IB en la raza
comercial DU (1Mb) y en las razas minoritarias CM y BK (1,2 Mb). Se
observaron patrones similares al calcular la media total de LD en todos
los cromosomas en cada poblacién (Tabla 11). De este modo, la raza

IB present6 el valor promedio de r2 mas bajo (r2=0,14) mientras que en
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las razas CM y BK los valores fueron mas elevados (r?=0,21). La raza

DU mostré un valor intermedio (r2=0,18).

El LD varié significativamente entre los diferentes cromosomas
en todas las poblaciones estudiadas (Figura 11). El cromosoma SSC14
presento el valor mas alto de LD mientras que los cromosomas SSC18 y
SSC10 mostraron los valores menores en todas las poblaciones
estudiadas. En la poblacion CM los cromosomas que presentaron
mayor LD fueron SSC14, SSC13, SSC1, SSC15, SSC4 y SSCO9. Estos
resultados fueron similares a otras razas con la excepcion del
cromosoma SSC4 que tuvo valores de LD bajos en el resto de
poblaciones con la excepcion de la raza BK. Los cromosomas que
presentaron menor valor de LD en la raza CM fueron SSC18, SSC11,
SSC10 y SSC12, los cuales también se agruparon entre los cromosomas
con bajo LD en el resto de poblaciones. Por tanto, el patron de LD en los
18 cromosomas observado en el cerdo CM fue similar al observado en

las otras razas porcinas.
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Figura 10. Media de LD en todos los cromosomas medido con el
estadistico r? en cada poblacién estudiada segiin aumenta la distancia
(en bases) entre marcadores. La linea negra marca el umbral para
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Tabla 11. Desequilibrio de Ligamiento por cromosoma y raza. Media

de todos los cromosomas en cada raza.

CM IB BK DU
Cromosoma re
1 0,237 0,134 0,262 0,196
2 0,193 0,164 0,204 0,206
3 0,192 0,132 0,214 0,164
4 0,226 0,125 0,213 0,166
5 0,206 0,119 0,181 0,162
6 0,205 0,164 0,211 0,237
7 0,210 0,151 0,210 0,176
8 0,202 0,137 0,219 0,199
9 0,220 0,141 0,236 0,168
10 0,175 0,119 0,152 0,123
11 0,171 0,126 0,147 0,142
12 0,182 0,140 0,202 0,154
13 0,254 0,178 0,224 0,211
14 0,255 0,197 0,293 0,302
15 0,232 0,148 0,213 0,201
16 0,210 0,146 0,223 0,184
17 0,211 0,113 0,214 0,144
18 0,167 0,103 0,181 0,140
Media 0,208 0,141 0,211 0,182
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Figura 11. Representacion grafica de las medias de LD medidas con el estadistico r2 en

cada cromosoma y en todas las poblaciones.
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comparar las tendencias de LD en las diferentes razas.

4. Marcadores genéticos distintivos de la raza Chato Murciano

Marcadores SNP distintivos de la raza Chato Murciano.

Para seleccionar los marcadores SNP que influyen en mayor
medida en la diferenciacion entre el cerdo CM y las otras razas
incluidas en este trabajo se estudiaron las frecuencias alélicas (F) de
los 46887 SNPs analizados. Se detectaron tres grupos de SNPs con
frecuencias alélicas muy diferentes entre el CM y las otras razas

estudiadas (Tabla 12). El primer grupo incluyé tres SNPs (SNP1, SNP2,
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SNP3) con F 2 0,82 en el cerdo CM pero inferiores a 0,20 en el resto de
razas, con la excepcion de las razas MH y TA cuyas F=0,40 para el
SNP2. Dentro de este grupo es destacable que los SNP1 Y SNP2
mostraron una F=0,00 en las razas con mayor contribucién a la
genética del cerdo CM como son las razas IB y DU y una F<0,1 en la
raza LW. En el segundo grupo se incluyeron aquellos SNPs con F20,95
en el CM pero con F<0,40 en las razas DU, LW, LR y IB (SNP4, SNP5,
SNP6, SNP7). Estas razas adquieren especial importancia al compartir
mercado comercial que los productos carnicos del cerdo CM y habitar
en muchas ocasiones las mismas granjas. El tercer grupo incluyé un
solo marcador (SNP8) con una frecuencia alélica muy baja en el cerdo
CM (F=0,08) pero superior a 0,70 en las otras razas con la excepcion de

laraza IB (F=0,40).
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significativamente diferentes a las de las otras razas porcinas incluidas

Tabla 12. SNPs cuyas frecuencias alélicas fueron

en el presente trabajo.

SNP GRUPO | ALELO | BK [ CM | DU | LR |LW | MH | NI | RE | TA
SNP1 I A 0,03(0,82|0,00]|0,16|0,05|0,00|0,00]|0,00]0,00
SNP2 I A 0,130,833 0,000,116 |0,08|040]0,07|0,18| 0,40
SNP3 I G 0,0310820,00|0,16 | 0,05|0,00|0,00|0,00]0,00
SNP4 11 T 0,50(095|015|040|0,38|0,05|0,33|0,09]|0,00
SNP5 11 G 0,68(095|001]|0,14|0,38|0,10 | 0,20 | 0,00 | 1,00
SNP6 11 C 0,16 1097038017 0,36 1,00 0,08 |0,18| 0,90
SNP7 11 A 0,3710951|0,23]0,29|0,40 | 0,00 | 0,27 | 0,09 | 1,00
SNP8 II G 09510,08|082(097|091|1,00|0,40|0,36]0,70

los ocho SNPs detallados en la Tabla 12 mostré que todos los cerdos
CM analizados se diferenciaron de los cerdos no pertenecientes a dicha
raza (Figura 12). De forma similar, el modelo de agrupacién
implementado por el programa Structure en base a los ocho SNPs
mencionados para un valor de K=2 permiti6é diferenciar a la poblacién
CM de los individuos de otras razas. El CM se agrupé con un coeficiente

de pertenencia de 0,95 (Tabla 13) en el grupo coloreado de rojo

El andlisis de escalamiento multidimensional (MDS) utilizando
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(Figura 13) mientras que el resto de razas se agruparon en el segundo
grupo, representado de color verde, con valores de CP>0,92 en todas
las razas con la excepcion de la raza TA cuyo CP=0,79. El estudio de los
CP por animal demostré que 28 de los 35 cerdos de la raza CM
incluidos en el estudio se agruparon con CP=0,95 mientras que cinco lo
hicieron con CP<0,82, los cuales también habian mostrado valores CP
mas bajos cuando se analizaron utilizando el panel completo de 46887
SNPs. Solamente un cerdo CM mostré un valor inferior a 0,77 (animal
CM14, CP=0,63). Por lo tanto, el estudio de los 8 marcadores SNP
distintivos de la raza CM estuvo en consonancia con los resultados
obtenidos al estudiar el panel completo de 46887 marcadores SNP. En
cuanto a los cerdos pertenecientes a otras razas, de los 194 animales
utilizados 185 tuvieron una contribucién al grupo del cerdo CM
inferior a 0,2 y solamente dos animales, uno de la raza LW y otro de la

raza TA se agruparon con valores CP=0,5.
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Figura 12. Escalamiento multidimensional en base en base a los 8 SNPs caracteristicos de la raza Chato
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Figura 13. Asignacidén individual mediante el programa

Structure para diferenciar los cerdos CM del resto de poblaciones

utilizando ocho SNPs seleccionados en base a sus F.

Tabla 13. Coeficientes de pertenencia inferidos por el programa
Structure (K=2) a las razas estudiadas en base a los datos de ocho SNPs

GRUPOS PREDEFINIDOS

seleccionados.
GRUPOS INFERIDOS POR EL PROGRAMA (K = 2)
1.CM 2_Otras razas
LW 0,054 0,946
LR 0,077 0,923
DU 0,011 0,989
TA 0,205 0,795
BK 0,035 0,965
IB_RE 0,026 0,974
IB_NI 0,028 0,972
MH 0,025 0,975
CM 0,947 0,053
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Frecuencias alélicas de los loci microsatélites

De los 34 loci microsatélites estudiados cinco presentaron alelos
con frecuencias >0,75 (Tabla 14). Ademas, el estudio por granjas
mostro que todas ellas tuvieron frecuencias alélicas elevadas en los
cinco alelos referidos en la Tabla 14 excepto la granja Al para alelo
245 del locus S0355. La frecuencia del alelo 123 del loci SW951 fue

superior a 0,8 en todas las granjas menos en la granja SS (0,54).

Tabla 14. Frecuencias alélicas de los cinco alelos con F>0,75 en
cada granja y en el total de la poblacion de CM.

LOCI S0215 SW 951 $0227 SW769 S0355

Granja | Alelo 155 123 230 105 245
J] 0,81 0,93 0,92 1,00 1,00
R1 0,57 0,94 1,00 1,00 0,93
R2 0,90 0,95 1,00 1,00 0,98
R3 0,94 0,88 1,00 1,00 0,97
MS 1,00 0,80 1,00 1,00 0,57
SS 0,94 0,54 0,80 0,93 0,98

Al 1,00 1,00 1,00 1,00 0,09
MC 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Total CM 0,89 0,75 0,93 0,98 0,90
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Para estudiar la posible relacion entre pureza racial, los loci
microsatélite con F>0,75 y la informacién obtenida del andlisis de los
ocho SNPs seleccionados, se compard a los animales heterocigotos
para alguno de esos cinco loci microsatélites con sus valores de CP
determinados por el programa Structure en base a los datos
PorcineSNP60 y a los ocho SNPs seleccionados previamente (Tabla
15). Asi, de los 39 cerdos CM genotipados con el panel de alta densidad
de SNPs, 34 fueron homocigotos para los cinco loci microsatélites con
F>0,75 y presentaron los valores CP mas elevados, tanto al estudiar el
panel completo de SNPs como al estudiar los ocho SNPs seleccionados.
En cuanto a los cinco cerdos CM restantes (CM112, CM113, CM116,
CM118 y CM14), éstos fueron justamente los unicos cerdos CM con
valores CP < 0,63 al estudiar los ocho alelos SNPs especificos de la raza
CM. Finalmente, remarcar que cuatro de ellos fueron aquéllos que

previamente mostraron valores CP=0,5.
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Tabla 15. Comparacion entre los valores de coeficiente de pertenencia
asignados por el programa Structure y los animales heterocigotos para
algunos de los cinco microsatélites con frecuencias alélicas altas en la

raza.

