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RESUMEN

Con el objetivo de caracterizar la diversidad genética del cerdo Criollo
venezolano presente en los estados Apure, Barinas y Guarico, utilizando
marcadores microsatélites, se analizaron muestras de ADN de foliculos
pilosos o sangre de 22 individuos de Masaguaral, 26 El Socorro, 31
Guayabal, 31 Arismendi, 29 Capanaparo, 32 Cunaviche, 29 alentejanos, 30
ibéricos, 21 Landrace y 14 Large White. Se analizaron en el Laboratorio de
Genética Molecular del Centro de Investigaciones en Biotecnologia Agricola
en el Instituto de Genética de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Central de Venezuela. Se amplificaron 14 marcadores microsatélites por la
técnica de PCR y se tipificaron los fragmentos mediante tincién con plata. Se
calculo el numero de alelos, frecuencias alélicas, contenido de informacion
polimérfica, las heterocigosidades, equilibrio Hardy — Weinberg, probabilidad
de exclusién, distancias genéticas, arboles filogenéticos, estadisticos “F”,
indice de Nei y andlisis de la estructura de las poblaciones. El nUmero de
alelos por locus se ubicé entre 3,31 (alentejano) y 4,15 (Masaguaral) para un
total de 63 alelos. Con excepcion del marcador SW122 los demas loci
resultaron polimorficos. Los alelos 155, 165 y 171 (S0225) estan privados en
la raza Landrace; el alelo 240 (S0227) estd privado en la poblacion de
Arismendi; mientras que el alelo 219 esta solo en los cerdos Criollos
venezolanos. Las heterocigosidades y el indice de contenido polimérfico se
ubicaron en el rango de 0,408 — 0,609, siendo la heterocigosidad esperada
generalmente superior a la observada. Dentro de las poblaciones los
marcadores en desequilibrio variaron entre dos (Masaguaral y Guayabal) y
siete (Large White). La probabilidad de exclusion por poblacion usando un
panel de 10 marcadores se ubicO en valores superiores al 99%. Se observo
moderada diferenciacion genética (Fst = 12,5%; Gst = 13,6%) y un ligero
aumento de homocigosis en algunas poblaciones (Fis = 0,034 — 0,167). Las

distancias genéticas revelaron que los grupos mas cercanos son El Socorro y
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Arismendi y estos a su vez muy cercanos a las razas comerciales. Los
cerdos de Capanaparo y Guayabal se separan en un grupo distinto; mientras
que los cerdos de Cunaviche se aproximan a los cerdos de la Peninsula
Ibérica. El andlisis de agrupamiento utilizando las distintas metodologias
corroboroé la agrupacién descrita, considerandose al final la existencia de seis
cluster bien diferenciados. Se concluye que existe variabilidad genética
dentro y entre los cerdos Criollos venezolanos y representan grupos
definidos que justifican aplicar planes de conservacion, multiplicacion y

mejora genética.
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ABSTRACT

In order to characterized the Venezuelan Creole pig genetics diversity at
Apure, Barinas and Guarico state, using microsatélites markers, were
analyzed AND of hairless follicles or blood of 22 individual of Masaguaral, 26
of El Socorro, 31 Guayabal, 31 Arismendi, 29 Capanaparo, 32 Cunaviche, 29
Alentejanos, 30 Iberian, 21 Landrace and 14 Large White. They were
analyzed in the Centro de Investigaciones en Biotecnologia Agricola, Instituto
de Genética de la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de
Venezuela. 14 microsatellites markers were amplified for PCR technique and
were typified with silver staining. Was calculated the alleles numbers, allelic
frequency, polymorphic information content, heterozygosities, Hardy -
Weinberg equilibrium, exclusion probability, genetics distances, phylogenetic
trees, “F” statistics, Nei index and population structure analyses. Allele
number by locus was between 3.31 (Alentejano) and 4.15 (Masaguaral) for
63 total alleles. With the exception SW122 marker the other loci were
polymorphic. The 155, 165 and 171 (S0225) alleles are private in Arismendi;
however, 219 allele is only in Venezuelan Creole pigs. The heterozygosities
and polymorphic content index were in 0.408 — 0.609 range, being expected
heterozygosities higher than observed. Within populations the disequilibrium
ranges between two markers (Masaguaral and Guayabal) and seven (Large
White). Exclusion probability by population using 10 markers was greater than
99%. Moderated genetic differentiation was observed (Fst = 12.5%; Gst =
13.6%) and sligth increase in homozygosis in some populations (Fis = 0.034 —
0.167). Genetics distances revealed that that the closest groups are El
Socorro and Arismendi and this are near commercial breeds. Capanaparo
and Guayabal pigs are separate into a distinct group; while Cunaviche pigs
are near to Iberian Peninsula pigs. The cluster analysis using different
methodologies corroborated the grouping described, whereas in the end the

existence of six distinct cluster. It is concluded that there is genetic variability
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within and between the Venezuelan Creole pigs and represent defined
groups that justify implementation of plans for the conservation, multiplication

and genetic improvement.



INTRODUCCION

Desde hace algunos afios existe en el mundo un creciente interés por
la preservacion y conservacion de los recursos genéticos autoctonos y
Criollos. Es asi como la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (FAO) ha impulsado un programa mundial para
la conservacion de la biodiversidad en el planeta. En América Latina algunos
paises como Argentina, Brasil, Cuba, México y Uruguay ya han adelantado
estudios de sus especies nativas y Criollas, donde los cerdos Criollos han
ocupado un lugar privilegiado. Dicho interés se debe a la pérdida de
biodiversidad, que en el area de la produccién animal, una de las causas
tiene que ver con las técnicas modernas de genética poblacional aplicadas
en forma masiva y errada en los rebafios de animales domeésticos.

En el caso particular de los cerdos, el uso intensivo y concentrado de
algunos grupos raciales como Large White, Landrace, Duroc y Hampshire, ha
contribuido y acelerado la pérdida de la variabilidad genética presente en las
poblaciones. Si bien es cierto que con programas intensos de seleccion se
ha logrado aumentar los rendimientos en produccién y calidad de carne;
también es notorio que dichas practicas han ocasionado el desplazamiento
de muchos grupos raciales potencialmente valiosos, entre estos los cerdos
Criollos, los cuales pudiesen expresar un comportamiento favorable o de
interés para los productores como lo es, la resistencia a enfermedades. Estos
altimos han sido poco estudiados, sobre todo en cuanto al comportamiento
productivo se refiere. Esta situacion es particularmente acentuada en
Venezuela, donde sélo se conoce de los trabajos llevados a cabo por
Hurtado (2004) y Hurtado et al. (2005, 2006). Dichos estudios trataron
algunos aspectos morfoloégicos de los cerdos Criollos venezolanos,
acompafados de la descripcion preliminar de rasgos productivos particulares
(peso adulto, tamafio de camada). Sin embargo, hasta ahora no se ha

cubierto una premisa sefalada por la FAO (2004): la planificacion,



conservacion y mejora de los grupos genéticos Criollos y autéctonos debe
incluir el estudio genético molecular de estas poblaciones, de manera de
separar los grupos y poder identificar sus origenes. Dicha aseveracion parte
del hecho que las caracteristicas del material genético presente en una
unidad productiva, representan el insumo principal para realizar los ajustes
necesarios en dichas unidades y asi poder incrementar y/o mantener la
produccion sin poner en peligro la sostenibilidad del sistema, donde la
permanencia en el tiempo de los animales de interés zootécnico con niveles
productivos adecuados representa la piedra angular en estas unidades de
explotacion.

Muchos autores han sefialado que los cerdos Criollos presentes en los
paises de Latinoamérica poseen un ancestro comun que es el cerdo Ibérico,
el cual fue traido en tiempos de la colonia por los habitantes de Espafa (Ly y
Diéguez, 1995; Barba et al., 1998; Santana, 1999; Hurtado y Gonzalez, 2000;
Vadell, 2000). Una manera certera de verificar esta afirmacién es realizar
estudios valiéndose de las herramientas de genética molecular, los cuales
han demostrado efectividad en la determinacion de la lejania o cercania
entre grupos poblacionales considerados distintos. Dentro de estos estudios
la utilizacion de marcadores microsatélites para determinar el nimero de
alelos, heterocigosidad, indice de contenido polimorfico, indices de fijacion y
distancias genéticas son procedimientos de comun aplicacion en la
investigacion de la divergencia genética entre grupos. La presente
investigacion pretende explorar la variabilidad genética presente dentro de
los grupos de cerdos Criollos venezolanos, establecer si existe diferencia
genética entre los distintos grupos de cerdos Criollos venezolanos descritos
por Hurtado et al. (2005), asi como entre estos grupos y algunas razas

especializadas de uso comun en la produccion porcina.



OBJETIVOS

General

Caracterizar la diversidad genética del cerdo Criollo venezolano
presente en los estados Apure, Barinas y Guarico, utilizando

marcadores microsatélites.

Especificos

Caracterizar la variabilidad genética existente dentro y entre las
poblaciones del cerdo Criollo venezolano.

Examinar la utilidad del panel de microsatélites propuesto en el
control genealdgico de las poblaciones, dentro de los programas de
conservacion y mejora del cerdo Criollo venezolano.

Determinar la diferenciacion genética y las relaciones filogenéticas
entre las poblaciones de cerdos consideradas, en pro de esclarecer
sus origenes y contribuir con los programas de conservacion.
Analizar la estructura de las poblaciones de los cerdos Criollos
venezolanos Alentejano, Ibérico y de razas mejoradas incluidas en el
estudio, asi como la posible asignacién de individuos a raza; de
manera de coadyuvar con la gestion de los futuros programas de

conservacion.



REVISION DE LITERATURA

1. El cerdo Criollo y sus origenes.

Sefialan Mariante et al. (2000) y Planas y Guerra (2000) que el
término “Criollo” es comunmente utilizado para sefalar a los animales que
son descendientes de las razas o0 grupos raciales traidos por los
colonizadores. Esta aseveracion fue expresada con anterioridad por varios
autores, los cuales se referian especificamente a la procedencia de los
cerdos Criollos, coincidiendo todos en el hecho de que los cerdos Criollos
presentes en Latinoamérica, descienden del cerdo Ibérico, y que este fue
traido por los espafioles en tiempos de la colonia (Ly y Diéguez, 1995; Barba
et al., 1998; Santana, 1999; Hurtado y Gonzalez, 2000; Vadell, 2000). Sin
embargo, algunos autores sefialan la introduccion de grupos de cerdos de
otras regiones. En este sentido, Velazquez et al. (1998) sefialan que los
cerdos negros Criollos cubanos aun cuando poseen rasgos corporales
similares a los cerdos mediterraneos presentes en la regién sur de Espafia,
pudiesen tener genes provenientes de cerdos prehispanicos presentes en las
Islas Canarias, los cuales poseen un origen distinto a los troncos
mediterraneos. Asimismo, Lemus et al. (2001) manifiestan que el cerdo Pel6n
Mexicano tiene entre sus ancestros no soélo al cerdo Ibérico, si no que ha
recibido la influencia de grupos provenientes probablemente de Japén, China
y Filipinas. Por otra parte, Dominique et al. (2000) manifiestan que el cerdo
Criollo de Guadalupe, ademas de los genes del cerdo Ibérico, recibié genes
provenientes de un cerdo nativo francés el cual fue llevado a estas islas en el
siglo XVI.

Por muchos afios Iberoamérica se ha constituido en una region del
mundo en la que existen estrechos vinculos histdricos, culturales y sociales
entre los habitantes de los paises que la componen. En el area de la

produccion animal estos vinculos se expresan (entre otras formas) por las



relaciones filogenéticas entre las razas de animales de interés zootécnico de
los pueblos de la Peninsula Ibérica y Latinoamérica. Estas relaciones incluso
llegan hasta los sistemas tradicionales de explotacion (Delgado, 2000);
puesto que, la explotacion de los cerdos Criollos en Latinoamérica se realiza
de manera similar a las explotaciones de cerdos Criollos realizadas en
Europa.

Los cerdos Ibéricos son originarios del cerdo del Mediterrdneo (Sus
scrofa mediterraneus), el cual a su vez es una forma intermedia entre sus
dos ancestros: el Céltico (Sus scrofa domesticus), de orejas largas y
colgantes (Francia, Inglaterra, Norte de Alemania, Dinamarca, Suecia y
Noruega) y los de orejas cortas y erectas (Rusia) (Dubuc, 1986; Delgado et
al., 2004). Todos estos grupos poseen un ancestro comun: el Jabali Europeo
(Hurtado, 2004). Aparicio y Vargas (2002) realizaron una revision sobre el
origen del cerdo, manifestando que la mayoria de los autores coinciden en
indicar al jabali como el ancestro de la especie porcina actual, que durante el
sexto milenio antes de Cristo llega a la Peninsula Ibérica en dos vertientes
principales, por el Norte el Sus scrofa ferus (cerdo europeo salvaje) y por el
litoral mediterraneo el Sus scrofa mediterraneus, del cual desciende el actual

cerdo Ibérico.