ID GRANJA | 8 SNPS | PORCINE SNP60 $0215 SW951 $0227 SW769 S0355
CM112 SS 0,097 0,428 Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto
CM113 SS 0,453 0,491 Heterocigoto | Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto Homocigoto
CH116 SS 0,527 0,501 Homocigoto Homocigoto | Heterocigoto [ Homocigoto Homocigoto
CM118 SS 0,525 0,504 Homocigoto | Heterocigoto | Homocigoto Homocigoto Homocigoto

CH14 J] 0,625 0,759 Heterocigoto | Homocigoto Homocigoto Homocigoto Homocigoto
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DISCUSION

En los programas de conservacion genética de razas de animales
domeésticos deben considerarse dos amenazas principales. En primer
lugar, la pérdida progresiva de diversidad genética en las poblaciones
(Lacy, 1987), especialmente en aquéllas de pequefio tamafio, que
amenaza la supervivencia de la raza a largo plazo debido a los efectos
negativos de la endogamia. En segundo lugar, el cruzamiento con otras
razas que puede amenazar a la identidad genética de una raza ya que la
variacion genética o fenotipica resultante conllevaria la pérdida del
reservorio genético caracteristico de la misma. De este modo, el cruce
no controlado con otras razas podria reducir el valor de la raza en
términos de herencia cultural e incluso culinaria. El CM se cria
actualmente en 15 granjas de las cuales solamente ocho tienen mas de
10 reproductores. El escaso numero de integrantes de la poblacidn,
unido a los pocos productores y a la limitada distribucién geografica de
los mismos, facilita la realizacion de un estudio detallado de cémo la
pérdida de diversidad genética y el cruce con otras razas porcinas

estan afectando a la composicion genética actual de la raza porcina CM.
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Diversidad y subestructura genética del Chato Murciano

Los resultados de este estudio muestran que la diversidad
genética del CM esta en el mismo rango que otras razas porcinas
criadas en Europa, siendo la He del CM inferior a la media de las razas
europeas (He = 0,57, Zhang y Plastow, 2011) y similar o sensiblemente
inferior a otras razas locales. Asi, Vicente et al. (2008) y Druml et al.
(2012) estudiaron razas locales portuguesas y balcanicas
respectivamente obteniendo valores similares de He (0,54-0,58) y
numero de alelos medio por locus (3,8-6,3) a los observados en la raza
CM (He=0,54; NMA=6,4), aunque se debe mencionar que el tamafio
muestral y el nimero de microsatélites utilizados fueron inferiores a
los del presente estudio. El CM present6 valores de diversidad genética
ligeramente inferiores al IB (Alves at al, 2006) y la raza hungara
Mangalitsa (Manea et al., 2009). En lo referente a trabajos previos en la
raza CM, los valores de diversidad genética obtenidos en este trabajo
fueron superiores a los registrados por Calvo et al. (2000) (He=0,397)
y muy similares a los observados por Vega-Pla et al. (2004) (He=0,53).
Estos datos indican que los programas de recuperacién de la raza CM
tuvieron buenos resultados hasta el afio 2004, produciéndose un

aumento del tamafo de la poblacién y de la diversidad genética de la
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misma. Sin embargo, la similitud entre los resultados del presente
trabajo y los obtenidos por Vega-Pla et al. (2004) probablemente no
indiquen un mantenimiento de la diversidad genética entre el afo
2004 y 2012 ya que estos ultimos autores utilizaron un nimero muy
inferior de animales (83 frente a 175). Ademas, estos autores no
especificaron las granjas incluidas en su estudio dificultando la
comparacion de los resultados como consecuencia a las variaciones

existentes entre las granjas.

Los valores de diversidad genética obtenidos en la poblacion
global de CM deben valorarse con precaucion debido a que, cuando una
poblacién esta subdividida, la diversidad genética de la misma esta
sobreestimada y los analisis deben hacerse en cada subpoblacién por
separado (Ji et al, 2011). La poblacién de CM estd subdivida en
subpoblaciones muy diferenciadas genéticamente siendo muy
probable que la diversidad genética observada en el total de la
poblacion de CM esté sobreestimada. Por esta razon se estudié la

variabilidad genética de cada granja por separado.

A diferencia de los resultados descritos para el conjunto de la
poblacidn, el analisis de las granjas que crian cerdos CM por separado

permiti6é detectar valores de diversidad genética inferiores a la media
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de la poblacién en todas las granjas con la excepcion de la granja SS
(0,56). No obstante, la granja SS present6 indicios de mezcla con otras
razas porcinas que se discutiran mas adelante. Se observaron valores
de diversidad genética muy bajos en granjas de pequeiio tamafio como
la granja Al y la MC (He<0,32) mostrando las caracteristicas propias de
granjas pequefias y aisladas con elevada consanguinidad y mayor
efecto de la deriva genética. Asi por ejemplo, la tendencia a la pérdida
del alelo 245 del locus S0355, el cual es muy frecuente en la raza CM,
sugiere un aislamiento reproductivo de la granja Al. Por otro lado,
ambas granjas fueron las que presentaron el mayor numero de loci
microsatélites fijados, indicando un efecto mas intenso de la deriva
genética. La deriva genética es un proceso natural por el cual
poblaciones aisladas modifican sus frecuencias alélicas de generacion
en generacion, dando lugar tanto a la disminucién de la variabilidad
genética por fijacion o pérdida de variantes alélicas (Nei 2000), como a
la progresiva diferenciacion genética de las poblaciones. Se ha
observado que el efecto de la deriva genética es mas intenso en
poblaciones aisladas y con un numero de reproductores pequefio

(Holsinger y Weir, 2009).
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La raza CM mostr6 un alto grado de subestructuracion
correlacionada con las granjas en las que se crian cerdos CM,
existiendo al menos dos subpoblaciones genéticas. La primera
subpoblacion, representada en color verde la Figura 3, incluyé a las
granjas R1, R2, R3, MS y Al Las granjas R1-3 mostraron una mayor
semejanza genética entre ellas que sugiere un flujo de reproductores
entre las mismas y refleja el hecho de que las granjas R1-3 son
propiedad del mismo productor. La granja MS mostré una influencia
elevada en su composicién genética de la segunda subpoblacién, que
unido a la alta diversidad genética detectada en la granja MS a pesar
del bajo numero de reproductores (N=11) y a que la Ho fue mucho
mayor que la He, indica que la granja MS se formé a partir de la mezcla
de reproductores de las dos subpoblaciones inferidas. De este modo, la
presencia de un haplotipo mitocondrial exclusivo de las granjas R1-3 y
MS sugiere un origen comun de las hembras CM de esas granjas o que
ha habido flujo de animales entre las mismas. La segunda
subpoblaciéon, que se marcé en rojo, estuvo representada por las
granjas SS y MC mientras que la granja J] pareci6 formar por si sola una
tercera subpoblacion cuando se consideraron los datos microsatélites,
pero no fue asi cuando se utilizaron los datos SNPs, donde los animales
se asignaron a alguna de las dos subpoblaciones principales. Teniendo
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en cuenta: la posicidon ocupada por la granja JJ en el arbol de distancias
genéticas (Figura 2), que los animales de dicha granja se asignaron a
las dos subpoblaciones inferidas por el programa Structure en base a
los datos microsatélites cuando K<3 y para cualquier valor de K en
base a los datos SNPs y que los dos haplotipos de ADN mitocondrial
observados en la granja J] fueron altamente frecuentes en las granjas
SS y R1-3, la granja J] representaria realmente una mezcla de animales
de las dos subpoblaciones principales en lugar de formar realmente

una tercera subpoblacion.

La existencia de subpoblaciones en la raza CM puede ser
consecuencia de diversos factores que actuan conjuntamente. El
aislamiento reproductivo y el tamafo reducido de algunas granjas
acentuaria el efecto de la deriva genética tal y como demuestra el
hecho de que las tres granjas de menor tamafo (granjas MS, Al y MC)
fueron las mas diferenciadas genéticamente. Otro factor que parece
haber aumentado la diferenciacion es la implementacién por parte de
los granjeros de sus propias estrategias de manejo reproductivo. Los
resultados obtenidos sugieren que tales estrategias no solo se
limitaron al intercambio de productores entre las granjas R1-3 ya que
también se detectaron signos de introgresion genética con otras razas

porcinas, principalmente en las granjas Al y SS. El 60% de los cerdos
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CM criados en la granja Al presentaron un haplotipo exclusivo de la
raza IB (HP1, Figura 9B). Estos datos son consistentes con el hecho de
que en dicha granja se crian conjuntamente ambas razas porcinas. Es
posible que el ganadero responsable decidiera modificar los
parametros de calidad de producto de su granja mediante
cruzamientos con IB. En cuanto a la granja SS, se observaron varios
indicadores de introgresion genética del CM con otras razas. En primer
lugar, dicha granja mostré las frecuencias mas bajas de los alelos de
dos loci microsatélites descritos como caracteristicos de cerdos CM
puros (Vega-Pla et al, 2004; Calvo et al., 2000). En segundo lugar,
animales de la granja SS se separaron claramente del resto de cerdos
CM en el analisis MDS basado en los datos SNPs (ver Figura 5B).
Finalmente, cuatro cerdos de la granja SS presentaron valores CP=0,5,
mientras que el resto de cerdos CM tuvieron valores superiores a 0,7,
sugiriendo por tanto un elevado grado de mezcla genética. La
existencia de cerdos CM mezclados es un hecho resefiable debido a que
los animales con elevado grado de mezcla se excluirian de futuros
programas de conservacion a fin de preservar la identidad genética de
la raza. No obstante, esta practica es comprensible en explotaciones

comerciales que intentan adaptar y diferenciar su produccion.
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El estudio de la subestructura genética de la raza CM combinado
con los datos de diversidad genética de cada granja por separado
proporciona una informaciéon muy valiosa para el disefio de un futuro
programa de conservacion de la raza CM que permitiera preservar su
identidad y a la vez evitar la pérdida de diversidad genética de la
misma. Teniendo en cuenta el bajo nimero de reproductores CM, las
granjas pequefas y genéticamente aisladas constituyen una parte
importante de la diversidad total de la poblacién. Se ha sugerido que la
creaciéon de subgrupos de cria para un posterior intercambio de
reproductores entre los mismos es una medida efectiva para el
mantenimiento de la diversidad genética en una poblacion aislada
(Lacy, 1987). De esta forma, las granjas pequeias y muy diferenciadas
genéticamente se pueden considerar como subgrupos de la poblacién
total de cerdo CM y podrian utilizarse para aumentar la diversidad
genética de la raza en su conjunto mediante intercambio de
reproductores, al mismo tiempo que disminuirian los efectos negativos
derivados de la consanguinidad. Considerando la baja productividad de
las razas locales en general y del cerdo CM en particular, es de vital
importancia evitar que la consanguinidad disminuya todavia mas los
parametros productivos. La creacion de un centro de verracos comun

que dispensara semen a todas las granjas de cria de CM, observando
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esta circunstancia, seria una medida recomendable. Otra opciéon no
desdefiable seria la creacién de un banco de embriones congelados de

cara a mantener una reserva de individuo de genotipo conocido.

Relacion genética del Chato Murciano con otras razas.

Todos los animales analizados  fueron  agrupados
inequivocamente a sus razas de origen con los modelos de
estratificacion utilizados en base al panel Porcine SNP60. Ramos et al.
(2011) también observaron que el genotipado de alta densidad de
SNPs es una herramienta molecular adecuada para diferenciar
poblaciones y asignar a los individuos a su raza de origen. La raza MH
fue la poblacion mas divergente mientras que las variedades NI y RE de
Ibérico por un lado y las razas LW y LR por otro fueron las menos
diferenciadas como se observd en estudios previos (Martinez et al,,
2000; Alves et al, 2006; Megens et al., 2008). Todos los animales
pertenecientes a la raza CM se agruparon inequivocamente, sin que
ninguin individuo analizado se asignara a otras poblaciones, lo cual
indica que el CM es genéticamente diferenciable, tanto de las razas
proximas geograficamente como de las utilizadas histéricamente en

cruces con la raza objeto de estudio. El analisis de la estructura de las
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poblaciones realizado con el programa Structure mostré un valor de
coeficiente de pertenencia en la raza CM inferior al de otras razas
como BK, TA, DU y IB (0,85 Vs.>0,90). EI menor coeficiente de
pertenencia en la raza CM se debi6 en gran medida a la presencia de un
reducido namero de cerdos CM mezclados que disminuyeron la media
total de la poblacidn, tal y como se demostro al eliminar del analisis a
los cuatro cerdos CM con CP=0,5 obteniéndose entonces un valor de

coeficiente de pertenencia para el cerdo CM mas elevado (0,899).

Por otro lado, estos resultados evidenciaron una contribucion
genética de otras poblaciones porcinas en la raza CM. Considerando el
andlisis realizado tras eliminar a los cerdos CM mezclados por
considerarse mas representativo de la raza CM, el valor CP=0,899
implicaria una contribucion de al menos un 10% de otras razas
porcinas. Los resultados indican que las razas que han contribuido en
la composicién genética de la raza CM fueron DU (4%), IB (3,6%), LW
(1,5%) BK (0,7%) y TA (0,02%). Las razas LW, BK y IB, ademas de
contribuir significativamente a la genética del CM actual, también
presentaron menores distancias genéticas con el cerdo CM en
comparacion con la raza TA, lo que concuerda con la documentacion
historica que indica que esta raza inglesa fue menos utilizada que las

razas LW, BK y RE en los cruces realizados con el cerdo Murciano
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primitivo a finales del siglo XIX y principios del siglo XX y que dieron
lugar al actual CM (Lobera, 1998). La contribucién del IB fue mucho
mas alta que la de otras razas relacionadas histéricamente con el cerdo
CM. Ademas la raza DU tuvo una gran influencia en la composicion
genética del actual CM, a pesar de que no se encontré en la bibliografia
consultada ningun indicio de la utilizacion de cerdos DU en la
formacién de la raza CM. Estos datos sugieren que tal introgresion
genética tiene un origen reciente y no historico, ya que se localiz6
principalmente en animales pertenecientes a la granja SS y en menor
medida a la granja J] (Anexo III), en las cuales se crian conjuntamente
animales CM, IB, DU ademas de cruces IB x DU. Es probable que estos
ganaderos hayan buscado mejorar los parametros productivos de sus
animales mediante cruces con cerdos DU o con cruces IB x DU
siguiendo el ejemplo del IB, en el cual los cruces con DU estan

aceptados y legislados.

El estudio de la secuencia de ADNmt ha determinado una elevada
distancia filogenética entre razas porcinas asiaticas y europeas,
habiéndose incluso determinado que dicha divergencia ocurrié hace
aproximadamente 760.000 afos (Fernandez et al, 2011). Esta
divergencia en la secuencia de ADNmt permiti6 estudiar los fenémenos

de introgresion genética de cerdos asiadticos en razas europeas como
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consecuencia del uso de cerdos procedentes de Asia para mejorar las
razas inglesas en los siglos XVIII y principios del XIX (Jones, 1998). Los
haplotipos mitocondriales asiaticos son especialmente frecuentes en
razas comerciales como por ejemplo LW o LR y en razas inglesas
(Giuffra et al., 2000; Kim at al., 2002; Wu et al. 2007) tal y como se
observé en el presente trabajo. A pesar de la alta frecuencia de
haplotipos asiaticos en razas que estuvieron involucradas en la
creacion del actual CM, no se observé ningun haplotipo asiatico en esta
raza espafiola. Cabria esperar sin embargo que durante los cruces
realizados entre razas inglesas y el cerdo CM a principios de siglo XX,
reproductores portadores de haplotipos asidticos hubieran
introducido dichas secuencias de ADNmt en la raza CM, tal y como ha
ocurrido en otras razas locales como el Manchado de Jabugo y el cerdo
Negro Canario en las que se han observado haplotipos asiaticos como
resultado de cruces con razas inglesas (Alves et al., 2003; Clop et al,,
2004). La ausencia de haplotipos asiaticos en la raza CM concuerda con
los documentos histéricos que establecen que solamente se
importaron machos de razas foraneas a la Region de Murcia para ser
cruzados con hembras CM (Lobera 1998). Por lo tanto, es posible que
nunca haya existido introgresion de ADNmt en la raza o que ésta fuera
debil y desapareciera durante el cuello de botella sufrido por la raza
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CM en la segunda parte del siglo XX. Tampoco se detectd introgresion
asiatica en los cerdos de la raza IB como previamente observaron Alves

etal. (2003).

El analisis del fragmento D-loop de la secuencia de ADNmt
realizado en 175 animales de la raza CM mostré un total de cinco
haplotipos mitocondriales ocupando diferentes regiones del
dendograma (Figura 5). Esta diferenciaciéon en la secuencia de los
haplotipos del cerdo CM contrasta con los resultados obtenidos por
Wang et al. (2010) al estudiar la raza minoritaria china Pudong White,
que observaron que todos los animales analizados ocuparon el mismo
area del dendograma, ademas de ser sus haplotipos muy diferentes a
los de otras razas chinas de la misma region geografica. A raiz de esos
resultados, Wang et al. (2010) concluyeron que no se habian
producidos cruzamientos recientes entre el Pudong White y otras
razas. En cambio, el 55% de cerdos CM presentaron haplotipos
mitocondriales iguales a los de otras razas europeas. Este hecho puede
deberse tanto a cruces pasados como recientes entre el cerdo CM y
otras razas porcinas, aunque también es posible que todos o algunos
de esos haplotipos presentaran una amplia distribucion geografica en
la época en que apareci6 la raza CM. El estudio por granjas revel6 que

no existieron haplotipos propios de una sola granja, con la excepcién
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del HP1 que solamente se detect6 en animales de la granja Al y que fue
compartido con la raza IB como se discutié previamente. Por otro lado,
es especialmente interesante la deteccién de un haplotipo (HP5) que se
observo en el 14% de cerdos CM pero no en cerdos de otras razas,
siendo por tanto un haplotipo exclusivo de la raza CM. Ese mismo
haplotipo tampoco se detecté en mas de 3000 secuencias de cerdos
pertenecientes a mas de 200 poblaciones porcinas de todo el mundo
(Herrero-Medrano et al., articulo en preparacion). Es posible que este
haplotipo exclusivo de la raza CM fuera heredado directamente del
antiguo cerdo Murciano primitivo, aunque no se puede descartar una
mutacién reciente en la secuencia D-loop de ADNmt que se hubiera
expandido de forma importante por la poblacién de CM tras el reciente
cuello de botella sufrido por la raza. Desafortunadamente, no existen
restos bioldgicos del antiguo cerdo Murciano primitivo para realizar

una comparacion directa.
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Desequilibrio de ligamiento en el cerdo Chato Murciano.