2. Biodiversidad y conservacion.

Tal y como sefala la FAO (2003), los recursos animales usados en las
crias familiares, explotaciones agropecuarias 0 trabajos de ingenieria
genética, representan un patrimonio mundial de inestimable valor. Esta
afirmacion no es realizada por casualidad, debido a que el afan de los
criadores por aumentar sus rendimientos ha conducido a la utilizacion masiva
de razas especializadas con fines productivos especificos. La aplicaciéon
errbnea de los planes de seleccion dirigidos hacia caracteres

econdémicamente importantes, ha sido en parte, responsable de la erosion



genética de muchas de las especies actualmente explotadas en las granjas.
Esta reduccién puede limitar en el futuro, la seleccion sobre caracteres que
pudiesen ser vitales, mermando asimismo, la capacidad de los sistemas
agropecuarios de mantener y mejorar la produccién, socavando el principio
sustentable que debe caracterizar estos sistemas (FAO, 2003; Russell et al.,
2003). La erosién genética es alarmante; en Europa se han extinguido
aproximadamente la mitad de las razas de animales domésticos reportadas a
principios del siglo XX, del 50% restante, cerca del 40% se encuentra en
peligro de extincibn en un tiempo no mayor a 20 afios (FAO, 2003). En
América, aun cuando los datos no son exactos, se estima que mas de un
tercio de las razas de las especies de interés zootécnico poseen poblaciones
muy pequeifias o insignificantes (FAO, 2003). En otras regiones del mundo la
situacién es similar, estimando los estudios que alrededor del 30% de las
razas de animales domésticos corren riesgos de extincion, y que cada mes
desaparecen seis razas. Lo que llama la atencién es que dentro de este
abanico de razas de los animales de interés zootécnico que se encuentran
en peligro de desaparecer, aproximadamente la mitad se encuentran en
paises desarrollados (FAO, 2003). La razdn es conocida: el caracter
especializado de la produccion pecuaria moderna; la cual utiliza un namero
reducido de razas para producir altos volumenes de carne, leche o huevos
con grandes cantidades de alimentos y brindando condiciones reguladas a
los animales bajo explotacion. La difusion de estos sistemas en los paises
latinoamericanos representa un alto riesgo para las razas locales. Esta
demostrado que en los paises de la franja tropical la produccién pecuaria
utilizando razas especializadas tiene limitantes; por una parte, por las
condiciones ambientales imperantes y por otra, por la baja disponibilidad de
insumos para sostener estas producciones. Por ello, la conclusion de
muchos investigadores y organizaciones apunta a que la produccién
pecuaria intensiva basada en tecnologias importadas, no es asequible ni

sostenible para la mayoria de los paises en desarrollo (FAO, 2003).



Algunos factores imprevisibles como fluctuaciones del mercado,
necesidades sociales, enfermedades y necesidades de nutricibn humanas
pudiesen ser resueltos con la variabilidad genética presente en las razas de
los animales de granja, ya que estas pueden ofrecer a los agricultores
nuevas oportunidades para seleccionar u obtener nuevas razas que puedan
reaccionar ante los cambios que pudiesen suscitar (FAO, 2003).

Las razas autdctonas generalmente poseen cualidades que son
producto de la adaptacion al medio ambiente donde se han desarrollado,
dentro de estos rasgos productivos son sefalados la resistencia a
enfermedades, elevada fertilidad, calidad de los productos y produccion
aceptable con alimentos de baja calidad nutricional (Tena, 2000; Vasquez et
al., 2000; Sierra et al., 2005).

Segun Dobao y Mujica (2000) la conservacion de las razas autoctonas
debe ser punto de honor de los paises en via de desarrollo, por las
organizaciones supranacionales y por las asociaciones de productores,

recalcandose que el beneficio de estas acciones se centra en:

= Defensa de la biodiversidad, tema obligatorio en la agenda
medioambiental de muchos paises.

= En muchos casos constituye el Unico medio de vida para la
poblacibn humana en determinadas regiones; el fomentar la
produccion en estas zonas pudiera reducir la migracion hacia las
ciudades.

. Sus productos Unicos pueden ir a mercados especializados, lo
cual redundaria en un valor agregado que retribuira a los mismos

productores.

Entre las interrogantes que pudiesen tener los productores, técnicos,
entes gubernamentales e investigadores estan: ¢(Cémo mantener la

diversidad genética de los animales domésticos?,¢,cual material genético



conservar?. En la via de disefiar planes concretos y adecuados de
preservacion y rescate de los recursos genéticos autéctonos, la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion

ha propuesto los siguientes pasos a seguir (FAO, 1995):

e Realizar un censo de los recursos genéticos animales presentes
en cada pais.

e Aplicacion de politicas estatales que conlleven al manejo integral
de los recursos genéticos animales.

e Caracterizacion economica y productiva de las razas.

e Estudio genético molecular comparativo de las razas presentes.

Por otra parte, es necesario remitirse a un documento publicado por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion,
en el cual se listan una serie de actividades a realizar para cumplir con el

objetivo de mantener la diversidad; entre estas se mencionan (FAO, 2003):

= Inventario y caracterizacion mundial de los recursos genéticos
animales.

. Formulacién y aplicacién de estrategias de ordenacion.

. Vigilancia, capacitacion e investigacion.

= Deteccion de las razas que corren peligro de extinciéon y
aplicacion de las medidas de proteccion.

= Fomento de la conservacion de las razas en peligro en sus
habitats de origen.

. Mejora de la capacidad genética de los animales en el mundo en

desarrollo.

En este sentido y sabiendo que las estrategias de conservacion de los

recursos genéticos animales de interés zootécnico puede coadyuvar al



sostenimiento y aumento de la variedad de alimentos para consumo humano,
se deben adoptar politicas nacionales que promuevan dichas acciones,
donde intervengan todos los entes relacionados a la produccion animal, sean
estos publicos o privados; para de esta manera y combinando esfuerzos se
cumpla con el objetivo principal: “ Una Produccion Animal Sostenible”,

consona con el ambiente y los objetivos sociales planteados.

3. Caracterizacion genética de cerdos Criollos y mejorados.

El objetivo principal de los trabajos de caracterizacion genética animal
es detectar la variabilidad genética entre y dentro de poblaciones animales,
este concepto converge plenamente con uno de los objetivos del
mejoramiento animal: detectar la variacion existente dentro de las
poblaciones o entre varias poblaciones. La diferencia radica en que en el
caso del mejoramiento animal por métodos tradicionales (estadisticos) se
estima el mérito genético a partir del fenotipo; sin embargo herramientas
modernas permiten detectar a nivel molecular la presencia o no de alelos
especificos. Generalmente en los trabajos que estudian diversidad animal, la
variabilidad se puede medir a nivel fenotipico o a nivel genético utilizando
marcadores moleculares (Revidatti, 2009). Lo interesante es que muchos
autores coinciden en sefialar que la diferenciacion genética es mayor dentro
de cada poblacion que entre poblaciones (Cafon et al., 2001; Fang et al.,
2009). En todos los casos existen procedimientos y programas estadisticos
gue permiten estimar la variabilidad dentro de la poblacién o comparar entre
poblaciones; lo importante es saber que la diversidad dentro de una
poblacion o raza es muy importante en los procesos de seleccion; mientras
que cuando la estrategia de mejora es cruzamiento la diversidad entre

poblaciones o razas es la que cobra importancia (Garcia y Cafién, 2007).



3.1. Marcadores moleculares

Con este nombre se designan a fragmentos especificos de ADN los
cuales son facilmente identificables dentro del genoma de cualquier especie,
adicionando el hecho que se pueden marcar genes o cualquier caracter de
interés (Greenfacts, 2009). Revidatti (2009) emitié un concepto que coincide
con el citado anteriormente, estableciendo que los marcadores moleculares
son loci que poseen rasgos que son detectables y que pueden variar de un
individuo a otro, por tanto son polimérficos.

Existe una gran variedad de marcadores moleculares que se utilizan o
han utilizado para estudio de la variaciébn genética. En principio en los afios
50°'s se utilizaron los grupos sanguineos y polimorfismos bioquimicos
(Warwick y Legates, 1980), a finales de la década de los afios 80's la técnica
de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Mullis y Faloona, 1987)
potencializé el estudio de la variaciébn genética directamente en el ADN, ya
gue dicha reaccion permite la amplificacion o reproduccion en laboratorio de
un fragmento especifico de ADN (Aranguren — Méndez, 2002). Dentro de los
marcadores moleculares mas utilizados en la actualidad se mencionan los
polimorfismos de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP's,
Restriction Fragment Length Polymorphisms), ADN polimérfico amplificado al
azar (RAPD's, Randomly Amplified Polymorphic DNA), polimorfismo de la
longitud de los fragmentos amplificados (AFLP, Amplified Fragment Length
Polimolimorfism), ADN mitocondrial y microsatélites, entre otros (Aranguren —
Méndez et al., 2005). Los marcadores moleculares del tipo microsatélites son
en la actualidad los mas usados para el estudio de variabilidad genética de
muchas especies. Son secuencias de 1 a 6 pares de bases intercaladas en
el genoma y la variabilidad esta determinada por el nimero de repeticiones
de los pares de bases (Montenegro, 2012). Estos ultimos marcadores
presentan ventajas cuando son comparados con otros marcadores

moleculares (Aranguren - Méndez et al., 2005):
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» Presentan un elevado grado de polimorfismo.

= Son codominantes (se puede distinguir entre individuos
homocigotos y heterocigotos).

= Son faciles de medir y analizar.

= Son repetitivos y automatizables.

Por otra parte, uno de los principales aspectos que deben ser
considerados en los estudios genéticos que utilizan cualquier tipo de
marcador molecular es el polimorfismo; es decir, que en un locus, se
presente mas de una alternativa para el caracter en estudio. La Organizacion
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion ha establecido
que para que un marcador del tipo microsatélite sea utilizado para estudios

de diversidad genética debe reunir los siguientes requisitos (FAO, 2004):

Debe ser de dominio publico.

No debe mostrar ligamiento.

Debe exhibir herencia mendeliana.

Debe mostrar por lo menos cuatro (04) alelos.

La informacion de los microsatélites debe estar publicada.

-~ o o o0 T p

No debe presentar alelos nulos.

Son preferibles los loci microsatélites que pueden ser usados en

©

varias especies relacionadas.

3.2. Variabilidad genética.

La variabilidad o diversidad genética puede ser evaluada por el
namero de alelos por locus, numero promedio de alelos para todos los loci,
porcentaje de loci polimérficos, frecuencias alélicas, heterocigosidad
observada, heterocigosidad esperada, indice de contenido polimérfico y
equilibrio Hardy — Weinberg (Li et al., 2004).
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3.2.1. Numero promedio de alelos por locus (A).

El nimero de alelos por locus se obtiene a través del conteo directo
de todos los alelos presentes; asimismo se asume gue cuando se observe un
solo alelo, el individuo es homocigoto para ese locus, excluyendo de esta
manera la ocurrencia de alelos nulos (Revidatti, 2009). El nimero promedio
de alelos por locus se define como la sumatoria de todos los alelos en todos
los loci, dividido entre el nimero de loci. La férmula a utilizar es la siguiente
(Vicente de et al., 2004):

K
A= (1/K)Y n;, donde:
i=1

K = nimero de loci.

n; = numero de alelos detectados por locus.

En el Cuadro 1 se muestra el nUmero de alelos encontrados para
algunos de los loci microsatélites recomendados por la FAO (2004) para
estudios de diversidad de cerdos, en los distintos trabajos consultados. El
namero de alelos oscila entre 1 y 24, las menores diferencias se observan en
los loci S0218, SW857 y SW632. En el mismo, son evidentes las diferencias
entre uno y otro trabajo; sin embargo, en todos los loci estudiados se observa
polimorfismo. El caso excepcional se observa en el microsatélite S0215, el
cual se presentd6 monomoérfico en dos de los trabajos consultados. Es
probable que la presencia de un solo alelo en este microsatélite sea
consecuencia de alelos nulos, que tal y como refiere Aranguren — Méndez
(2002) es producto de una mutacion en el punto de hibridacion del cebador.

La mayor diferencia en el nimero de alelos detectados se observa en
el locus microsatélite SW24. Sin embargo, es necesario recalcar que
probablemente la diferencia entre las dos investigaciones se derive del hecho
de que, en el reporte de Martinez et al. (2007) la investigacion se baso en

Cerdo Negro canario, cuya poblaciéon, segun los autores es muy homogénea
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y de baja variabilidad genética debido al aislamiento geogréfico, lo que
contrasta con el gran numero de alelos detectados en el Jabali de la Reserva
de Dofiana (Landi et al., 2012).

Cuadro 1. Numero de alelos por locus (microsatélites) de cerdos
Criollos y mejorados reportados por varios autores.

Referencias Bibliograficas

Marcador a b c d e f G h i
S0005 23 5 9 4 2 10 17 5 8
S0155 12 4 9 4 3 5 3 11 5
S0215 NR 1 5 1 2 NR 8 7 4
S0218 6 NR NR NR 4 NR NR NR NR
S0225 15 3 9 3 NR 9 7 5
S0227 16 NR 4 4 2 5 NR 4
SwW122 NR 3 NR NR 4 NR NR 24 NR
Sw24 11 4 NR 2 3 8 11 24 4
SwW240 NR 2 9 3 NR 7 5 14 10
SW632 NR 4 9 6 NR NR 11 9 5
SW857 NR 4 9 NR 3 7 4 7 6
SWo1l1 NR 5 8 4 3 5 7 10 3
SW936 NR 6 11 4 NR 6 11 8 8
SW951 NR NR 5 2 5 3 5 9 3

a: Lemus et al. (2001); b: Peinado et al. (2003); c: Martinez et al. (2005b); d: Martinez et
al. (2007); e: Chang et al. (2009); f: Delgado et al. (2009); g: Revidatti et al. (2009); h:
Landi et al. (2011); i: Montenegro (2012); NR: no reportado.