El panel PorcineSNP60 contiene un elevado numero de
marcadores repartidos por todo el genoma porcino y separados por
una distancia genética estimada en 30-40 Kb de media (Ramos et al,,
2009), lo que permite utilizar este panel para realizar estudios de LD
en razas porcinas (Uimari y Tapio, 2010; Badke et al.,, 2012). En este
trabajo se utilizé dicho panel de genotipado de alta densidad para
realizar por primera vez un estudio del LD en la raza CM. Ademas, aun
no siendo el objetivo de este trabajo estudiar el LD en otras razas, se
consider6 comparar los resultados en la raza CM con otras razas
minoritarias (IB y BK) y con una raza comercial (DU). El estudio de las
diferencias genéticas entre poblaciones es importante debido a que la
fuerte estructuracion de las mismas es una de las razones mas
importantes en la aparicién de falsas asociaciones entre fenotipos y
marcadores en los estudios de asociacion y mapeo de QTLs (Zhao et al,,
2007). Por ello, se considera que un aspecto clave en la utilidad de la
seleccion asistida por marcadores es la identificacion de efectos de LD
consistentes entre poblaciones diferentes (Short et al., 1997) al
facilitar la aplicacion de dichos estudios de asociacion y aumentar la

confianza de los mismos (Zhang y Plastow, 2011).
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En estudios previos en los que se ha estudiado el LD en razas
porcinas finlandesas (Uimari y Tapio, 2010) y americanas (Badke et al,,
2012) utilizando el panel PorcineSNP60, el valor de r? para SNPs
adyacentes (< 100Kb) mostré valores entre 0,36 y 0,48 segun la
poblacion. Todas las razas estudiadas se incluyeron en estos rangos
con la excepcion de la raza IB que presenté un valor muy inferior
(0,27). Diversos autores han observado que eventos que afectan a la
historia de las poblaciones tales como la deriva genética, estructura
poblacional, la mezcla entre poblaciones, la seleccion natural y artificial
y los cuellos de botella influyen en el grado de LD (Ardlie et al, 2002;
Du et al, 2007). Los eventos histéricos acontecidos en la raza IB
explicarian los valores mas bajos de LD obtenidos en la misma, asi la
seleccion y cruzamiento son factores que tienden a elevar el LD (Du et
al, 2007; Ardlie et al, 2002; Badke et al, 2012). Hasta tiempos
recientes, la raza de cerdo IB no estuvo sometida a una seleccion
intensa. Ademas los animales utilizados en este estudio se eligieron
como representantes de IB con un elevado estindar de pureza, al
menos fenotipicamente. En cambio, el cerdo CM si ha estado sujeto al
cruce reciente con otras razas, presentando ademas una diversidad
genética relativamente baja y un tamaiio de la poblacién menor, lo cual
explicaria que el grado y la extension de LD fuera mayor que en el
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cerdo IB. De las razas incluidas en el presente estudio, el LD solamente
se habia estudiado previamente con el mismo panel de SNPs en la raza
DU. Badke et al. (2012) obtuvo valores de LD en esta raza

practicamente idénticos a los observados en este estudio.

Las razas minoritarias estan siendo objeto de un interés
creciente, no solo por su importancia para el mantenimiento de la
diversidad genética, sino también por el hecho de que podrian jugar un
papel importante en la ganaderia del futuro como se infiere de la
reciente  creacion del proyecto  “Low  Input  Breeds”
(www.lowinputbreeds.org). La progresiva reduccion del precio de
genotipado de alta densidad podria hacer que la seleccion asistida por
marcadores y/o la seleccion gendmica aplicada en razas locales fuera

una realidad en un futuro préximo.

El grado de LD determina la densidad de marcadores requerida
por los estudios de asociacion del genoma completo. Nuestros
resultados indicarian que la raza IB necesitaria un mapeo de
marcadores fino debido a la menor extensién de LD (0,25 Mb),
mientras que el numero de marcadores necesarios en estudios de
asociacion del genoma completo seria menor en la raza CM (extension

de LD de 1,2 Mb). La evaluacién conjunta del grado de LD y de la
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estructura de las poblaciones proporciona informacién muy
importante para el disefio de estudios de asociacion del genoma
completo (Chao et al., 2010). Si bien los resultados expuestos suponen
un punto de partida, son necesarios mas estudios para la
implementacion de estudios de asociacién del genoma completo en la

raza.

Identificacién genética de la raza Chato Murciano. Trazabilidad y

pureza.

El rapido desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacion
acontecido en los ultimos afios ha puesto a disposicion de los
investigadores herramientas cada vez mas potentes y econdmicas para
la realizacion de estudios en especies animales de importancia
econdmica como es el caso de la especie porcina (Ramos et al., 2009) o
bovina (Matukumalli et al. 2009). Entre sus multiples aplicaciones, las
técnicas de genotipado de alta densidad generan un ntimero suficiente
de marcadores SNPs para diferenciar razas (Ramos et al., 2011; Pant et
al, 2012) y por tanto se erigen como una herramienta de gran
fiabilidad aplicables en la trazabilidad de productos diferenciados de

origen animal, a veces relacionados con un valor diferente en el
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mercado. Los productos carnicos derivados de la raza CM se
comercializan con un precio de mercado mas elevado que los
productos derivados de cruces comerciales de razas precoces. Las
razones principales son el crecimiento lento de esta raza, que alarga el
periodo de engorde (Galidn et al., 2009) y el elevado valor tecnologico
de los productos carnicos, superiores a los productos de otras razas
porcinas precoces (Peinado et al.,, 2004). Los resultados obtenidos al
seleccionar ocho marcadores SNPs extraidos del panel PorcineSNP60
en base sus las frecuencias alélicas fueron equivalentes a los resultados
observados al analizar 46887 (Tabla 15) en términos de
diferenciacién genética entre los cerdos CM y el resto de animales de
otras razas. Ramos et al. (2011) seleccionaron un panel de SNP
especificos de raza utilizando el panel de SNPs PorcineSNP60 con un
numero muy superior de SNPs que en el presente trabajo (193 SNPs).
Hay que considerar que estos autores disefiaron un panel para
identificar no una sola raza porcina, sino cinco razas comerciales, lo
cual justifica la necesidad de utilizar un nimero mas elevado de

marcadores SNP.

Ademas de las diferencias en el numero de marcadores
observadas al comparar este trabajo con otros realizados previamente,

también se siguieron premisas diferentes para la seleccion de los SNPs
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caracteristicos de las poblaciones. Asi, tanto Ramos et al. (2011) como
Pant et al. (2012) consideraron como SNPs especificos de raza aquellos
alelos cuyas frecuencias fueran elevadas (cercanas a uno) en una razay
a la vez cercanas a cero en las otras razas comparadas, pero en el
presente trabajo no se encontré ningun marcador que cumpliera
ambas condiciones. El panel de ocho SNPs distintivos de la raza CM, a
pesar de que también se bas6é en las frecuencias alélicas, utilizé
criterios menos estrictos que en los trabajos mencionados. Hay que
considerar que Ramos et al. (2011) y Pant et al. (2012) utilizaron
animales puros mientras que en este estudio la Unica informacién
previa de pureza de los animales era la resultante de los analisis con el
panel PorcineSNP60 completo. Cuando se testo la eficacia del panel de
ocho marcadores SNP para diferenciar cerdos CM mediante dos
métodos de agrupamiento diferentes, siendo uno de ellos igual al
utilizado por Ramos et al. (2011) (modelo bayesiano de agrupamiento
implementado por Structure), se observé que la eficacia de asignacion
individual de cerdos CM fue similar a la obtenida en ambos trabajos
previos, al diferenciarse inequivocamente a todos los cerdos CM de los

cerdos de otras razas.
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Por otro lado, el estudio de los ocho marcadores SNP
seleccionados también mostr6 una sensibilidad igual o mayor que el
panel completo PorcineSNP60 para diferenciar los cerdos CM con alto
grado de mezcla de los cerdos CM con signos de pureza racial. El
mantenimiento de subpoblaciones de reproductores de raza pura es
fundamental en los programas de conservacion genética de las razas
domésticas (Bradley et al., 1994). La posibilidad de identificar a los
animales puros de una raza por medio de marcadores genéticos resulta
de especial interés en razas en las que se carece de libro genealogico
como es el caso del cerdo CM. Existen pocos trabajos previos en los que
se hayan identificado marcadores genéticos que pudieran ser
utilizados para identificar a aquellos reproductores CM puros. Vega-Pla
et al. (2004) observaron que el alelo 123 del locus SW951 estaba
presente en los cerdos CM definidos como puros por ese estudio. De
forma similar Calvo et al. (2000) solamente observo fijacion alélica en
el loci S0227 en la poblacion de CM considerados como puros por
dicho autor. Los resultados confirmaron que dichos loci tienden a la
fijacion alélica en la raza CM, existiendo ademas otros loci con
frecuencias alélicas préximas a uno (S0215, SW769 y S0355). En este
trabajo, los animales con elevados signos de mezcla al estudiar los
marcadores SNP fueron siempre heterocigotos para uno o varios de los
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loci SW951, S0227 y S0215, mientras que los animales sin signos de
cruzamiento con otras razas en base a los marcadores SNP, fueron
homocigotos para los cinco loci microsatélites con frecuencias alélicas
superiores a 0,75 en raza CM. Estos datos sugieren que la homocigosis
de estos loci microsatélite constituye un parametro a tener en cuenta
en la seleccion de reproductores puros. No obstante, la fiabilidad del
uso de los datos SNP puede ser considerada superior a la de los datos
microsatélite. En efecto, aunque los individuos heterocigotos para los
loci microsatélites SW951, S0227 y S0215 serian candidatos a ser
excluidos de un programa de seleccién de reproductores CM puros,
animales homocigotos para dichos marcadores podrian no ser
animales puros puesto que se ha observado que aquellos alelos
descritos como altamente frecuentes en el cerdo CM no son exclusivos
de esta raza y por tanto, animales no puros podrian ser también
homocigotos para estos loci. Ademas, trabajos previos consideran que
el uso marcadores SNP arroja mejores resultados que los marcadores
microsatélite siempre y cuando el nimero de SNPs sea muy elevado
(Rohrer et al., 2007; Leroy et al., 2012). Concretamente se ha sugerido
que por cada microsatélite son necesarios tres SNPs para obtener una
cantidad de informacion similar (Schopen et al., 2008). El hecho de que
en el presente trabajo se utilizaran 1383 SNPs por cada marcador
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microsatélite parece indicar claramente la mayor potencia del panel

PorcineSNP60 en comparacion con el panel de 34 microsatélites.