Precisamente resalta el alto polimorfismo de los loci analizados en la
poblacion de jabalies mencionada, lo cual pueda ser producto de la
conservacion y diferenciacion de estos animales, que incluye el
mantenimiento de varios grupos en forma separada; es decir, se mantienen
como poblaciones cerradas, lo que a la postre, y como consecuencia de los
procesos de deriva genética, resulta en diferenciacion entre los grupos; esta

observacion coincide con la afirmacion de Luetkemeier et al. (2010), autores
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que evidenciaron mayor riqueza alélica en los cerdos silvestres cuando son
comparados con los cerdos domésticos. Los resultados del niumero de alelos
para cada marcador molecular son variables y dependen tanto de la raza
utiizada como de la estirpe, sin dejar de lado que el proceso de
domesticacion ocasiona por si mismo reduccion de la variabilidad genética.
Calvo et al. (2000) encontraron que los ocho marcadores utilizados (SW240,
S0155, IGF1, SW857, S0002, SW122, S0225 y S0227) para estudiar las
poblaciones de Chato Murciano, resultaron polimérficos, con valores que
oscilaron entre dos (02) y cinco (05) alelos. En las razas europeas, las cuales
incluyen animales sometidos a programas de mejora genética, cerdos
Criollos y silvestres, se ha reportado un promedio de 5.72 alelos/locus (Laval
et al.,, 2000), 4.16 alelos/locus (Martinez et al., 2003), 14.5 alelos/locus
(SanCristobal et al., 2003). Confirmando los datos presentados en el Cuadro
1; Li et al. (2004) evidenciaron un numero de alelos/locus que oscil6 entre 13
y 35, con un promedio de 24.8, para 20 marcadores moleculares que
utilizaron para el estudio de diversidad genética de diez (10) razas
autoctonas chinas y la raza Duroc. En Latinoamérica Lemus et al. (2001)
encontraron un promedio de 13.8 alelos/locus, en un intervalo que oscild
entre 9 alelos (para el locus SW72) y 23 alelos (para el locus S0005) en un
estudio de diversidad genética de las razas Pelén mexicano, Landrace, Large
White, Hampshire y Duroc. Asimismo, Martinez et al. (2005b) reportaron un
promedio de 8.15 alelos/locus con un minimo de 4 alelos (para el locus
S0227) y un maximo de 12 alelos (para el locus S0068), en una investigacion
basada en 20 loci microsatélites y que comprendio las razas Criollo cubano,
ibérico, Chato murciano y Duroc. Es de resaltar que las diferencias
observadas entre uno y otro trabajo probablemente tengan que ver con las
razas utilizadas, los programas de reproduccion inadecuados, la ubicacion,
separacidon geografica de cada una de estas y el nimero de individuos, que
generan composiciones genéticas particulares en cada subpoblacion. En

otro orden de ideas, es menester mencionar la ocurrencia de los
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denominados alelos privados, los cuales se presentan solo en una poblacién.
Este aspecto fue observado en dos loci por Li et al. (2004) en cerdos Criollos
chinos y en nueve loci en un estudio que involucré cerdos de razas
comerciales y Criollo portugués (Vicente et al., 2008). Finalmente, Barker
(1994) manifestd que para maximizar la utilidad de un marcador genético del
tipo microsatélite en estudios de diversidad genética, este deberia tener al
menos cuatro alelos, debido a que de esta manera se reducen los errores de
estimacion. Por ello y considerando todos los estudios consultados, los
marcadores considerados son Utiles para el andlisis de diversidad de las

poblaciones de cerdos Criollos y mejorados.

3.2.2. Porcentaje de loci polimérficos (P).

El polimorfismo expresa diversidad en un locus en términos de la
presencia de dos o mas alternativas (alelos) para ese locus particular. Por
otra parte, Aranguren — Méndez (2002) explica que un locus puede
considerarse polimérfico si la frecuencia del alelo mas comun en la poblacién
es inferior al 95%.

Se calcula como el numero de loci polimoérficos entre el nimero total
de loci, expresandose los resultados en porcentaje. La férmula a utilizar es la
siguiente (Vicente de et al., 2004):

P= (npj/ntotal) x 100, donde:

P = porcentaje de loci polimorficos.
np; = numero de loci polimorficos.

Niotas = NUMero total de loci.

Diversos estudios realizados en Latinoameérica, Europa y China

(Cuadro 2) reflejan que la mayoria de los loci utilizados para estudios de
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diversidad genética son polimérficos; es decir, presentan dos o mas

alternativas para cada locus analizado.

Cuadro 2. Porcentajes de loci polimorficos reportados para varios grupos

raciales de cerdos de diferentes paises.

Marcadores Moleculares

. C o Porcentaje

Grupos Raciales Totales | Polimorficos | Monomorficos o
Polimoérficos

Mestizos de _razals 338 338 0 100
blancas y chinas
Chato murciano? 8 7 1 87,5
Ibérico® 25 25 0 100
Pel6n mexicano® 10 10 0 100
Negro de Lsos 26 26 0 100
Pedroches
Chato murciano® 26 25 1 96,2
Chinos’ 26 26 0 100
Chinos® 20 20 0 100
Criollo cubano® 20 20 0 100
Pel6n mexicano®® 26 26 0 100
Varios™ 21 18 3 85,7
Taiwanés®? 19 19 0 100

1: Rohrer et al. (1994); 2: Calvo et al. (2000); 3: Martinez et al. (2000b); 4: Lemus et al.(2001); 5:
Martinez et al. (2003); 6: Peinado et al. (2003); 7: Yang et al. (2003); 8: Li et al. (2004); 9: Pérez
(2005); 10: Sierra et al. (2005); 11: Luetkemeier et al. (2010); 12: Chang et al. (2009).

Esta situacion es favorable al momento de estudiar la diversidad
genética, puesto que la presencia de una u otra alternativa para un gen, es lo
que determina las diferencias entre las distintas poblaciones, llegando
inclusive en algunos casos a estar presentes alelos particulares so6lo en
poblaciones especificas (alelos privados). Es por ello que Revidatti (2009)
manifiesta que el polimorfismo de los alelos microsatélites utilizados en su

estudio expresa variabilidad genética.
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El polimorfismo no siempre es observado en todos los marcadores
moleculares. En el Cuadro 2 puede evidenciarse que en dos estudios en los
cuales se analiz6 la diversidad genética del cerdo Chato murciano, se
presentaron dos loci monomorficos, los cuales corresponden a los
marcadores moleculares microsatélites S0215 y S0227. En estos casos, tal y
como lo sefalan los autores, el nimero de alelos se reduce en estas
poblaciones para todos los marcadores de manera general, llegando a ser en
los casos mencionados de sélo un alelo presente en las subpoblaciones. Es
probable que el aislamiento de esta raza respecto a las otras razas criollas y
mejoradas ocasione que se fijen alelos como consecuencia principalmente
de los procesos de deriva genética y seleccion tanto natural como artificial.
Por otra parte, la ocurrencia de alelos nulos; es decir, que uno de los alelos
no puede ser amplificado por la reaccion en cadena de la polimerasa debido
a mutaciones en los sitios de hibridacién de los cebadores; ocasiona que ese
individuo sea errébneamente clasificado como homocigoto para ese alelo
(Dawson et al., 1997).

3.2.3. Frecuencias alélicas (pi).

Dado que los marcadores a utilizar (microsatélites) son codominantes,
el nimero de alelos y su frecuencia de aparicion se puede estimar
directamente. Las frecuencias génicas hacen referencia a la constitucion
genética de una poblacién, basandose en los genes presentes; es decir,
hacen alusibn a los alelos presentes en cada locus y sus respectivas
proporciones (Falconer, 1970). Las frecuencias alélicas se pueden calcular
considerando la siguiente férmula (Warwick y Legates, 1980):

{1
|

pi = numero de alelos “i” / numero total de alelos, donde:

113
I

pi = frecuencia del alelo
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El Cuadro 3 refleja los resultados de las frecuencias alélicas
encontradas para 20 loci microsatélites en poblaciones puras y cruzadas de
la raza porcina Chato murciano. En el mismo es evidente que la mayor
frecuencia promedio corresponde a los marcadores moleculares S0215
(1.000) y SW591 (0.932).

Cuadro 3. Frecuencias alélicas promedio para varios loci marcadores

microsatélites en cerdos Chato murciano puros y cruzados.

Alelos/Frecuencias alélicas

Marcador
1 2 3 4 5 6
S0215 1,000
S0355 0,787 0,213
SWoll 0,500 0,278 0,173 0,043 0,006
SW936 0,329 0,268 0,171 0,147 0,079 0,006
SW632 0,701 0,181 0,111 0,007
SW24 0,908 0,035 0,022 0,035
S0227 0,889 0,111
S0225 0,650 0,231 0,119
SW122 0,640 0,330 0,030
S0090 0,391 0,308 0,237 0,058 0,006
S0226 0,722 0,172 0,106
SWos1 0,932 0,068
S0228 0,590 0,410
S0005 0,269 0,375 0,338 0,012 0,006
S0386 0,480 0,294 0,153 0,073
S0002 0,692 0,150 0,158
Sw857 0,652 0,219 0,056 0,073
S0026 0,607 0,202 0,149 0,042
S0155 0,616 0,317 0,061 0,006
SwW240 0,567 0,433

Frecuencias alélicas en negrilla representan los extremos.
Fuente: Peinado et al. (2003)
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Probablemente esta situacion es producto de apareamientos
consanguineos; es decir, aquellos que no ocurren al azar, sino mas bien
entre individuos con algun grado de parentesco. Dicho sistema de
reproduccion conduce a la presencia en mayor proporcion de algunos alelos
en detrimento o desaparicion, en casos extremos, de otros alelos.

Como se explicé con anterioridad la deriva genética ocasiona este tipo
de comportamiento; puesto que, al estar cerradas las poblaciones (caso del
Chato murciano) sin inclusion de genes nuevos, la tendencia es a fijar los
alelos que estan presentes en los individuos que componen esta poblacion.
Asimismo, la ocurrencia de alelos nulos pudiese ser la causa de los
resultados observados (S0215).

Los loci microsatélites que menor frecuencia alélica (0.006)
expresaron fueron SW911, SW936, S0090, S0005, SW72 y S0155, para los
alelos 4, 5y 6. Es menester recalcar, que si bien es cierto que estos alelos
reflejan desventaja respecto a sus homodlogos; también es notorio en el
Cuadro 3, que en estos loci para el mismo locus existen varias alternativas,
4, 5 0 6 segun el caso. Este hallazgo que expresa baja frecuencia alélica
también fue descrita por Calvo et al. (2000) en los microsatélites SW240,
S0155, SW857, S0002, SW122, S0225 y S0227; explicando los autores que
probablemente los cruces con cerdos de otras razas filogenéticamente
distantes, pudieron introducir genes nuevos en la poblaciéon. En este mismo
orden de ideas, Landi et al. (2011) expresan que una menor presencia de
variantes alélicas también puede ocurrir por el aislamiento geogréfico.

Por otra parte, es interesante mencionar que Canul et al. (2005)
encontraron que no necesariamente el alelo mas frecuente de un locus
microsatélite en una poblacion es el mas frecuente en otra poblacién, por
tanto segun los autores, estos loci pudiesen ser candidatos para ser

utilizados para la comparacion genética de poblaciones de cerdos Criollos.
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Con la excepcion del locus S0215, los resultados reflejan un alto
grado de polimorfismo, puesto que la mayoria de los marcadores
moleculares utilizados presentaron varios alelos, afirmacion que se refleja en
frecuencias alélicas menores a 1,0 en 19 de los 20 marcadores moleculares
listados. Finalmente, tal y como establecen Thuy et al. (2006) las frecuencias
de los alelos de un numero suficiente de loci son utiles para la comparacion

genética entre razas.

3.2.4. Heterocigosidades observada (Ho) y esperada (He).

Se define como la frecuencia relativa de individuos heterocigotos para
cualquier loci en la muestra de la poblacién (Aranguren — Méndez, 2002). La
heterocigosidad observada (H,) se calcula mediante conteo directo, cuando
se refiere al conteo de todos los genotipos de la poblacion para todos los loci,
se denomina heterocigosidad media observada. Se aplica la siguiente

formula:

Ho = N° IH/TI, donde:

H, = heterocigosidad observada.
N° IH = nimero de individuos heterocigotos.

TI = total de individuos.

La heterocigosidad esperada (He) se calcula mediante la siguiente
formula (Vicente de et al, 2004):

n
He=1-3Yp? donde:

i=1

He = heterocigosidad esperada.

p; = frecuencia alélica.
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En los estudios realizados el valor medio de heterocigosidad para
cada locus varia ampliamente (Cuadro 4). Vicente et al. (2008) sefalan
valores (en su mayoria altos) que oscilan entre 0,18 y 0,76 para doce loci
microsatélites reportados en cerdos Criollos portugueses.

El menor valor es evidenciado para el locus S0215 y el mayor valor
para el locus SW857; el valor medio de todos los loci se ubica entre 0,62 y
0,67, valor cercano al reportado por Martinez et al. (2000a). Para el cerdo
Salvaje Europeo y Criollos Chinos se observan valores similares que oscilan
entre 0.29 y 0.85 (Luetkemeier et al., 2010). Los reportes son analogos a los
sefalamientos de Lemus et al. (2001), Pérez et al. (2004) y Revidatti (2009),
quienes expresan valores que oscilan entre 0,12 y 0,89 con un promedio
cercano a 0,60, para la heterocigosis de 10 loci microsatélites. En los
estudios citados se observa una alta variabilidad genética para estos loci
microsatélites, puesto que segun Montenegro (2012), cuando la
heterocigosidad supera 0,5 se considera que la poblacion tiene alta
variabilidad genética; en el mismo orden de ideas Takezaki y Nei (1996)
demostraron que marcadores con una heterocigosidad entre 0,3 y 0,8 son
muy utiles para estudios de diversidad genética. Entre las explicaciones a
esta situacion Fang et al. (2009) lo atribuyen a la existencia de subestructura
de la poblacién y apareamiento entre linajes genéticamente separados, sobre
todo en sitios donde se aplican programas de conservacion y mejora de los
cerdos Criollos; aun cuando Li et al. (2004) le atribuyen el aumento de la
variabilidad genética medida como heterocigosis a una baja presion de
seleccién. Valores bajos se evidencian en los loci SO0005 (0.05) y S0228
(0.10) en el estudio de Landi et al. (2011), lo que expresa una reduccion de la
heterocigosis. Estos valores expresan disminucion de la variabilidad genética
de estos loci dentro de la poblacion descrita, coincidiendo con los
sefialamientos de Martinez et al. (2000a) y Martinez et al. (2007).
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Cuadro 4. Heterocigosidades observada y esperada por locus

en varias poblaciones de cerdos europeos vy

asiaticos.
Vicente et al. | Luetkemeier et al. Landi et al.
Marcador (2008)* (2010)? (2011)*

Ho He Ho He Ho He
S0155 0,62 | 0,68 0,55 0,79 0,69 0,69
S0005 0,61 | 0,76 0,54 0,83 0,05 0,05
S0215 0,18 0,38 0,42 0,46
SW122 0,70 0,74 0,74 0,72
SwW24 0,66 | 0,63 0,54 0,76 0,73 0,73
SW951 0,67 0,67
SW936 0,63 | 0,65 0,55 0,83 0,60 0,60
S0002 0,71 0,71 0,62 0,84 0,61 0,63
SW857 0,76 0,75 0,57 0,81 0,44 0,43
S0386 0,58 0,62
SW240 0,58 0,62 0,74 0,75
S0228 0,43 | 0,48 0,64 0,84 0,10 0,10
S0225 0,28 | 0,29 0,70 0,71
S0026 0,62 | 0,64 0,63 0,76 0,50 0,53
S0218 0,66 0,78
S0226 0,70 0,67 0,51 0,85 0,52 0,55
S0227 0,22 0,23
S0355 0,55 0,67 0,29 0,66 0,40 0,43
SW632 0,63 | 0,69 0,69 0,83 0,71 0,69
SWo11 0,64 | 0,66 0,71 0,78 0,72 0,73
Media 0,62 | 0,67 0,61 0,81 0,56 0,57

1: Cerdo portugués;
mejoradas; 3: Jabali europeo.

Es necesario aclarar que probablemente

2: Jabali europeo,

cerdos asiaticos,

la disminucion de

razas

la

variabilidad genética para los loci mencionados en el ultimo estudio, sea
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consecuencia del aislamiento geografico de las poblaciones (poblaciones
cerradas); conclusion que coincide con los sefialamientos de Calvo et al.
(2000) y Canul et al. (2005), los cuales trabajaron con poblaciones puras del
cerdo Chato murciano y cerdo Pelon mexicano, respectivamente.

Por otra parte, resalta el hecho de que en la mayoria de los casos la
heterocigosidad observada es menor que la esperada, diferencia que segun
Luetkemeier et al. (2010) manifiesta un déficit de heterocigosis por la
presencia de alelos nulos. En el mismo orden de ideas Maudet et al. (2002)
dejan abierta la posibilidad de que la subdivision de las poblaciones (efecto
Wahlund) y la pérdida de la neutralidad de la selecciéon (en favor de la
homocigosis) sean causas probables de las diferencias entre los dos indices
de heterocigosidad.

En otro orden de ideas, estos mismos estudios se han llevado a cabo
para identificar la diversidad genética, no de las poblaciones en conjunto,
sino para verificar las diferencias entre estas. En este sentido, en el reporte
de Martinez et al. (2004) se compararon las variedades del cerdo Ibérico,
encontrandose heterocigosidades cercanas a 0.5 con pocas diferencias entre
variedades, siendo los valores inferior para el Manchado de Jabugo que se
ubicé en 0.44. Manifiestan los autores que esta variedad ha sido sometida a
un sistema de crianza muy cerrado y por ende ha sufrido pérdida de alelos,
con la consecuente disminucion de variabilidad. Esta resultado es
comprobable con los trabajos de Calvo et al. (2000), Laval et al. (2000),
Martinez et al. (2000a,b), Lemus et al. (2001), Yang et al. (2003), Fabuel et
al. (2004), Li et al. (2004), Kim et al. (2005), Thuy et al. (2006), Vicente et al.
(2008), Fang et al. (2009), Luetkemeier et al. (2010), Landi et al. (2011);
puesto que estos autores evidenciaron diferencia en la heterocigosidad entre

las poblaciones de cerdos Criollos y mejorados estudiados.
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3.2.5. indice de contenido polimorfico (PIC).

Segun Aranguren - Méndez (2002) el PIC es indicativo de que tan
informativo es un marcador en la poblacion, considerando como base la
frecuencia de sus alelos; sefialando el mismo autor que sus valores oscilan

entre 0 y 1. La formula de célculo es la siguiente (Botstein et al., 1980):

n n-1n
PIC = 1 - (Zp;) — ZZ 2pip;®, donde:
i=1 i=1j=i+1
pi Yy p; = frecuencias del “i — ésimos” y “j — ésimo” alelos en un locus.

n = numero de alelos.

El célculo de este indice depende del nimero de alelos y sus
frecuencias y aun cuando se ha sefialado que no es suficiente para elegir los
marcadores a utilizar (Revidatti, 2009); la informacién que proveen se puede

clasificar segun su magnitud (Martinez et al., 2005b) de la siguiente manera:

v Valores superiores a 0,5: muy informativos.
v' Entre 0,25 y 0,5: medianamente informativos.

v" Menores a 0,25: poco informativos.

Diversos estudios se han llevado a cabo considerando el PIC como
referencia; en este sentido, en Brasil se realizé un trabajo cientifico que
involucré bovinos de la raza Nelore, en el cual se evalud la importancia de
cada locus en estudios de segregacion. Para ello los autores se apoyaron en
el calculo del PIC como indicativo de su valor en estudios genéticos
(Debenedetti et al., 2000). Recientemente se condujo una investigacion en
cerdos Criollos, que involucré a los cerdos Criollo cubano, ibérico y animales
de razas mejoradas (Duroc y Hampshire), afirmando el autor que el PIC es
un indicativo de la informacion que aporta cada locus microsatélites (Pérez,

2005). En dicho trabajo los resultados reflejan que el PIC oscil6 entre 0,22 y
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0,82; sefialando el autor que estos indices coinciden con los marcadores que
poseian el menor y el mayor niUmero de alelos, respectivamente. Asimismo,
se evidencia en el trabajo que catorce de veinte (70%) microsatélites
analizados arrojaron valores del PIC superiores a 0,50, concluyéndose que
dichos marcadores son muy informativos; y que ademas representan una
herramienta muy importante para futuros estudios de paternidad y de
asignacion de individuos a las razas.

Por otra parte, en el Cuadro 5 se reflejan los resultados del PIC
obtenidos en un estudio genético llevado a cabo en las razas de cerdo
Pietrain y Duroc. En el mismo se puede observar que los valores extremos
corresponden a 0,15 (S0227) y 0,78 (S0005) para la raza Pietrain y 0,14
(S0355) y 0,82 (S0005) para la raza Duroc.

En este caso particular, para la raza Pietrain el 64% (9) de los
marcadores estudiados evidenciaron valores superiores a 0,50; mientras que
para la raza Duroc el 71% (10) de los microsatélites exhibieron valores
superiores al 50%; coincidiendo estos resultados con los obtenidos por
Martinez et al. (2005b) y Pérez (2005), por lo tanto, la misma conclusién es
aplicable. Otros autores han encontrado resultados similares (Li et al., 2004,
Thuy et al., 2006; Vicente et al., 2008; Chang et al., 2009; Montenegro,
2012). Por su parte, Martinez et al. (2007) han reportado baja variabilidad
genética expresada en valores bajos de PIC.

Por otra parte, es de resaltar que muchos investigadores coinciden en
sefalar que los marcadores moleculares con mayores valores de PIC son los
que tienen mayor diversidad alélica (Pérez, 2005; Revidatti, 2009;
Montenegro, 2012). Asimismo, la disminucion del valor de PIC a menudo es
relacionado con la presion de seleccion en caracteres cuantitativos, lo cual
reduce la variabilidad genética (Li et al.,, 2004). Otra teoria expresada por
Landi et al. (2011) manifiesta que la reduccion del PIC es producto de
secuencias conservadas en el género Sus en poblaciones cerradas, que no

necesariamente expresa disminucion de la variabilidad genética.
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Cuadro 5. indice de contenido polimorfico de
varios loci microsatélites para las

razas de cerdos Pietrain y Duroc.

Raza

Locus _

Pietrain Duroc
S0155 0,69 0,67
SW240 0,75 0,57
SW72 0,30 0,73
S0227 0,15 0,24
S0005 0,78 0,82
S0101 0,55 0,53
SW911 0,60 0,67
SW951 0,40 0,35
S0386 0,47 0,45
S0090 0,41 0,61
SW857 0,71 0,53
S0355 0,55 0,14
SW936 0,56 0,61
SW24 0,71 0,73
Promedio 0,59 0,59

Fuente: Delgado et al. (2009)

3.2.6. Equilibrio Hardy — Weinberg.

El equilibrio parte del teorema Hardy — Weinberg, mediante el cual se
establece que en una poblacion grande con apareamiento al azar, en
ausencia de migracion, mutacion y seleccion, las frecuencias geénicas y
genotipicas son constantes de una generacion a otra (Falconer, 1970).
Algunos factores como la deriva genética, subdivision dentro de la poblacion
(Principio de Wahlund), coancestros y antepasados comunes, muestreo
incorrecto y presencia de alelos nulos pueden causar el desequilibrio Hardy —

Weinberg (Montenegro, 2012). En estos casos, si el desequilibrio ocurre en
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un locus en algunas poblaciones podria asumirse que ha habido seleccion
que afecta a dicho locus (efecto de arrastre) o que existan alelos nulos. Por
el contrario, si una poblacion se desvia del equilibrio en varios loci, puede
sospecharse que existe subdivision de la poblacion, migracion o la
ocurrencia de apareamientos no aleatorios (Montenegro, 2012). Para
detectar el posible desequilibrio presente en las poblaciones puede utilizarse
la diferencia entre las heterocigosidades observada y esperada. En este
sentido el calculo del indice de fijacion (F) (Wright, 1965) es util para tales
propasitos. Otros métodos comparan la distribucion de genotipos observada
con la distribucién esperada, asumiendo que existe equilibrio Hardy -
Weinberg. Entre estos métodos se menciona la prueba de x?, la cual arroja
resultados aceptables cuando el nimero de individuos es grande y el nimero
de alelos para cada locus es pequefio (Revidatti, 2009). Esta prueba
generalmente no es aplicable a estudios con microsatélites debido al gran
namero de genotipos que se generan (Wellek, 2004). Sin embargo, gracias a
la ayuda de programas informaticos este inconveniente en la actualidad es
superado utilizando el procedimiento de la simulacibn de Monte Carlo,
mediante el cual se genera una distribuciébn simulada de la poblacion,
repitiendo el procedimiento muchas veces y generando la probabilidad de
equivocarse al rechazar la hipétesis nula; es decir la hipotesis de que los
valores observados son iguales a los esperados; otros procedimientos usan
algoritmos en Cadena de Markov para el calculo no sesgado de la
probabilidad exacta (Raymond y Rousset, 1995a,b; Revidatti, 2009).

El estudio del equilibrio de los marcadores puede realizarse dentro de
cada poblacion o en las poblaciones en su conjunto o totales. En este orden
de ideas Calvo et al. (2000) demostraron que existen diferencias cuando se
analizan las poblaciones de Chato Murciano puro (100% de equilibrio) y
cuando se incluyen ademas de los puros a los individuos cruzados (75%
equilibrio). Para este trabajo los loci microsatélites SW240 y S0002 se

reportaron en desequilibrio Hardy — Weinberg, atribuyéndose el desbalance a
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la presencia de exceso de heterocigotos para este marcador como
consecuencia de la introduccién de alelos poco frecuentes que provienen de
otras razas a través del cruzamiento. Resultado similar fue reportado por
Martinez et al. (2004, 2007) en las variedades del cerdo Ibérico. Por el
contrario Chang et al. (2009) reportaron 15 de 19 (79%) loci microsatélites en
desequilibrio, asumiéndose para este caso que el comportamiento es
producto de un déficit de heterocigotos derivado del aumento de la
consanguinidad en poblaciones cerradas o el efecto fundador, conclusion
gue ha sido esgrimida por Laval et al. (2000), Yang et al. (2003), Vicente et
al. (2008) y Revidatti (2009) al estudiar cerdos de razas europeas, chinas y
americanas, respectivamente. Recientemente Landi et al. (2011) observaron
que casi todos los loci microsatélites utilizados para estudiar la diversidad
genética del Jabali europeo estaban en desequilibrio; empero al subdividir
las poblaciones y tratarlas como razas (efecto Wahlund) el desequilibrio
desaparecia. Por otra parte, Li et al. (2004), Kim et al. (2005) y Fang et al.
(2009) evidenciaron desequilibrio en 2 a 10 poblaciones de cerdos Criollos
chinos y coreanos para diferentes loci, refiriendo los autores que el
aislamiento geografico puede causar este efecto.