Las implicaciones practicas de estos resultados son importantes.
El uso de s6lo ocho SNPs distintivos de la raza CM abre la posibilidad
de una herramienta genética para la implementacion de sistemas
rutinarios de trazabilidad y deteccion de animales con alto grado de
mezcla que seria econdémica y rapida de analizar. Por ejemplo, el
analisis de estos SNPs permitiria diferenciar los productos carnicos
derivados de la raza CM de cerdos o productos carnicos que

procedieran de otras razas porcinas con menor valor en el mercado.

La certificacion de origen de productos con alto valor comercial
procedentes de una raza autdctona de la Region de Murcia motivaria a
ganaderos, comercios y al gobierno de la Regiéon de Murcia a la
conservacion de la raza CM e incluso podria facilitar el desarrollo de

una denominacion de origen de productos de la raza CM.
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CONCLUSIONS

1. Despite historical records and genetic observations that
support past and present introgression, the Chato
Murciano breed remains genetically distinct from breeds
that likely contributed genetically to the current CM gene

pool.

2. The Chato Murciano breed shows a high degree of
substructure that is correlated with the farms they are
reared on. Consequently, although the study found levels
of genetic diversity in the breed to be within the range of
other European local breeds, a farm-by-farm analysis
revealed marked differences between farms in the genetic
diversity, with particularly farms displaying the
characteristics of isolated small farms with high

inbreeding and genetic drift.
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3. Evidence of genetic contributions from Duroc, Iberian,
Large White and Berkshire into CM breed was found.
Specifically, the breeds Duroc and Iberian appear to have
had large, recent and localized influence on the CM gene
pool as a result of independent breeding strategies

developed by the farmers.

4. Asian haplotypes were not found in the Chato Murciano
breed which is however consistent with historical records
that report that only males were imported to Murcia
Region. It is noticeable the existence of one haplotype
exclusive of the Chato Murciano breed.

5. According to the results of LD, the Chato Murciano would
need a lower number of markers for genome-wide
association studies than Iberian pig but a similar number

to Duroc.
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6. Eight SNP markers selected from the PorcineSNP60
BeadChip resulted to distinguish the CM pigs from other
breeds, facilitating design of traceability assays as well as

purebred tests at low cost.
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RESUMEN

El Chato Murciano es una raza local porcina autéctona del sur-
este de Espaifa y en peligro de extincién. Esta raza, al igual que otras
muchas razas locales, estda amenazada por los efectos de la endogamia
y el cruce con otras razas porcinas. En el presente trabajo se utilizaron
conjuntamente tres marcadores genéticos, concretamente un panel de
34 microsatélites, un panel de alta densidad de SNPs y un fragmento de
ADN mitocondrial que se analizaron en la practica totalidad de la
poblacion de Chato Murciano. Ademas, se analizé el fragmento de ADN
mitocondrial y el panel de SNPs en cerdos de aquellas razas que con
mayor probabilidad han contribuido a la composicidn genética actual

de la raza Chato Murciano.

La diversidad genética de la raza fue similar a la de otras razas
locales europeas, sin embargo, cuando las granjas que crian al menos
10 reproductores de la raza fueron analizadas por separado, se
observd que la diversidad genética en algunas de ellas era
preocupantemente baja. Los andlisis de los marcadores moleculares
ADN mitocondrial y el panel de alta densidad de SNPs indicaron la
existencia de contribuciéon genética de las razas de cerdo Ibérico, Large

White y Berkshire en la raza Chato Murciano, ademas de signos de
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reciente introgresion genética de las razas Duroc y cerdo Ibérico en
tres de las granjas que crian cerdos Chato Murciano, lo que sugiere que
algunos productores han implementando sus propias estrategias de
manejo reproductivo. Por otro lado, se demostr6 que la raza Chato
Murciano es diferenciable genéticamente, tanto de las razas que
influyeron en su creacién como de aquellas razas que se crian en
mismas granjas o mismo entorno. Dicha diferenciacion genética fue
evidente incluso utilizando un nimero muy reducido de marcadores

SNPs seleccionados en base a sus frecuencias alélicas.

La ausencia de un libro genealdgico de la raza Chato Murciano
supone un importante inconveniente para el desarrollo de un
programa de conservacion eficaz. Los resultados de diversidad
genética, de subestructura de la poblacién y de los cruces con otras
razas obtenidos permitieron describir la situacién actual de la raza
Chato Murciano, no solo a nivel global sino también en cada granja.
Estos datos seran muy valiosos para el disefio de estrategias de
conservaciéon de la raza en el futuro. Ademas, la posibilidad de
diferenciar genéticamente al cerdo Chato Murciano de otras razas
mediante un reducido nimero de marcadores genéticos que pudieran
ser genotipados a bajo coste supondria una herramienta muy

interesante para trazar los productos carnicos procedentes del cerdo
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Chato Murciano, y también para detectar a aquellos animales con
signos de mezcla con otras razas que serian candidatos a ser excluidos

de los programas de conservacién de la raza.
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Introduction

Local breeds often are regarded as part of the cultural heritage of
local and national communities. One of those breeds categorized as
endangered on the List for Domestic Animal Diversity Information
System (DAD-IS, http://dad.fao.org/) is the Chato Murciano (CM) pig

breed.

The CM breed is autochthonous to the Region of Murcia (Spain).
It has similar characteristics to other Spanish local breeds such as
rusticity, high adaptation to the environment and low productivity
compared with commercial porcine breeds. The ancestor of the breed
is a rustic black Mediterranean pig, also referred to as the primitive
Murcia pig that lived in the South-East of Spain at least 150 years ago
(Lobera, 1998). farmers designed crosses with breeds such as the
Berkshire, Large White, Retinto Iberian pig and Tamworth in the late
19th century and early 20t century (Poto et al. 2000) in order to
improve production parameters. As a result, a phenotypically
differentiated breed was described as “CM”. The depreciation of animal
fat by the consumer in the second part of the 20t century lead the CM
breed to the edge of extinction with less than 40 breeders in 1997.

However, since the inclusion of the CM pig in the group of Spanish
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breeds under special protection and consequently, the population
number rose to 287 individuals in 2009. This effort made by the
authorities and producers reflects the current concerns of society to an
imminent loss of this pig that remains to have an important socio-
economic influence in the Region of Murcia. The favourable
appreciation of CM meat products by local customers (Peinado et al.
2004) is another important factor for the future of the breed. Despite
these factors, several concerns remain regarding the long-term
survival of the breed. Nowadays, breeding stocks tend to be isolated by
farm, and the farmers each tend to apply their own breeding strategies,
which in some cases may include crossing with other breeds. For the
smallest farms in particular, there is a concern of high inbreeding
levels and related risks of inbreeding depression. Further loss of
breeding stock may result from farmers being unable to cope with the
economic consequences of the low productivity of the CM breed. In
order to design an effective conservation program, a detailed genetic

study of the CM breed diversity is a necessary first step.

To assess the genetic threats to the integrity and survival of the
CM breed, and to aid in designing a conservation program, three
genetic marker systems - microsatellites, SNPs and mtDNA- were

applied across the majority of the total breeding stock. In addition,
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mtDNA and SNPs were genotyped in breeds that likely contributed

genetically to the current CM gene pool.

Materials and Methods

1. Animals and sampling

Genomic DNA was extracted from blood and hair using the
Gentra PureGene Blood kit (Qiagen) and the Danapure Spin Kit
(Genedan SL, Spain) respectively according to the manufacturer's
protocol. Although CM pigs are currently being bred and reared on
approximately 15 farms, the study included 175 CM pigs collected from
the eight registered farms that bred at least 10 breeders, representing
70% of the current breeding population. In addition, 194 domestic pigs
from the breeds Large White (LW, n=53), Landrace (LR, n=29), Duroc
(DU, n=42), Tamworth (TA, n=15), Berkshire (BK, n=19), Iberian pig
(IP, n=26) and Meishan (MH, n=10) were included. The samples used

for each molecular marker are detailed in the Table 1.
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Table 1. Sampling information and analysis performed in each pig

population.
Breed Country N | mtDNA | Porcine SNP60 | Microsatellites
Chato Murciano
farm JJ Spain 36 32 8 36
farm R1 Spain 16 14 5 16
farm R2 Spain 21 18 5 21
farm R3 Spain 32 26 6 32
farm MS Spain 7 7 3 7
farm SS Spain 42 35 8 42
farm Al Spain 11 10 2 11
farm MC Spain 10 10 2 10
Total Spain 175 152 39 175
Large White Commercial 53 48 53 0
Landrace Commercial 29 34 29 0
Duroc Commercial 42 42 42 0
Tamworth United Kingdom | 15 14 15 0
Berkshire United Kingdom | 19 19 19 0
Iberian Pig Spain 26 38 26 0
Meishan China 10 10 10 0

2. Microsatellite genotyping

A total of 34 autosomal markers were analyzed. Microsatellites
were chosen based on their absence of null alleles, sharpness of peaks
and possibility of being grouped into six multiplex PCR. Amplified
products were electrophoresed in an ABI 3130® (Applied Biosystems,

USA). The French Pig Map reference samples DNAs F9110010 and
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F9119912 (courtesy of INRA, http://www.toulouse.inra.fr) were used

to normalize the allele sizes.

3. SNP genotyping

High density SNP genotyping was performed using the
PorcineSNP60 BeadChip (Illuminalnc, USA; Ramos et al. 2009)
according to manufacturer’s protocol. For this study, only SNPs
mapped to one of the 18 autosomes on Sus scrofa build 10.2 were
included in the analysis and SNP markers with more than 5% missing
genotypes were excluded by using Plink software (Purcell et al. 2007).
Finally, 46887 SNPs of the 62163 potential SNPs were used for the

analysis.