3.3. Verificacién de la probabilidad de exclusion (PE) como
herramienta de control genealégico en poblaciones de
cerdos.

La PE para un marcador segun Debenedetti et al. (2000), refleja la
probabilidad de excluir la paternidad de un macho cualquiera en la poblacién
en relacion a una pareja madre — hijo escogida al azar. Por otra parte,
Aranguren - Méndez (2002) emite un concepto mas amplio, puesto que
define la PE como la probabilidad de que una asignacion incorrecta de un
progenitor (madre o padre) sea detectada por el analisis. La férmula para el

calculo se expresa a continuaciéon (Jamieson, 1994):
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n n
PE=2pi(L- ) -3 (Pip) *[4 - 3(pi+p))], donde:
| = 1>] =

PE = probabilidad de exclusiéon

pi ...pn= frecuencias de los alelos.

Asimismo se puede calcular la probabilidad de exclusién combinada
(PEC) para todos los loci, utilizando la ecuacion propuesta por Jamieson y
Taylor (1997):

PEC =1 - (1 = PE1)(1 = PE2)(1 - PE3)...(1 = PE)), donde:
PEC = probabilidad de exclusién de paternidad combinada del panel
de microsatélites utilizado.

k = namero total de loci dentro del panel de microsatélites utilizado.

El Cuadro 6 muestra los valores de las probabilidades de exclusién
para varios loci microsatélites en varios grupos raciales de cerdos. De
manera general, se observa que existe consistencia en los indices
reportados para los distintos grupos raciales; es decir, existe similitud en los
valores de probabilidad. Sin embargo, se evidencia de la misma manera, que
los valores reportados en el trabajo que incluyé la combinacién de razas de
color y blancas (VGR) los indices son ligeramente superiores,
evidenciandose el mayor polimorfismo, probablemente como consecuencia
de un numero superior de alelos en las poblaciones. .Asimismo, es notoria la
presencia de una tendencia de aumento de los valores cuando se cuenta con
la informacién de al menos uno de los progenitores (PE1), situacion que es
de esperarse, puesto que la precision aumenta en este caso; en otras
palabras, la ubicacion de la paternidad usando este analisis es mas precisa

cuando se tiene la informacion de uno de los progenitores.
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Cuadro 6. Probabilidad de exclusion para cada locus con la ausencia
de informacion de los dos progenitores (PE2), de uno de los

progenitores (PE1) para distintas poblaciones de cerdos.

Locus/ Pietrain Duroc VGR® | MP®
Grupo Racial PE2 PE1 PE2 PE1 PE1 PE1l
S0155 0,324 0,505 | 0,302 | 0,475 | 0,605 | 0,629
SW240 0,405 0,584 | 0,210 | 0,390 | 0,586 | 0,501
SW72 0,050 0,171 | 0,362 | 0,541 | 0,351

S0227 0,013 0,078 | 0,035 | 0,126 | ----- 0,152
S0005 0,449 0,624 | 0,524 | 0,690 | ----- 0,795
S0101 0,195 0,420 | 0,175 | 0,340 | 0,410 | 0,400
SWo11 0,233 0,398 | 0,304 | 0,482 | 0,439 | 0,470
SW951 0,100 0,231 | 0,073 | 0,211 | 0,261

S0386 0,146 0,289 | 0,135 | 0,275 | 0,320

S0090 0,109 0,236 | 0,242 | 0,397 | 0,507 | 0,482
Swas7 0,354 0,533 | 0,189 | 0,324 | 0,624 | 0,654
S0355 0,192 0,358 | 0,010 | 0,071 | 0,408 | 0,657
SW936 0,211 0,369 | 0,238 | 0,392 | 0,479 | 0,506
Sw24 0,560 0,542 | 0,379 | 0,557 | 0,663 | 0,660
PEC’ 0,976 0,999 | 0,978 | 0,999 | 0,999 | 0,999

1. Probabilidad de exclusién combinada, considerando todos los loci en conjunto; 2:
promedio de las razas Pietrain, Duroc, Landrace y Large White; 3: promedio de
las razas Pietrain, alentejano, Bisaro, Duroc, Landrace y Malhado de Alcobaca.

Fuente: Delgado et al. (2006, 2009); Vicente et al. (2008)

Los valores oscilan entre 0.010 para el marcador S0355 y 0.795 para
el locus S0005. Es de hacer notar que la probabilidad de exclusion
combinada (PEC) considerando la ausencia de informacion de los dos
progenitores es alta (>0.97); asimismo, en los trabajos citados se han

desarrollado un conjunto de catorce y doce microsatélites, respectivamente,
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a ser utilizados en cerdos, cuya probabilidad de exclusién combinada es de
0.999, los cuales constituyen una herramienta muy util para llevar los
controles genealdgicos y realizar sistemas de apareamiento dirigidos con la
finalidad de reducir la consanguinidad, lo cual resulta muy util en los

programas de conservacion y mejora genética (Martinez et al., 2005b).

3.4. Diferenciacion genética.

3.4.1. Estadisticos “F” y “Ggs1”.

Los estadisticos “F” representan las correlaciones entre unidades
gaméticas en la poblacion a diferentes niveles, siendo muy Uutiles para
verificar la variacion existente dentro y entre poblaciones Aranguren —
Méndez et al. (2005). En este sentido, se analiza la estructura de la
poblacion y sus subdivisiones considerando los siguientes indices (Wright,
1965; Vicente de et al., 2004):

3.4.1.1. indice “Fi”.

Este indice explica la correlacion que existe entre dos unidades
gaméticas tomadas al azar del total de la poblacion (Aranguren - Méndez et
al., 2002; 2005). Puede tomar valores negativos y se calcula mediante la
siguiente formula (Vicente de et al., 2004):

F|T = 1 - (Hop/Hep), donde.

Fir = coeficiente de endocria en el total de la poblacion.

Hop= heterocigosidad promedio observada en wun grupo de
poblaciones.

Hep = heterocigosidad esperada en la poblacion total, estimada a partir

de las frecuencias alélicas combinadas.
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De manera general, los valores mas bajos de F; reportados en la
literatura consultada son sefialados por Pérez et al. (2004) para un estudio
del cerdo Criollo cubano (Cuadro 7). Por el contrario, en las otras
investigaciones consultadas, se han reportado valores mas altos para este
coeficiente, oscilando dichos indices entre 0,110 para el locus SW857 y
0,794 para el locus S0215.

Esta dltima situacién refleja, tal y como lo expresan los autores, un
desequilibrio de las frecuencias genotipicas del total de la poblacion con
respecto a las frecuencias alélicas obtenidas; es decir, en el conjunto de la
poblacién existe una alteracion de las frecuencias genotipicas esperadas
probablemente por causas de apareamientos entre parientes.

En las investigaciones de Laval et al. (2000) y Yang et al. (2003)
pudiesen estar ocurriendo apareamientos que no son aleatorios; ya que, en
el primer caso con la excepcion del cerdo salvaje europeo, las otras razas
incluidas en el estudio pertenecen a sistemas intensivos especializados con
el uso masivo de reproductores genéticamente mejorados; el segundo
trabajo estudi6 razas chinas, las cuales, generalmente, vienen de
poblaciones pequefias y cerradas. En ambos casos la concentracion de
genes provenientes de los mejores reproductores es lo que pudiese estar
ocasionando el aumento de los coeficientes de consanguinidad para la
poblacién considerada como un todo. La teoria es soportada por Vicente et
al. (2008), los cuales establecen que los valores positivos reflejan déficit de
heterocigotos (exceso de homocigotos) como consecuencia del desequilibrio
presente en la poblacion considerada como un todo. Agregan ademas que
no solo los apareamientos consanguineos causan el desequilibrio, sino que
la presencia de alelos nulos puede ocasionar también la desviacion de las
proporciones esperadas, afladiendo que la subdivision de la poblacién

(efecto Wahlund) puede causar también este efecto.
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Cuadro 7. Valores de “F;t” para varios locus microsatélites de cerdos

encontrados para varias razas europeas, chinas vy
latinoamericanas.
Referencia

Locus a b C d e
S0155 0,179 0,284 0,522 0,035 0,249
SW240 0,167 0,190 0,522 0,038 0,210
S0226 0,195 0,374 0,182 0,025 0,121
S0002 0,115 0,247 0,388 0,132
S0227 0,327 0,445 0,039 0,246
S0005 0,208 0,185 0,155 0,321
IGF1 0,112 0,165 0,325 0,037 0,286
SW122 0,266 0,138 0,476 0,167
S0225 0,075 0,458 0,277 0,032 0,429
S0178 0,152 0,154 0,302 0,038 0,358
SWoll 0,194 0,362 0,225 0,038 0,096
SW951 0,017 0,409 0,364 0,038

S0090 0,199 0,375 0,472 0,028 0,292
S0215 0,126 0,794 0,455 0,036 0,636
SW857 0,050 0,328 0,311 0,044 0,110
SW24 0,278 0,367 0,412 0,283
Total 0,306 0,330 0,239

a: Martinez et al. (2000b); b: Laval et al. (2000); c: Yang et al. (2003); d: Pérez et al.

(2004); e: Vicente et al. (2008).

3.4.1.2. indice “F;s”.

Para este caso el coeficiente de consanguinidad es interpretado como
la asociacion entre pares de genes homologos, los cuales siguen la misma
via en el pedigri desde los individuos fundadores u originales dentro de las

subpoblaciones (Nei, 1973).

También se entiende que representa la

deficiencia o el exceso de heterocigotos dentro de cada poblacion.
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Al igual que el indice anterior puede tomar valores negativos y se

calcula de la siguiente manera (Vicente de et al., 2004):

FlS = 1 - (Hop/Hes), dOI’]de

Fis = coeficiente de endocria en la subpoblacion.
Hop= heterocigosidad promedio observada en wun grupo de
poblaciones.
Hes = heterocigosidad promedio esperada, estimada a partir de cada
subpoblacién.

Manifiestan SanCristobal et al. (2003) que un exceso de homocigosis,
denotada como valores de (F) mayores a cero, implica la existencia de
consanguinidad en la muestra analizada. Por el contrario, un exceso de
heterocigosis, expresada con valores de (F) inferiores a cero, manifiesta
probablemente, manejos especificos conducentes a reducir la
consanguinidad (principalmente apareamientos dirigidos). En la literatura se
han reportado coeficientes de endocria para un locus y para grupos raciales
(promedio de todos los loci en la subpoblacion). En este sentido, en el
Cuadro 8 se evidencian los coeficientes de endocria consultados para varios
loci microsatélites utilizados para el estudio de diversidad genética. Los
promedios oscilan desde valores menores a cero hasta valores altos y
positivos. Los valores mas bajos e incluso negativos son obtenidos por Landi
et al. (2011); estos valores bajos expresan que los apareamientos
consanguineos son minimos en la poblacion analizada e inclusive puede

ocurrir hibridacién entre poblaciones aisladas (Landi et al., 2011).
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Cuadro 8. Coeficientes de endocria “Fis” para varios microsatélites

reportados en razas porcinas chinas, europeas Yy
latinoamericanas.
Referencia

Locus a b c d e
S0215 0,126 0,352 0,042
S0355 0,494 0,610 0,302 0,076
SW911 0,194 0,070 0,145 0,074
SW936 0,114 0,057 0,034
SW632 0,165 0,115 -0,050 -0,025
SwW24 0,278 0,040 0,060 0,341 0,119
S0225 0,075 0,300 0,146 0,234 0,097
SW122 0,266 -0,002 0,452 0,024
S0090 0,199 0,018 0,462 0,061
S0226 0,195 0,350 0,105 0,133 0,109
S0155 0,290 0,040 0,481 0,033
S0218 0,280 0,090 0,000

S0005 0,270 -0,009 0,095 0,185
S0026 0,170 0,333 0,056
S0227 0,440 0,24 0,425

SwW240 0,03 0,455 0,098
S0002 0,07 0,335 -0,143
SwW857 0,07 0,260 0,211
SW951 0,234 0,005
S0386 0,326 0,224
S0228 0,090 -0,038
Promedio 0,165 0,280 0,052 0,274 0,028

a: Martinez et al. (2000b), b: Lemus et al. (2001), c: Laval et al. (2000), d: Yang et
al. (2003), e: Landi et al. (2011).
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Los valores negativos expresan exceso de heterocigosis. Se observan
diferencias claras entre un trabajo y otro, lo cual puede tener su origen en la
composicién de la poblacion analizada; no es o mismo el andlisis dentro de
una poblacion pura, que aquella poblacion que incluye varias razas y los
cruces entre estas.

En el caso del estudio de la homocigosis presente dentro de las razas;
la literatura sefala valores promedios para todas las razas de 0,28 y 0,24
(Cuadro 9). Promedio que reflejaria que de manera general los
apareamientos no estan ocurriendo al azar en las poblaciones estudiadas;

por tanto, estos deben estar efectuandose entre parejas que son parientes.

Cuadro 9. Valores de coeficiente de endocria “Fis” para varias

razas de cerdos en estudios realizados en México y

China.

Raza® México® Raza® China“
Nayarit 1 0,25 Dong Shan 0,26
Nayarit 2 0,22 Gan Xi 0,23
Nayarit 3 0,30 JinHua 0,10
Guerrero 0,30 Jian Li 0,15
Tabasco 0,02 JianXing 0,28

Veracruz 1 0,26 HuaiNan 0,33
Veracruz 2 0,54 HaiNan 0,35
Landrace 0,31 Nan Yang 0,28
Large White 0,24 ShengXian 0,12
Hampshire 0,31 ShaziLing 0,29
Duroc 0,56 Duroc -0,59
Promedio” 0,28 Promedio” 0,24

a: las razas criollas son definidas por la localidad; b: ajustado; c: Lemus
et al. (2001); d: Li et al. (2004).
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Este efecto es aun mas notorio cuando se analizan las razas por
separado, evidencidndose que el valor del coeficiente se eleva en algunos
casos a niveles superiores a 0,5. Los datos reflejan que la homocigosis
incrementa por causas de apareamientos consanguineos, lo cual es mas
evidente en la raza Duroc del estudio de Lemus et al. (2001) y en la raza
nativa HaiNan del estudio de Li et al. (2004).