4. Mitochondrial sequencing

The primers previously used in Luetkemeier et al. (2010) were
used to amplify the D-loop region by PCR. As not all samples yielded
the complete fragment (722 bp), a 624 bp fragment common to most

samples was finally used for the analysis.
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5. Data analysis

The number of alleles per marker, the allele frequencies as well
as observed and expected heterozygosities were calculated with
Genalex V.6.3 (Peakall and Smouse, 2006). Wright's F-statistics
(Wright1969) were used as implemented by GENEPOP 4.0.10 software

(Rousset et al., 2008).

The Plink software was used to compute the Identity by State
(IBS) matrix for all pairs of individuals based on genome similarity
derived from the Porcine SNP60 data and used to perform
multidimensional scaling analysis (MDS). The Structure software
version 2.0 (Pritchard et al. 2000) was used to examine relatedness
among breeds and also population stratification between farms using

both SNP and microsatellite data.

The individual SNP marker allele frequencies were calculated
with Power marker (Liu y Muse 2005) and compared across breeds in
order to identify a maximum of ten SNP markers with high allele
frequencies in CM pig and low in the other breeds as well as SNPs with
low allele frequencies in CM pig and high in the other breeds were

selected.
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To calculate LD, pairwise r? values were estimated for adjacent
SNP that were less than 3 Mb apart for each autosomal chromosome

and for each population using Haploview 4.2 (Barrett et al. 2005).

D-loop region for each individual relative to pig mtDNA sequence
GenBank ID AJ00218 were aligned by ClustalX V.2 (Larkin et al. 2007)
and grouped into haplotypes using the program ALTER (Glez-Pefa et
al. 2010). Phylogenetic relationships among the haplotypes were
determined with Mega 5.03 using the N] method based on the
maximum composite likelihood. The Genbank accession numbers of

the sequences are JQ238237-JQ238602.

Results

Genetic diversity and population substructure of CM pig

All tested microsatellite markers were polymorphic for all the
CM pigs with an average number of detected alleles of 6.4 ranging from
2 (SW796) to 12 (S0005). The expected heterozygosity (He) was 0.539
and the observed heterozygosity (Ho) was 0.516. The analysis
performed by farms showed that farm SS had the highest genetic

diversity (He=0.563) and also the highest mean number of alleles per
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locus (NMA=4.735), while farms Al and MC had the lowest values of
both, He (0.324 y 0.262) and NMA (2.265 y 1.176) respectively,
although they represent the smallest number of animals in the CM
population. The average value of Fs: across all loci was 0.114 indicating
that 11% of genetic variation was explained by differences between

farms.

To estimate the existence of different genetic clusters in the CM
population, the model implemented by Structure software was used
for the microsatellites and SNP genotyping data separately (Figure 1).
For K=2 consistent results were obtained across microsatellites and
SNPs data and also with the tree of genetic distances. farms R1-3 y MS
and Al (green), and farms SS and MC (red) each appeared to represent
different gene pools, while pigs from farm ]J] were assigned to each of
these gene pools. However, for K=3 a third cluster represented by

farm JJ (yellow) appeared with microsatellite data but not with SNPs.
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Figure 1. Graphic representation of estimated membership
coefficients for each individual from K = 2 to K = 4. Results with
microsatellites data; results with SNPs data. Each color represents the
proportion of the genome assigned to each assumed cluster.
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Relationships of CM with other domestic breeds.

Based on the Porcine SNP60 data three main clusters were
identified by the MDS analysis. The first one was the Asian cluster
represented by the Meishan breed which was the most divergent
population. The second cluster was in the opposite end of the first
component relative to the Asian cluster, and was represented by the
Duroc breed. Finally, a third cluster that included two commercial
breeds, Large White and Landrace, English breeds Tamworth and

Berkshire, and the two Spanish breeds: the Iberian and the CM.

Since the Meishan breed and the Duroc breed accounted for a
large part of the variation observed, these two breeds were removed
subsequently to analyze the European cluster (Figure 2). All the
breeds formed discrete clusters with the exception of Retinto and
Negro Ibérico that are actually two varieties of Iberian Pig. CM
occupied an intermediate position, in between the commercial breeds
and Tamworth, Berkshire, and Iberian Pig, in the first component, but
the second component explained the difference between CM and the
other breeds as shown in Figure 2. All the CM pigs were grouped in the
same area of the plot, although seven individuals separated slightly

from the main CM cluster. Four of those animals belonged to farm SS.
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Figure 2: MDS analyses. European breeds.

K values (number of assumed clusters) from six to nine were
tested using the Porcine SNP60 data, with K=8 (Figure 3) determined
to be the optimum value (Bayesian Information Criterion, BIC test).
Large White and Landrace were the breeds with lower membership
coefficient (0.77 and 0.71 respectively) while Meishan showed the
highest (1.00). For the rest of the breeds the average membership
coefficient was over 0.93 with the exception of CM, for which it was
0.85. A detailed study of the individual membership coefficient in CM
was made. All the CM pigs clustered together with a membership
coefficient over 0.75 except for four pigs that had a membership

coefficient of around 0.5 which belonged to farm SS.
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Figure 3. Graphic representation of the membership coefficients
estimated for each individual. Predefined populations are separated by
black lines. Each color represents the proportion of the genome

assigned to each assumed cluster.

The Control Region or D-loop fragment of the mtDNA was used
to study the genetic origin and relationships within and between pig
breeds. There were two main clades: the first one included exclusively
European and commercial breeds and the second one represented an
Asian mitochondrial clade, and included all pigs of the Chinese Meishan
breed, and some commercial and English pigs. The Asian mtDNA
haplotypes were highly frequent in the British pigs. On the other hand,
the Iberian and CM pigs carried exclusively European haplotypes.
Three common haplotypes in the CM (HP2-4, together 77%
occurrence) were shared with the commercial breeds. One haplotype

was shared with the Iberian Pig (HP1). All CM pigs carrying HP1
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belonged to farm Al both rearing the Iberian and CM pigs. One
haplotype was unique to the CM breed (HP5) and occurred in 14% of

the CM pigs from farms R1-3 and MS.

Linkage disequilibrium

To perform a linkage disequilibrium (LD) analysis four
populations were chosen: the CM and Iberian breeds from Spain, the
Berkshire breed from England and the commercial Duroc breed. LD
was estimated for all marker pairs less than 3Mb apart in each
autosomal chromosome independently using the measure r2. The mean
values r? decayed with increasing distance between markers in all
populations and chromosomes, although the persistence as the
distance increased as well as the strength of LD varied greatly among

both, populations and chromosomes.

The decay of LD as a function of the marker distance was faster
in the Iberian pig than in the other breeds since it decayed below the
level of r2 < 0.2 -black line, Figure 4- within 0.25 Mb. In contrast, LD
persisted over longer distances in Duroc (1 Mb), CM and Berkshire

(1,2Mb). When the average extent of LD for each population was
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compared, Iberian pig had the lowest average LD (r?=0.14) while the

rest of domestic breeds showed higher values (r2=0.18-0.21).
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Figure 4. Decline of LD over marker distance (in bases) in each
population. The threshold, settled in r2= 0.2, is marked as a black line.

154




Summary

Distinctive genetic markers set for the CM breed

Allele frequencies (F) of the 46887 SNPs used in the study were
compared across populations in order to identify the breed specific

SNPs in the CM breed.

In total 8 SNP markers (SNP1-SNP8) did have an allele frequency
difference between the CM breed and the other breeds studied. The 8
SNPs were classified into three sets according with the screening

process.

The first set included the three SNP markers (SNP1, SNP2 and
SNP3) that showed an F=0.82 in the CM pig and an F<0.20 in the other
breeds with the exception of SNP2 (F=0.40) in the Meishan and the
Tamworth. The second set included the SNPs with an F = 0.95 in the
CM pig and F < 0.40 in the breeds Iberian, Duroc, Large White and
Landrace (SNP4, SNP5 and SNP6). The third set included SNP8 that
showed an allele frequency in the CM pig of 0.08 and F>0.70 in the

other breeds with the exception of Iberian pig (Fx0.40).

CM pigs were clustered together and clearly differentiated of the
other breeds by MDS analysis (Figure 5) and Structure analysis (K =

2). The CM breed showed a high membership coefficient (CP=0.95)
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while the other breeds were grouped in the second group with
membership coefficient values higher than 0.92 except for the
Tamworth breed (CP=0.79). The study of each animal independently
showed that 28 out of 35 CM pigs were grouped with CP>0.95 and only
one of them had a membership coefficient value lower than 0.77

(animal CM14, CP=0.63).

mds(,2]

0.1 02 03

00

-0.2

-03

Chato Murciano
Other breeds

02 0.0 02 0.4 06

mds[,1]

Figure 5: MDS analysis based on 8 distinctive SNPs of CM breed.
CM pigs are represented in red dots. The other breeds studied are
represented in green dots. Animals with the same genotype showed

superimposed dots.
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Regarding microsatellite data, five out the 34 loci microsatellites
studied showed allele frequencies >0.75 (Table 2). Interestingly, those
CM pigs that showed the lowest membership coefficients in the
Structure analysis basis on PorcineSNP60 data (CP=0.5), were
heterozygote to any of the five loci microsatellite with high allele
frequency. On contrary, all the animals showing high membership
coefficients basis on PorcineSNP60 (CP>0.75) were homozygote to the
five loci detailed in Table 2, with the exception of the pig CM14,
although this pig showed the lowest membership coefficient value
when the eight distinctive SNPs of CM breed were tested (CP=0.63),

and was heterozygote to the locus S0215.

Table 2. The allele frequency of the most frequent alleles in the Chato
Murciano breed of 5 microsatellite markers in each farm separately
and the total population.