De manera general se observa alta homocigosis en las poblaciones de
animales autdctonos chinos y Criollos mexicanos, situacion que es de
esperar debido al numero reducido de individuos que generalmente esta
presente en estas poblaciones y a la no introduccién, en la mayoria de los
casos, de razas nuevas (genes nuevos). Cabe resaltar el caso de la raza
Duroc, la cual en el estudio que involucra razas Criollas mexicanas tiene un
alto grado de consanguinidad (Fis = 0,56), mientras que en el estudio que
incluy6 razas chinas existe un grado elevado de heterocigosis (Fis = - 0,59)
para la misma raza. Quizas la diferencia sea producida por un control
superior de los apareamientos en el estudio realizado en China; mientras que
por el contrario, en el caso mexicano los apareamientos se estén realizando

sin control alguno; ocurriendo en esta raza apareamientos consanguineos.

3.4.1.3. indices “Fst” y “Gst”.

Los indices “Fst” y “Gst’ representan medidas de diferenciacion
genética entre poblaciones. La escala de medicion oscila entre 0 y 1 (Nei,
1973); de esta manera se ha establecido la siguiente gradacion (Vicente de

et al., 2004):

= 0,00a0,05 Pequena.

= 0,05a0,15 Moderada.

= 0,15a0,25 Grande.

= >0,25 Muy grande.
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Las formulas de calculo se establecen de la siguiente manera (Nei,
1973; Vicente de et al., 2004):

FST = 1 - (Hes/Hep), donde.

Fst = coeficiente de endocria o indice de fijacion.

Hes = heterocigosidad promedio esperada, estimada a partir de cada
subpoblacion.

Hep = heterocigosidad esperada en la poblacion total, estimada a partir

de las frecuencias alélicas combinadas.

Gst = (Hr - Hs) / Hr, donde:

Gsr = Diferenciacion genética de Nei (1973).

Hs = heterocigosidad promedio esperada dentro de las poblaciones.
Ht = heterocigosidad promedio esperada por locus en la poblacion

total.

Considerando la escala mencionada y los datos reportados por la
literatura (Cuadro 10), se puede afirmar que de manera general en los cuatro
estudios consultados, la mayor diferenciacion genética esta presente dentro
de cada una de las poblaciones. En este sentido, en las poblaciones de
cerdos europeos (Laval et al., 2000) y chinos (Yang et al., 2003), 0.27 y 0.22
de la diferenciacion promedio (diferencia entre las frecuencias alélicas de los
loci microsatélites estudiados) es observada entre una subpoblacién y otra;
mientras que, el restante 0,73 — 0,78 de la variacion esta presente dentro de
las subpoblaciones. Aun asi y considerando la escala propuesta, la
diferenciacion entre subpoblaciones es elevada, coincidiendo con los
hallazgos de Luetkemeier et al. (2010) al estudiar el jabali y razas mejoradas
europeas. Explican estos ultimos autores que el indice refleja apareamientos

aislados dentro de cada region. En el caso del cerdo Pelon mexicano y las
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razas chinas (Lemus et al., 2001 y Yang et al., 2003) la divergencia entre
subpoblaciones es aun menor (0,08 y 0,11, respectivamente); creciendo asi
los valores de la diferenciacion genética que se observa dentro de las

subpoblaciones (0,92 y 0,89, respectivamente).

Cuadro 10. indices de fijacion “Fst” y “Gst” para varios loci
(microsatélites) y promedio total de varias poblaciones

gue incluyen cerdos Criollos y mejorados.

Referencia
Locus Laval etal. | Yang etal. | Lemus etal. | Fang et al.
(2000)* (2003)* (2001)* (2005)?
S0215 0,74 0,16 0,29
S0355 0,04 0,15 0,36
SWo11 0,31 0,09 0,21
SW936 0,05 0,25
SW632 0,28 0,07 0,21
Sw24 0,33 0,11 0,09 0,24
S0225 0,37 0,06 0,12 0,28
SwW122 0,14 0,04 0,33
S0226 0,30 0,06 0,10 0,24
S0155 0,25 0,08 0,16 0,11
S0218 0,24 0,07 0,08 0,20
S0005 0,19 0,07 0,08 0,16
S0026 0,11 0,12 0,11
S0227 0,12 0,04 0,10 0,21
SwW240 0,17 0,12 0,18
SW857 0,28 0,07 0,14
SWo51 0,32 0,17 0,21
Promedio® 0,27 0,08 0,11 0,22

a: reportado por los autores, 1: “Fs1”, 2: “Gg1”.
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Cuando se analizan los valores de “Fst” y “Gst” por cada locus
microsatélite estudiado, se aprecia que el locus que refleja mayor
discrepancia entre las subpoblaciones es el S0215 (Cuadro 10), en otras
palabras, es alta la diferencia entre las frecuencias alélicas de este locus
entre las subpoblaciones. Por el contrario, los microsatélites que reflejan
menor valor son S0355, SW122 y S0227; lo que evidencia que la mayor

variacion para este locus esta presente dentro de las subpoblaciones.

3.4.2. Distancias genéticas.

Su uso se basa relaciones evolutivas entre poblaciones, y permiten
obtener informacion para la caracterizacion de razas (Montenegro, 2012).
Las distancias genéticas son calculadas a partir de las frecuencias alélicas y
estas tienen a su vez un significado biolégico, el cual dependera del modelo
de divergencia utilizado. En el analisis de microsatélites, los cuales por teoria
son nulos; es decir no se ven afectados por la seleccion, la variabilidad esta
determinada principalmente por los procesos de deriva y mutacién; sin
embargo, por ser corto el periodo de tiempo en el estudio de razas (algunos
cientos de afios) el efecto de la mutacion se puede ignorar debido a que en
el modelo clasico de deriva genética — mutacion, ésta Ultima es importante
cuando los periodos de tiempo (miles de afios) son mas largos (Montenegro,
2012). Existen opiniones encontradas sobre la distancia genética mas
efectiva a usar para estudiar las poblaciones ganaderas; sin embargo las
correlaciones entre varias medidas de distancia son usualmente altas. Es de
uso comun calcular al menos dos medidas de distancia y examinar la
similitud o diferencias entre ellas, y asi concluir sobre la precision o robustez
del analisis aplicado (Revidatti, 2009); sin embargo, algunos autores han
sefalado que las distancias genéticas “D¢” (Cavalli- Sforza y Edwars, 1967,
citado por Takezaki y Nei, 1996) y “Da” (Nei et al., 1983; citado por Takezaki

y Nei, 1996) son las mas precisas al reducir el coeficiente de variacion y
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arrojar topologias de arboles més concisas (Takezaki y Nei, 1996; 2008). A

continuacion se expresan las férmulas pertinentes:

v' Distancia de cuerda (Dc; Cavalli — Sforza y Edwars, 1967, citado por
Takezaki y Nei, 1996):

= Constante.
r = radio.
=numero de alelos en el j— ésimo”locus.
= frecuencias de los “i — ésimos” alelos en el “j — ésimo” locus en

las poblaciones “X” y “Y”, respectivamente.

v Distancia “A” de Nei (Da; Nei et al., 1983, citado por Takezaki y
Nei, 1996):

r = radio.
=numero de alelos en el j — ésimo”locus.
= frecuencias de los “i — ésimos” alelos en el “j — ésimo” locus en

las poblaciones “X” y “Y”, respectivamente

Con la finalidad de obtener la distancia genética que separa a 10
variedades del cerdo Ibérico y la raza Duroc, Martinez et al. (2000b)
realizaron los calculos utilizando el método propuesto por Nei en 1972
(Cuadro 11). Dicho estudio refleja que la raza Duroc y las distintas
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variedades del cerdo ibérico estan genéticamente diferenciadas; la
afirmacién anterior es soportada por los valores de distancia genética
encontrados entre las distintas variedades del cerdo Ibérico y la raza Duroc,
los cuales oscilaron entre 0,33 y 0,57; para la distancia entre la raza Duroc y
el Dorado Gaditano, y el Duroc y el Torbiscal, respectivamente. EI mismo
estudio evidenci6 la diferenciacion entre el Manchado de Jabugo y las otras
variedades de cerdo Ibérico, con valores de distancia cercanos a 0,40;
reportandose ademas, valores inferiores para las distancias genéticas entre
el resto de las variedades. Conclusiones similares fueron obtenidas por
Martinez et al. (2003), sefialando los autores la diferencia clara entre la raza
Duroc y las distintas variedades de cerdo ibérico. En este trabajo se afiadio
una variedad nueva de cerdo Ibérico al andlisis (Negro de Los Pedroches), el
cual mostré las menores distancias con el Negro Lampifio (0.19) y el Negro
Entrepelado (0,17), concluyendo asi los autores que es muy posible que
estas variedades hayan intervenido en los origenes del Negro de Los

Pedroches.

Cuadro 11. Distancia genética estandar de Nei para varias

poblaciones de cerdos ibéricos y de la raza Duroc.
Pob" [ RP | MA | EN [ RE | LA | TO Sl MN | MX DO
MA | 0,33
EN | 0,17 017
RE | 019 018 0,05
LA | 027 029 018 0,16
~ TO | 030 028 024 026 023
SI | 022 022 009 009 018 018
MN | 041 039 029 028 039 045 0,34
MX | 023 011 009 009 021 025 016 0,36
DO | 032 030 015 018 022 034 020 051 021
DU | 043 053 034 039 037 057 039 050 045 034

1: Poblacién, RP: Retinto Portugués, MA: Mamellado, EN: Entrepelado, RE: Retinto Extremefio,
LA: Lampifio, TO: Torbiscal, SI: Silvela, MN: Manchado de Jabugo, MX: Mamellado x Silvela,
DO: Dorado Gaditano, DU: Duroc.

Fuente: Martinez et al. (2000b)
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El Cuadro 12 muestra la matriz de distancias genéticas calculadas por
el método de Nei resultantes de un estudio del cerdo Pel6bn mexicano y su
comparacion con grupos raciales mejorados. En el mismo se puede observar
claramente la cercania entre las razas comerciales; los datos evidencian que
las razas Landrace y Large White, son genéticamente cercanas; la misma
situacion es observada entre las razas Large White y Hampshire. Asimismo,
se nota la diferencia genética entre las variedades del Pelébn mexicano y las
razas mejoradas. Dentro de las variedades del cerdo Pelon mexicano las
distancias menores son encontradas en las subpoblaciones que se
encuentran dentro de la misma localidad.

En un estudio que incluyd diversas razas europeas silvestres, criollas
y comerciales (Laval et al., 2000), se reportan un valor de 0,10 para la menor
distancia genética entre las razas Pietrain (Bélgica) y Landrace (Bélgica); y
el mayor coeficiente (0.44) es sefalado para la distancia genética entre las

razas francesas Basque y Limousin.

Cuadro 12. Distancia genética estandar de Nei para varias poblaciones
de cerdos criollos y mejorados en México.

Pob® [ NY2 | NY3 ‘ GRO ‘ TAB ‘ VER1 ‘ VER2 ‘ LAN ‘ LW ‘ HAM ‘ DUR
NYl | 021 028 019 026 0,24 048 035 029 040 0,38
NY2 0,08 020 015 0,24 040 023 019 023 0,38
NY3 020 015 0,25 041 024 023 027 042
GRO 0,17 0,20 039 032 022 021 029
TAB 0,15 030 029 024 029 0,39
VER1 0,24 022 027 040 042
VER2 0,36 034 049 0,53
LAN 020 0,34 0,33
LW 0,20 0,33
HAM 0,38

1: Poblacion, NY1: Nayarit 1, NY2: Nayarit 2, NY3: Nayarit 3, GRO: Guerrero, TAB: Tabasco, VERL:
Veracruz 1, VER2: Veracruz 2, LAN: Landrace, LW: Large White, HAM: Hampshire.

Fuente: Lemus et al. (2001)
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Otros estudios reflejan valores diversos para la distancia de Nei en
distintas poblaciones de razas chinas, las cuales han sido comparadas con la
raza Duroc (Yang et al., 2003; Li et al., 2004). Ambos estudios reflejan la
clara diferenciacion genética entre las razas chinas y la raza Duroc, con
valores de distancia que oscilan entre 1,26 y 3,47. Entre las variedades
chinas la mayor distancia es reportada entre Dong Shan y Jian Li (0.28);
mientras que, el menor coeficiente es sefialado para las razas NingXiang y
Mashen (1,15). En el estudio de Revidatti (2009) se comprob6é que dos
variedades de cerdos Criollos argentinos estan genéticamente mas cercanos
de los Criollos latinoamericanos (cubano, ecuatoriano, salvadorefio y
mexicano) que del cerdo ibérico al cual se le atribuye el origen de los cerdos
Criollos latinoamericanos. Asimismo, se evidencia la distancia genética alta
entre los cerdos Criollo argentinos y las razas mejoradas Duroc Jersey, Large
White y Landrace. Similarmente, en otro estudio se detectaron elevadas
distancia genéticas entre el cerdo Criollo uruguayo (Pampa Rocha) y las
distintas variedades del cerdo ibérico, asi como con cerdos de razas

mejoradas (Montenegro, 2012).