LOCI S0215 SW 951 $0227 SW769 S0355

Farm | Allele 155 123 230 105 245
J] 0.81 0.93 0.92 1.00 1.00
R1 0.57 0.94 1.00 1.00 0.93
R2 0.90 0.95 1.00 1.00 0.98
R3 0.94 0.88 1.00 1.00 0.97
MS 1.00 0.80 1.00 1.00 0.57
SS 0.94 0.54 0.80 0.93 0.98
Al 1.00 1.00 1.00 1.00 0.09
MC 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Total CM 0.89 0.75 0.93 0.98 0.90
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Discussion

In conservation genetics of specific populations or breeds of
domestic animals there are two major threats to consider: inbreeding
and crossbreeding. Inbreeding may erode genetic diversity and
threaten long-term survival because of reduced productivity or
inbreeding depression. Crossbreeding may threaten the historical
significance of the population or breed by loosing what is perceived to
be the ‘genetic integrity’. In addition, crossbreeding may reduce the
perceived value of a breed for being a representative for cultural or
culinary heritage. Because the CM breed is currently almost exclusively
confined to a single region in Spain, where it is being bred in small
numbers on a small number of farms, together with the high
propensity of being crossbred with other pig breeds, it is feasible to

study how both threats have affected the CM breed.

Genetic diversity and population substructure of CM.

The levels of genetic diversity in the CM breed detected within
this study (He=0.54) is slightly lower than the average of European pig

breeds (He=0.57, Zhang y Plastow, 2011) and within the range of other
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European local breeds such as Iberian pig (Alves et al. 2006),
Mangalitsa (Manea et al. 2009), Portuguese breeds (Vicente et al.
2008) and Balkan breeds (Druml et al., 2012). The genetic diversity of
the CM breed in 2012 was higher than the observed by Calvo et al.
(2000) (He=0.39) but similar to the genetic diversity showed by Vega-
Pla et al. (2004) (He=0.53). Taking into account the farm history, Vega-
Pla et al. (2004) did not indicate in their study which farms were
included, therefore making it difficult to compare the results of both
studies. If a population is subdivided all analysis should be performed
in each population (Ji et al,, 2011). A farm-by-farm analysis revealed
marked differences between farms, with particularly low genetic
diversity in farms Al and MC (He<0.32) displaying the characteristics

of isolated small farms with high inbreeding and genetic drift.

The CM breed shows a high degree of substructure that is
correlated with the farms they are reared on. Specifically, there appear
to be two distinct gene pools. The first one includes farms R1-3, MS and
Al, and within these farms, farms R1, R2, R3 displaying an even closer
relationship (Da<0.07). The three farms belong to the same farmer and
therefore the data suggested that an increased rate of swapping of
breeding stock between farms enhances gene flow between them,

explaining the high similarity. Farms SS and MC represented the
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second gene pool while farm J] seemed to constitute a third distinct
group (e.g. when K>3 using microsatellite data). However, taking into
account the fact that Farm ]J had animals assigned to both clusters
inferred by Structure using SNPs data and that all mtDNA haplotypes
found in farm ] were highly frequent in pigs of either the R1-3 or SS
farms, it is likely that farm ]] represents a mix of animals from both

clusters instead a forming a distinct third group.

The results demonstrated that all farmers appear to have their
own breeding strategies. It is clear that breeding strategy is not limited
to effective population size on farms and exchange of breeding stock of
the CM pigs between farms, however farms SS and Al showed signs of
genetic introgression with other breeds. In farm Al, 60% of the pigs
presented a mtDNA haplotype found only in Iberian pigs (IP, haplotype
HP1). Considering that farm Al reared both CM and Iberian pigs, and
its high level of inbreeding, it is likely that the farmer preferred to
cross animals of those breeds to improve production parameters.
Similarly, for farm SS, several indications of genetic introgression were
found. Firstly, farm SS showed the lowest allele frequency in those loci
microsatellite previously described as exclusive of CM pure animals
(Vega-Pla et al. 2004). Secondly, animals belonging to farm SS were

clearly separated from the CM cluster when the IBS matrix was
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computed. In addition, four pigs from farm SS were assigned to CM
breed with membership coefficients bellow 0.5 indicating a high level
of genetic admixture. It seems, therefore, that breeding practices of
farms SS and Al include, or included, crossbreeding strategies. This is
noteworthy since breeders with high level of admixture should be
excluded from a future conservation program in order to preserve the

genetic identity of the CM breed.

Relationships of CM breed with other domestic breeds.

All the pig breeds, including the CM, were unambiguously
identified by the stratification models used, showing that high density
SNP genotyping data provided a powerful tool for assessing genetic
differentiation between populations and breed assignment (Ramos et
al. 2011). Structure analysis showed a lower membership coefficient in
the CM (0.85) than in the Berkshire, Tamworth, Duroc and Iberian pig
breeds (all above 0.90), but this was mainly due to the existence of a
limited number of admixed animals within the CM pigs tested. There
was evidence of genetic contributions from other pig populations into
the CM. Specifically, the breeds Large White, Berkshire and Iberian pig

appear to have had large influence on the CM gene pool while
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Tamworth had little influence, which is in agreement with the
recorded history of the CM (Lobera, 1998). Interestingly, the Duroc
breed seemingly had a large contribution to the CM gene pool although
no historical records exist that support such crossbreeding.
Crossbreeding with Duroc and/or Iberian X Duroc crosses appears to
have been recent and localized as it is mostly evident in the CM pigs
from farm SS and farm JJ. These farms reared both Duroc and Iberian x
Duroc crosses, so farmers may have tried to improve production
parameters of the CM by crossing CM pigs with Duroc or Iberian x

Duroc crosses pigs.

The analysis of mtDNA has been an important tool to identify
genetic introgression of Asian pigs into European breeds (e.g. Giuffra et
al. 2000). Occurrence of Asian haplotypes can be particularly high in
commercial and English breeds (Giuffra et al., 2000; Kim et al., 2002;
Wu et al. 2007), as confirmed by this study. However, despite the very
high occurrence of Asian haplotypes in English breeds such as
Berkshire, which are thought to have been used in the past for
crossbreeding with the CM pigs, no Asian haplotypes were found in
this Spanish breed. Because of recorded breed history, the presence of
Asian haplotypes in CM might be expected since English pig breeds

could have carried Asian haplotypes into CM as happened with other
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local breeds such as Jabugo Spotted (Alves et al. 2003). The absence of
Asian haplotypes is however consistent with historical records that
report that only males were imported to Murcia Region (Lobera 1998).
Most of the CM (55%) carried haplotypes that are common in other
European pigs. Although this may reflect past and present day
crossbreeding with commercial pig breeds, these common haplotypes
may have had a wide distribution area even at the time the first CM
pigs were historically described. It is noticeable that one haplotype
(HP5), which was present in 14% of the CM pigs analyzed, was not
detected in any other breed. It is possible that HP5 had been inherited
from the primitive Murcia pig, or, alternatively, a more recent mutation

may have gained prominence during recent bottlenecks because of

drift.

Linkage disequilibrium in CM pig.

The usefulness of this SNP panel to study the LD can be
considered reliable due to the large number of markers utilized
(Uimari and Topai, 2010; Badke et al., 2012). This is the first study in
which the extent of LDin the CM pigs was assessed. Studying

differences between populations is important since the strong
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structure of some domestic populations is one of the major reasons for
false associations between phenotypes and genetic markers in
association mapping studies (Zhao et al., 2007). Therefore, a key aspect
of the usefulness of marker assisted selection is to identify common
patterns of LD among different populations (Short et al., 1997) in order
to increase the confidence in the associations and make their
application possible (Zhang and Plastow, 2011). The extent of LD is
determined by important features in the population history such as
genetic drift, population structure, admixture, artificial and natural
selection, population bottlenecks, and also by recombination and
mutation rates and gene conversion (Ardlie et al, 2002; Du et al,

2007).

Uimari and Topai (2010) and Badke et al. (2012) noticed that r2
ranged from 0.36 to 0.48 for markers less than 100kB apart in the pig
breeds studied using the Porcine 60SNP panel which was consistent
with the results obtained in CM pig, Berkshire and Duroc but not in the
Iberian pig (0.27). Iberian pig has been included in selection programs
recently and the samples that were used in this study belong to pure

Iberian pigs, which may explain the small extent of LD in this breed. On
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contrary, the CM pig was crossed with other domestic pigs and shows a
relatively low genetic diversity. These events tend to increase the LD

(Ardlie et al., 2002; Du et al,, 2007; Badke et al., 2012).

There is an increasing interest in preserving local breeds, not
only because they are important for the maintenance of the genetic
diversity, but also because they could develop an important role in the
future of animal breeding. Specifically, the implementation of the so-
called Low Input Breeds project (www.lowinputbreeds.org) could
represent an economically viable strategy for small farmers to increase
revenue because of the higher value of their products. Furthermore,
the cost of high density genotyping is decreasing gradually. Both
factors could make it possible to develop tailor-made marker assisted
selection for local breeds in a near future. The extent of LD determines
the marker density required for genome-wide association studies
(GWAS). According to the results provided, Iberian pig would need a
higher number of markers due to shorter extent of LD than CM. More

studies are necessary to confirm these results.

Distinctive genetic markers of CM breed for the identification of

admixed animals and traceability purposes.
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The development of new sequencing technologies has generated
a high number of SNP markers that can be used for the identification of
breeds in livestock species, and therefore to ensure the traceability of
animal products (Ramos et al., 2011, Pant et al., 2012). CM pig products
have a higher technological quality (Peinado etal., 2004) but they
require longer rearing period (Galian et al,, 2009) than commercial
breeds, and thus the CM products are sold at higher prices. Due to the
differences in terms of quality and price, tools to enforce product
identity certification are needed to prevent fraud and assure the

customer confidence.