3.4.3. Andlisis de agrupamiento.

Generalmente el anadlisis de agrupamiento se realiza construyendo
dendrogramas, los cuales no son mas que una representacion grafica de una
matriz de distancias y que pueden ser consideradas como una estimaciéon de
la filogenia (Aranguren — Méndez, 2002). Existen varios métodos para la
construccion de arboles filogenéticos, siendo los méas empleados el
Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages (UPGMA) y
Neighbor — Joining (NJ). Cuando se grafican los ascendentes en el
dendrograma se dice que los arboles tienen raiz, expresando el
ordenamiento temporal de las especies o genes en el arbol; por el contrario
los arboles que no tienen raiz expresan solamente las unidades

consideradas sin tomar en cuenta la ascendencia.
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El método UPGMA (ligamiento promedio no ponderado entre pares)
arroja dendrogramas mediante sucesivos agrupamientos, considerando el
promedio de todas las distancias de los miembros, tomadas por pares
(Montenegro, 2012). Esté procedimiento asume la existencia de un reloj
evolutivo y los arboles tienen raiz (Aranguren — Méndez, 2002; Revidatti,
2009). La técnica NJ (vecino mas cercano) identifica las unidades
taxonomicas (poblaciones) mas proximas minimizando de esta manera la
longitud total del arbol. ElI dendrograma es construido sobre la base de la
minima longitud de las ramas de los grupos apareados (Aranguren —
Méndez, 2002; Revidatti, 2009).

En un estudio que incluyé cerdos autéctonos asiaticos, jabalies
europeos y cerdos de razas mejoradas (Luetkemeier et al., 2010; Gréfico 1),
los resultados reflejan una clara separacion de los grupos de cerdos
analizados. En primera instancia se observa diferenciacion de los cerdos
asiaticos (Erhualian, Meishan, Japanese WB y Ryukyu WB), con excepcién
de los cerdos Lanyu, del resto de los grupos. Los cerdos asiaticos estan mas
separados entre si que los cerdos salvajes europeos (Italian WB, French WB,
Dutch WB) y los cerdos de razas mejoradas. Por otra parte, dentro de los
cerdos asiaticos se forman dos grandes subgrupos, dentro de los cerdos
salvajes europeos dos subgrupos y en el grupo de razas mejoradas se
forman tres subdivisiones.

Mediante esta metodologia se ha comprobado que se pueden separar
los grupos genéticos. Es asi como Martinez et al. (2003) reportaron la
separaciéon de las distintas variedades del cerdo ibérico; sefialando que la
excepcion es el Silvela, el cual aparece mezclado en varios grupos; pudiendo
deducirse que los origenes del Silvela involucran genes de los otros grupos
raciales. Por el contrario, las otras variedades (Negro de los Pedroches,
Retinto portugués, Torbiscal, Lampifio, Manchado de Jabugo) aparecen en
grupos diferentes. Estos resultados difieren un poco de reportes realizados

con anterioridad.
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Gréfico 1. Dendrograma basado en la distancia genética de Nei,

construido con el método de ligamiento promedio no

ponderado (UPGMA), considerando

asiaticos, silvestres y comerciales.

En este sentido, Martinez et al.

razas de cerdos

(2000b) manifiestan que las

variedades de cerdo ibérico Retinto Extremefio, Entrepelado y Silvela son

proximas entre si desde el punto de vista genético formando un grupo donde

son incluidas las tres. Asimismo, sefialan que las subpoblaciones de

Torbiscal, Retinto Portugués, Lampifio, Manchado de Jabugo, Mamellado y

Dorado Gaditano estan separadas entre si; empero las mejores definidas y

separadas son Torbiscal, Retinto portugués y Lampifio.
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Conclusiones similares han sido reportadas por Delgado et al. (2000),
evidenciando estos autores que la menor distancia genética ocurre entre las
poblaciones de Entrepelado y Retinto portugués; mientras que, las mas
distantes son Manchado de Jabugo y Torbiscal.

Debe agregarse el hecho que las diferencias entre uno y otro trabajo
puedan tener su origen en el nimero de individuos analizados; es decir, un
namero reducido de individuos pudiese estar introduciendo algunas
imprecisiones que ocasionan las diferencias observadas, prevision que debe
considerarse segun Martinez et al. (2000a) a la hora de concluir y emitir
juicios al respecto.

Otro estudio realizado en Europa con once (11) razas, entre las cuales
se incluyeron razas comerciales y al cerdo silvestre europeo, logré separar
las 11 razas utilizando el procedimiento de ligamiento promedio no
ponderado (Laval et al., 2000). Sefalan los autores que entre las razas
alemanas (Landrace aleman y Schwabisch — Hallisches) existe intercambio;
es decir, algunos pocos individuos de una raza son agrupados con individuos
de la otra raza. Por otra parte, detectaron un individuo de la raza Schwébisch
— Hallisches que no es clasificado en ningun grupo.

Martinez et al. (2012) evidenciaron la separacion genética existente
entre el cerdo Criollo venezolano y las razas comerciales (Grafico 2). El
dendrograma muestra que las razas comerciales Duroc (DUR), Landrace
(LAN) y Large White (LW) estan separadas de las deméas poblaciones;
asimismo, se evidencia que los cerdos Criollos cubano, ecuatoriano,
mexicano, argentino y salvadorefio se ubican muy cercanos desde el punto

de vista genético.
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Gréfico 2. Dendrograma basado en la Distancia Genética de Nei (Dp),
construido con el método del vecino mas cercano; entre 25

razas de cerdos de América y Europa.

Dentro de las subpoblaciones del cerdo argentino se distinguen
claramente dos ramales: uno para las subpoblaciéon de la zona seca y otro
para la subpoblacion de la zona humeda. Por otra parte, se observa la
separacién del cerdo ibérico de las otras poblaciones, asi como la separacion
que existe entre las distintas variedades de estos cerdos (Lampifio,
Entrepelado, Retinto, Manchado de Jabugo).

En China Yang et al. (2003), utlizaron las razas comerciales
Landrace, Large White y Duroc como referencias para construir el arbol

filogenético incluyendo distintos grupos de cerdos autoctonos chinos. Los
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resultados de este trabajo sefialan que la raza Mashen no presenta
asociacién con ninguna de las otras razas chinas. Las otras razas fueron
agrupadas en dos grandes conjuntos muy bien diferenciados; el primero
incluye cinco razas del centro y sureste chino y el segundo incluye dos razas
del norte de China. Asimismo, se sefialan dos subgrupos que no estan bien
definidos y dentro de los cuales se ubican (en cada uno) dos razas del
sureste chino. Los resultados mencionados con anterioridad coinciden con el
estudio de Li et al. (2004), quienes ademas manifiestan que las razas
clasificadas en el grupo de Criollos del centro de China, poseen
caracteristicas fenotipicas similares, entre estas: color negro en la cabeza y
tren posterior, con una franja blanca que bordea la porcién media del cuerpo.

La representacion de las relaciones genéticas entre grupos de
poblaciones puede ser obtenida usando técnicas multivariadas, las cuales
pueden condensar la informacién de un nimero elevado de variantes alélicas
y loci en unas pocas variables sintéticas (Cafién et al., 2001). Una de las
metodologias mas usada es el Analisis Factorial de Correspondencias
Multiples (AFCM), el cual realiza una representacion simultanea de razas y
loci en forma de una nube de puntos o puntos (promedio de la poblacién) en
un espacio métrico delimitado. En el AFCM Las frecuencias alélicas de todos
los loci son usadas para delimitar espacialmente las razas basandose en las
distancias Chi-cuadradas y examinar la proximidad entre estas (Cafion et al.,
2001).

El Grafico 3 muestra el analisis factorial de correspondencia multiple
para el estudio del cerdo Criollo uruguayo, chino, Ibérico y razas comerciales.
Se evidencia en el mismo la separacion clara entre los cerdos Criollos
uruguayos y las demas razas consideradas, similarmente ocurre con los
cerdos chinos; sin embargo, resalta el hecho que todas las demas razas

incluyendo al ibérico aparecen en un mismo conglomerado.
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Gréfico 3. Representacion gréfica tridimensional del analisis factorial de
correspondencia de cerdos en Uruguay. Referencias: IB:
ibérico, CL: celta, BK: Berkshire, DC: Duroc, LD: Landrace, LW:
Large White, P: Pietrain.

El resultado es divergente al reporte de Revidatti (2009), donde el
analisis agrupd por separado los cerdos Criollos, ibérico, Duroc, Negro
canario, Chato murciano, Large White y Landrace. Diversos estudios han
publicado que el cerdo ibérico se distancia genéticamente de las razas
comerciales y que los cerdos Criollos latinoamericanos estan genéticamente
mas cercanos al cerdo de la Peninsula Ibérica que a los cerdos de razas
comercialmente explotadas; ésta Ultima aseveracion también es aplicable a
los cerdos asiaticos (Martinez et al., 2000a; Lemus et al., 2001; Kim et al.,
2005; Martinez et al., 2005b; Chang et al., 2009; Fang et al., 2009;

Luetkemeier et al., 2010). A pesar de los reportes anteriores, Montenegro
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(2012) atribuye la agrupacion descrita al posible cruzamiento de los cerdos
europeos con razas chinas, lo cual fue comprobado por la observacion de los
haplotipos de ADN mitocondrial en el trabajo de Kelly et al. (2004).

3.5. Andlisis de la estructura de las poblaciones y asignacién de

individuos a cluster.

De forma general para analizar la estructura de las poblaciones se
parte de una agrupacion predefinida, a su vez se basa en criterios
geograficos, morfolégicos, etc. Este criterio puede o no coincidir con la
asignacion de los individuos a las agrupaciones basandose en las
frecuencias alélicas (Revidatti, 2009). A partir de la informacion molecular,
microsatélites para nuestro caso particular, y basandose en las frecuencias
alélicas, se pueden asignar individuos a las poblaciones estudiadas. En el
procedimiento se estima la proporcion que el genoma de cada individuo
posee de las poblaciones ancestrales (Montenegro, 2012). Este método fue
introducido por Pritchard et al. (2000) y se aplica un algoritmo bayesiano
denominado Cadena de Monte Carlo — Markov.

En la Gréafico 4 se observa la representacion de los cerdos Pampa
Rocha, Meishan, ibérico, celta y distintas razas comerciales. Cada individuo
esta descrito por una barra vertical de un color, representando cada color el
cluster o grupo asignado. Se evidencia que cuando solo se consideran dos
cluster (k = 2) el programa agrupa a los cerdos Pampa Rocha (PR) con la
raza Meishan (MS), estando el resto de las razas en el otro cluster. En el K=6
se separan los cerdos Pampa Rocha de los Meishan, lo cual se mantiene

hasta el K=9 en el cual se produce la separacién de los 9 grupos raciales.
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Grafico 4. Representacion gréfica del analisis de estructura de
poblaciones de cerdos, obtenida mediante el programa
Structure para 9 agrupaciones raciales y K=2 a K=9.
Referencias: PR: Pampa Rocha; IB: ibérico; CL: celta; BK:
Berkshire; DC: Duroc; P: Pietrain; LW: Large White; LD:
Landrace; MS: Meishan.

Es probable que este punto coincida con la estructura real de la
poblacion estudiada, es decir el numero de grupos o razas que conforman el
estudio y el mismo es detectable usando la metodologia descrita por Evanno

et al. (2005) para la eleccion del “k 6ptimo”. Esta herramienta fue utilizada
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con anterioridad por Vicente et al. (2008) y Revidatti (2009) para estudiar las
poblaciones de cerdos Criollos portugueses y argentinos, respectivamente;
obteniéndose en ambos casos una separacion clara de las poblaciones de
cerdos Criollos y las razas referenciales utilizadas; y una correcta asignacion

de individuos al grupo poblacional propuesto (cluster).
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MATERIALES Y METODOS.

1. Generalidades.

Se evaluaron las poblaciones de cerdos Criollos venezolanos
presentes en las zonas de Capanaparo (Municipio Achaguas) y Cunaviche
(Municipio Pedro Camejo) del estado Apure; Guadarrama (Municipio
Arismendi) del estado Barinas; asi como El Socorro (Municipio Camaguan);
Hato Masaguaral (Municipio Francisco de Miranda) y Guayabal (Municipio

San Geronimo de Guayabal) del estado Guarico (Figura 1).

(LAR ARSpoinesos
¥ v &:\Frwmw.“sﬁtm gj .

)Calabozo

@ UARfcéasm .

L Ubortad™ . Pugn e
\SmSnJlslrl- Tufries \/

BARINA sff,wd%cdmﬂ a“”""’fw -

Son Rofor s Camogued g L el 1“%'*'@“

1: Achaguas, 2: Pedro Camejo, 3: Arismendi, 4: Francisco de Miranda, 5: Camaguan,
6: San Geronimo de Guayabal.

Fuente: Mapa (2012)

Figura 1. Municipios del los estado Apure, Barinas y Guarico donde
se tomaron las muestras de los cerdos Criollos

venezolanos.
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Dichas poblaciones fueron descritas con anterioridad considerando
censo poblacional, caracteristicas zoométricas, fanerdpticas, morfométricas,
caracteristicas de canal, parametros productivos y sistemas de produccion
(Hurtado, 2004; Hurtado et al., 2005; 2006).

Para tal fin, los autores citados constataron la presencia de los grupos
de cerdos Criollos en los municipios mencionados; considerando que bajo
esas condiciones agroecologicas se considerarian cerdos Criollos aquellos
animales que poseian las siguientes caracteristicas: color de capa negra,
roja y/o manchada; lampifios o entrepelados; presencia o0 no de mamelas;

pezuias en forma de casco o hendida y trompa larga (Figura 2).