Eight SNP markers resulted to distinguish the CM from other
breeds. This distinctness offers the opportunity to design a genetic
marker set using only eight SNP markers that could unambiguously
trace products sold to be from CM pig back to the origin and at a low
cost. On the other hand, the maintenance of purebred animals is
essential to develop a conservation program in domestic breeds
(Bradley et al., 1994). Therefore, the possibility of identifying the pure
breed pigs through genetic markers is particularly interesting. The
results showed that the level of admixture obtained by analyzing eight
SNPs selected based on their allele frequencies were consistent with

those obtained by analyzing 46887 SNPs. Interestingly, those animals
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with higher levels of admixture when SNP markers were studied, were
also heterozygote for those microsatellite markers described by Vega-
Pla et al. (2004) as being monomorphic in purebred CM pigs, whist
those pigs with low level of admixture using PorcineSNP60K data were
homozygote for those microsatellite markers. Despite the fact that the
heterozygosity of those microsatellite markers may suggest admixture,
high density SNP data seems to be a more reliable genetic marker to
identify purebred individuals. Indeed, the microsatellite data cannot
guarantee low level of admixture since those alleles can also be found

in commercial crosses and the Iberian pig.

The distinctness of CM pigs showed by genotyping the selected
eight SNP markers would provide valuable information for both,
traceability purposes and detecting admixed animals. The use of these
markers to enforce product identity certification may stimulate local
farmers, local butchers and the local government to maintain their
breeding stock sustainably. Moreover, the identification of breeders
with high level of admixture is important to preserve the identity of the

CM.
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Anexo L. Panel de microsatélites utilizado. Se indica el set,

numero de cromosoma y temperatura de hibridacién.

. TEMPERATURA
e NORITED SECUENCIA DE( 5qL_I)G??;\IUCLEOTIDOS ORI e
HIBRIDACION
F-CTTTGGGTGGAGTGTGTGC .
SW24 R-ATCCAAATGCTGCAAGCG 17 58°C
F-AGTGGTCTCTCTCCCTCTTGCT .
50068 R-CCTTCAACCTTTGAGCAAGAAC 13 58°C
F- ATCAGAACAGTGCGCCGT .
SW72 R- TTTGAAAATGGGGTGTTTCC 3 58°C
F-TCTGGCTCCTACACTCCTTCTTGATG .
1 $0355 R-TTGGGTGGGTGCTGAAAAATAGGA 15 58°C
F-TAGGCTCAGACCCTGCTGCAT .
$0215 R- TGGGAGGCTGAAGGATTGGGT 13 58°C
F- TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC .
SW936 R- GTGCAAGTACACATGCAGGG 15 58°C
F-CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC .
SWoll R-CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC 9 >8°C
F-https://www-
S0005 Igc.toulouse.inra.fr/pig/panel/panel2004.htm 5 60°C
- DTCCTTCCCTCCTGGTAACTA
R-GCACTTCCTGATTCTGGGTA
F-CCAAGACTGCCTTGTAGGTGAATA .
50090 R-GCTATCAAGTATTGTACCATTAGG 12 60°C
F-AACCTTCCCTTCCCAATCAC .
50026 R-CACAGACTGCTTTTTACTCC 16 60°C
F-GAATGCAAAGAGTTCAGTGTAGG .
50101 R-GTCTCCCTCACACTTACCGCAG 7 60°C
2 S0155 F-TGTTCTCTGTTTCTCCTCTGTTTG 1 £0°C
R-AAAGTGGAAAGAGTCAATGGCTAT
F-AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG .
SW240 R-AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA 2 60°C
F- TTTCACAACTCTGGCACCAG .
SW951 R- GATCGTGCCCAAATGGAC 10 60°C
IGF1 F-GCTTGGATGGACCATGTTG . £0°C
R-CATATTTTTCTGCATAACTTGAACCT
F-TGAGAGGTCAGTTACAGAAGACC .
SW857 R-GATCCTCCTCCAAATCCCAT 14 60°C
F-GCACTTTTAACTTTCATGATACTCC .
3 50226 R-GGTTAAACTTTTNCCCCAATACA 2 60°C
0227 F- GATCCATTTATAATTTTAGCACAAAGT 4 60°C

R- GCATGGTGTGATGCTATGTCAAGC
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F-CAAAAAAGGCAAAAGATTGACA

Swizz R-TTGTCTTTTTATTTTGCTTTTGG 6 60°C
50225 R-CAGGTGGAAAGAATGGAATGAA : 6o
s0228 R-AGCCCACCTCATCTTATCTACACT 6 g0
w174 RTCATGCTATTTTGTTCCAGATG 9 ss°C
sw7s7 R-GGACAGTTACAGACAGAAGAAGG 18 ssec
50097 RTTCCTCCTAGAGTTGACAAACTT ! ss°C
SW902 R-CTTGCCTCAAAGAGTTGTAAGG 3 ss°C
50070 R- GAGCAAACAGCATCGTGAGC 10 sseC
W32 R GGAGTCAGTACTITGGCTTGA 7 ss°C
SWR1004 'R TCCATATGCCCCAAGTGTG 17 60°C
swi11 R GAAGCAGAGTTGGCTTACAGTG 15 6o°C
sW1023 R-GCAAGTACCCAATCTTITITCC 18 6o°C
SW769 RTCTGCTATGTGGGAAGAATGC 13 ss°C
W30 RACATGGTTCCAAAGACCTGTG. 10 ss°C
50143 R-CAGTCAGCAGGCTGACAAAAAC 12 e
SW2410 F-ATTTGCCCCCAAGGTATTTC o ccoc

R-CAGGGTGTGGAGGGTAGAAG
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Anexo II. Numero de alelos (Na), Heterocigosidad
observada (Ho) y esperada (He) por loci en la poblacion Chato

Murciano.

Loci Na Ho He
S101a 5 0,655 0,691
IGF1a 4 0,545 0,568

S0005a 12 0,722 0,763
S0026a 4 0,451 0,457
S0068a 9 0,551 0,628
S0090a 6 0,619 0,638
S0215a 5 0,230 0,210
S0155a 5 0,477 0,516
S0225a 6 0,529 0,544
$S0226b 9 0,485 0,645
S0227a 3 0,138 0,125
S0355a 4 0,145 0,175
$S0228a 6 0,700 0,707
SW951a 7 0,162 0,410
SW24a 9 0,478 0,566
SW240a 8 0,416 0,491
SW122a 10 0,725 0,784
SW72a 6 0,577 0,605
SW911a 6 0,672 0,689
SW936a 9 0,747 0,701
SW857a 6 0,653 0,615
SW632a 6 0,704 0,664
S0097a 5 0,500 0,508
SW787a 7 0,804 0,722
SW902a 3 0,509 0,584
S0070a 11 0,733 0,757
SW174a 4 0,758 0,668
SW1023a 10 0,601 0,645
SWR1004a 6 0,589 0,649
SW111la 8 0,431 0,423
SW769a 2 0,041 0,035
SW830a 6 0,459 0,425
SW2410a 3 0,161 0,150
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S0143a

0,509

0,572

Anexo III. Coeficientes de pertenencia/membership coefficients (CP)
individuales para los cerdos Chato Murciado en base a los datos Porcine SNP60.

Valor K = 8.

GRANJA in di:I[i)dual MS BK LR CM TA LW IB DU
R1 R1_1 0,000 0,000 0,000 0,965 0,007 0,000 0,004 0,024
R1 R1_2 0,001 0,000 0,000 0,978 0,021 0,000 0,000 0,000
R1 R1_3 0,001 0,005 0,002 0,990 0,000 0,000 0,002 0,000
R1 R1.4 0,000 0,000 0,000 0,862 0,000 0,000 0,137 0,000
R1 R1.5 0,000 0,000 0,000 0,771 0,000 0,108 0,120 0,000
R2 R2_6 0,000 0,000 0,000 0,942 0,000 0,000 0,058 0,000
R2 R2_7 0,000 0,000 0,000 0,925 0,000 0,031 0,044 0,000
R2 R2_8 0,000 0,000 0,000 0,865 0,000 0,000 0,056 0,079
R2 R2_9 0,000 0,000 0,000 0,915 0,000 0,000 0,085 0,000
R3 R3_1 0,001 0,000 0,000 0,903 0,000 0,016 0,080 0,000
R3 R3_2 0,000 0,000 0,000 0,909 0,000 0,000 0,033 0,058
R3 R3_3 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
R3 R3_4 0,000 0,000 0,000 0,887 0,000 0,000 0,112 0,000
R3 R3_5 0,001 0,000 0,000 0,961 0,021 0,016 0,000 0,000
R3 R3_6 0,000 0,000 0,000 0,900 0,000 0,016 0,083 0,000
MS CM90 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SS CM113 0,001 0,020 0,000 0,491 0,035 0,108 0,183 0,163
1] CM159 0,001 0,000 0,000 0,790 0,000 0,000 0,017 0,192
SS CM116 0,027 0,003 0,000 0,501 0,025 0,058 0,042 0,344
R2 CMS88 0,000 0,000 0,000 0,999 0,000 0,000 0,000 0,000
J] CM168 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
MS CM91 0,001 0,000 0,000 0,849 0,000 0,121 0,001 0,028
SS CM128 0,002 0,016 0,000 0,710 0,026 0,021 0,016 0,209
]] CM160 0,001 0,000 0,000 0,847 0,000 0,000 0,000 0,152
SS CM118 0,027 0,035 0,024 0,504 0,026 0,102 0,019 0,261
MC CM194 0,001 0,069 0,000 0,794 0,000 0,000 0,087 0,049
SS CM134 0,001 0,038 0,000 0,814 0,008 0,000 0,000 0,139
MS CM92 0,001 0,000 0,000 0,850 0,018 0,132 0,000 0,000
Al CM143 0,001 0,010 0,000 0,873 0,000 0,006 0,110 0,000
J] CM161 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SS CM130 0,001 0,025 0,004 0,880 0,000 0,001 0,030 0,059
MC CM195 0,001 0,066 0,000 0,795 0,000 0,000 0,066 0,073
1] CM183 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SS CM112 0,003 0,040 0,047 0,428 0,034 0,048 0,154 0,246
Al CM154 0,001 0,026 0,000 0,973 0,000 0,000 0,000 0,000
J] CM166 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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SS CM135 0,001 | 0,029 | 0,000 | 0,754 | 0,000 | 0,001 | 0,050 | 0,164
J] CM14 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,759 | 0,000 | 0,000 | 0,032 | 0,208
J] CM184 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
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