Figura 2. Cerdos Criollos venezolanos (negro, rojo, manchado).

2. Obtencién de las muestras.

Se tomaron muestras de pelos (foliculos pilosos) de los cerdos Criollos
venezolanos que incluyeron las tres variedades descritas anteriormente y
cerdos de las razas Landrace y Large White, las cuales se utilizaron como
referenciales debido a que estdn sometidas a procesos intensos de
seleccién. Se escogieron los foliculos pilosos por la facilidad de transporte y

escasos requerimientos para su almacenamiento. Las mismas se colocaron
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de manera individual en bolsas plasticas herméticas con su respectiva
identificacion. Por otra parte, se colectaron muestras de sangre de los cerdos
presentes en la Peninsula Ibérica: alentejanos (portugués) e ibérico (espafiol)
en sus sitios de origen, de manera de usarlos igualmente como referenciales,
debido a que estos cerdos se les atribuye la ascendencia del cerdo Criollo
venezolano. En lo sucesivo cuando se haga alusion al cerdo ibérico, se hace
referencia a los cerdos de origen espafol. El nUumero de muestras finales

para el analisis estadistico para cada grupo es el siguiente:

v' Masaguaral: Cerdos confinados (07).
Cerdos a pastoreo (15).
Total = 22.

v' El Socorro: Cerdos confinados (10).
Cerdos a pastoreo (16).
Total = 26.

v Guayabal: La Entrada, cerdos confinados (10).
Centro, cerdos confinados (03).
Hato Viejo, cerdos a pastoreo (18).
Total = 31.

v' Arismendi: Fundo La Tranca, cerdos a pastoreo (06).
Sabana, cerdos a pastoreo (08).
Guadarrama, cerdos a pastoreo (17).
Total = 31.

v' Capanaparo: Fundo Laurelito, cerdos confinados (05).
Fundo Puerto Espafia, cerdos a pastoreo (14).
Quesera, cerdos confinados (06).
Sabana, cerdos confinados (02).
Hato Sta. Barbara, cerdos confinados (02).
Total = 29.

v' Cunaviche: Puente Cunaviche, cerdos confinados (06).
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Caserio El Céantaro, cerdos confinados (08).
Sector San Rafael, cerdos a pastoreo (18).
Total = 32.

v' Alentejano: Portugal, cerdos confinados (29).

<\

Ibérico: Espafia, cerdos confinados (30).

v' Landrace: Granja Santa Rita. Edo. Carabobo, cerdos confinados
(21).

v' Large White: Granja Santa Rita. Edo. Carabobo, cerdos confinados

(14).

En los Anexos 1 al 6 se observan los cerdos de las localidades

consideradas y los ambientes y/o sistemas de produccion.

3. Laboratorio.

Los andlisis se realizaron en el Laboratorio de Genética Molecular del
Centro de Investigaciones en Biotecnologia Agricola (CIBA) en el Instituto de
Genética de la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de

Venezuela, ubicado en la ciudad de Maracay, estado Aragua.

4. Protocolos de Extraccion de ADN.
Se utilizaron diversos protocolos de extraccién del ADN gendmico, los

mismos se describen a continuacion:

v Extraccibn de ADN gendmico a partir de foliculos pilosos
usando nitrogeno liquido y acetato de sodio (C;H3NaO,) (Galindez et al.,
2011): se tomaron 60 pelos de cada cerdo y se lavaron con etanol al 70% y
agua destilada; se cortaron los pelos aproximadamente a unos 0,5 cm del
foliculo piloso y se trituraron durante 20 min en un mortero de ceramica (cada
muestra por separado), previa adicion de nitrégeno liquido. Luego se
introdujeron en tubos de minicentrifuga de 2,0 mL debidamente identificados;
se afiadieron 300 uL de tampdn de extraccion (1,0 M/Tris-HCl/pH 8,0/40 mL;
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2,5 M/ NaCl/’20 mL; 0,5 M/EDTA/10 mL; 10% SDS/10 mL/H,O 120 mL),
triturandose nuevamente el material seleccionado con un émbolo contra las
paredes del tubo Eppendorf durante 20 min; posteriormente se afiadieron
150 uL de C,H3NaO, 3M a pH 5,2 y se colocaron los tubos de minicentrifuga
a -20°C durante 20 min., luego de lo cual se sometieron los viales a
centrifugacion (12.000 rpm) durante 10 min y los sobrenadantes se
transfirieron a tubos Eppendorf limpios e igualmente identificados a los
cuales se les afiadi6 un volumen igual a lo extraido de isopropanol,
conservandolos en tubos a -20 °C por un tiempo minimo de 20 min. Cumplido
este paso, se sometieron los viales a centrifugacion (12.000 rpm) durante 30
min y se elimind el remanente de cada tubo; se lavo el contenido que quedo
con 150 uL de etanol al 70% y se agito; seguidamente se centrifugdé durante
5 min a 12.000 rpm, elimindndose el sobrenadante nuevamente. Los tubos
se dejaron abiertos al aire libre hasta que se comprob6 que el precipitado
estaba totalmente seco. Por ultimo, el ADN se suspendié en 100 uL de
tampéon TE (1,0 M/Tris-HCl/pH 8,0; 0,5 M/EDTA/pH 8,0) y se conservaron a
una temperatura de 4°C. Se tomaron las alicuotas de ADN correspondientes
y el resto se almacend a -20°C.

v Extraccién de ADN gendmico a partir de sangre usando resina
Chelex: se colocan 5 pL de sangre en un tubo Eppendorf. Luego se
agregaron 100 pL de solucion Chelex (Biorad, Catalogo - 143 — 2832), se
mezclaron; posteriormente se incubaron a 95°C durante 20 min.
Seguidamente se almacenaron a -20°C durante toda la noche. Finalmente se
descongelaron, se afadieron 10 pL de agua destilada y se mezclaron. Se
tomaron las alicuotas de ADN correspondientes y el resto se almacenoé a -
20°C.

5. Visualizacion de la calidad y cantidad de ADN extraido.
El ADN se visualiz6 en gel de agarosa al 0,8% en buffer TBE 0,5 X;

pH 8,3 (0,5 M/Tris — base, 1,25 mM/ EDTA, 0,43 M/acido borico), tefiido con
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bromuro de etidio 0,5 pyg/mL. La cantidad de ADN contenido en cada muestra
se determiné por comparacion con una concentracion conocida de ADN
Lambda, cotejando la intensidad de tincibn de las muestras contra el
marcador de concentracion conocida (Einspanier, 1999). La electroforesis
horizontal se realiz6 durante una hora, a voltaje constante de 100 V, usando
como fuente de poder un equipo marca E — C Apparatus Corporation. Las
muestras se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta (Fisher
Biotech, 312 nm) y en un analizador de imagenes (Biorad), por medio del

cual se obtuvieron las iméagenes digitales.

6. Amplificacién de ADN.

Los marcadores microsatélites se amplificaron siguiendo la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), descrita por Mullis y Faloona
(1987), inicialmente se usaron 18 microsatélites recomendados por FAO
(2004) para estudios de caracterizacion genética en cerdos (Cuadro 13).
Debido a problemas para la amplificacion de los microsatélites S0002,
S0026, S0090 y S0386 solo se consideraron 14 para el estudio final,

descartando los marcadores mencionados.

La amplificacion de los fragmentos por la técnica de PCR se llevo a
cabo en un equipo termociclador marca Biorad, modelo PTC-100, utilizando

el siguiente programa:

e 95°C por 4 min.
e 40 ciclos con los siguientes pasos:
v' 95 °C por 30 seg.
v' Temperatura de Alineacion por 1 min (depende del
cebador).
v’ 72 °C por 2 min.

e Finalmente 72 °C por 10 min.
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Cuadro 13. Marcadores microsatélites utilizados en el analisis de

diversidad genética del cerdo Criollo venezolano.

Marcador Cro* Secuencia Temp.” | MgCl; (uL)
sS0002° 3 GAAGCCCAAAGAGACAACTGC 62 25
GTTCTTTACCCACTGAGCCA
S0005 5 TCCTTCCCTCCTGGTAACTA 58 25
GCACTTCCTGATTCTGGGTA
$0026° 16 AACCTTCCCTTCCCAATCAC 48 25
CACAGACTGCTTTTTACTCC
sS0090° 12 CCAAGACTGCCTTGTAGGTGAATA 58 25
GCTATCAAGTATTGTACCATTAGG
S0155 1 TGTTCTCTGTTTCTCCTCTGTTTG 55 2,5
AAAGTGGAAAGAGTCAATGGCTAT
S0215 13 TAGGCTCAGACCCTGCTGCAT 55 4,0
TGGGAGGCTGAAGGATTGGGT
S0218 X GTGTAGGCTGGCGGTTGT 55 25
CCCTGAAACCTAAAGCAAAG
S0225 8 GCTAATGCCAGAGAAATGCAGA 55 4,0
CAGGTGGAAAGAATGGAATGAA
S0227 4 GATCCATTTATAATTTTAGCACAAAGT 55 4,0
GCATGGTGTGATGCTATGTCAAGC
s0386° 11 TCCTGGGTCTTATTTTCTA 48 3.0
TTTTTATCTCCAACAGTAT
SW122 6 TTGTCTTTTTATTTTGCTTTTGG 58 25
CAAAAAAGGCAAAAGATTGACA
SW24 17 CTTTGGGTGGAGTGTGTGC 58 25
ATCCAAATGCTGCAAGCG
SW240 2 TGGGTTGAAAGATTTCCCAA 58 25
GGAGTCAGTACTTTGGCTTGA
SW632 7 ATCAGAACAGTGCGCCGT 58 2,5
TTTGAAAATGGGGTGTTTCC
SW857 14 AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG 58 25
AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA
SW911 9 CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC 55 25
CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC
SW936 15 TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC 58 2,5
GTGCAAGTACACATGCAGGG
SW951 10 TTTCACAACTCTGGCACCAG 58 25
GATCGTGCCCAAATGGAC

1: Cromosoma; 2: Temperatura de Alineacion (°C); 3: no usado en el andlisis final
Fuente: FAO (2004)
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La mezcla de reaccion (Mix) usada para la PCR se describe en el

Cuadro 14.

Cuadro 14. Concentracion y volumen de Ilos

componentes usados en la mezcla (Mix)

para PCR.
Componente Concentracion Volumen
(ML)
BSA! 1 mg/mL 0,5
Buffer 5X 5,0
MgCl, 25 mM 2,5
TAQ Polimerasa 5 u/mL 0,2
dNTP'S? 200 pM 0,2
ADN? 10 ng/pL 5,0
Agua | @ - 9,6
Cebadores 10 uM 2,0
Total | e 25,0

1: Albumina Sérica Bovina, 2: Dexosiadeninas Trifosfatos, 3: Acido

Desoxiribonucleico, 4: variable, depende del cebador (ver Cuadrol4).

7. Tipificacién de los fragmentos amplificados.

Para separar los fragmentos producto de la PCR, se realizd

electroforesis vertical en geles de poliacrilamida (6%) y revelado con nitrato

de plata segun la metodologia de Badan (2003):

1. Fijacién (20 min o hasta desaparecer la banda azul). Solucion:
10% &cido acético en agua destilada.

2. Agua (3 min).

3. Agua (3 min).

4. Agua (3 min).
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5. Plata (30 — 60 min). Solucién: 0,1% nitrato de plata; 0,15%
formaldehido en agua destilada, protegiendo de la luz.

6. Agua (5-105s).

7. Revelado (3 — 8 min). Solucion: 1,5% carbonato de sodio;
0,005% thiosulfato de sodio; 0,05% formaldehido en agua
destilada (18 °C).

8. Parada (5 min). Solucion: 10% acido acético en agua destilada.

Creo falt agua al final

El genotipado se realizdé con el apoyo de un transiluminador de luz

blanca y el tamafio de los fragmentos se calcul6 usando la metodologia

propuesta por Hames y Rickwwod (1981), con el apoyo del programa

Microsoft Excel.

8. Analisis estadistico.

Se realizaron andlisis por separado, mediante el célculo de los

siguientes indices y figuras:

8.1. Variabilidad genética:

8.1.1.

8.1.2.

Estudio preliminar del numero de alelos, frecuencias
alélicas, contenido de informacién polimérfica y las
heterocigosidades usando el complemento para Microsoft
Excel “The Excel Microsatellite Toolkit” (Park, 2001; citado
por Revidatti, 2009).

Prueba de equilibrio Hardy — Weinberg basada en el
algoritmo en Cadena de Monte Carlo — Markov, se realizd
con el apoyo del programa computacional GENEPOP v4.0
(Raymond y Rousset, 1995b).

8.2. Probabilidad de exclusién: se calculd usando el programa

estadistico Cervus, version 3.0 (Marshall, 1998; Kalinowski et al.,
2007).
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8.3. Diferenciacion genética:

8.3.1. Con el programa Genetix V4.05 se calcul6 la heterocigosis
observada, esperada, estadisticos “F” (10000
permutaciones), “Gst” y se realizd el Andlisis Factorial de
Correspondencias Mdltiples (Belkhir et al., 2004).

8.3.2 Se calcularon las distancias genéticas de Cuerda (Dc;
Cavalli — Sforza y Edwars) y distancia “A” (Da; de Nei), por
ser las que ofrecen més precision al reducir el coeficiente de
variacion y la construccion de arboles filogenéticos con
topologias mas adecuadas (Takezaki y Nei, 1996; 2008),
usando el programa estadistico GENEPOP v4.0 (Raymond
y Rousset, 1995b).

8.3.3 Se construyeron los éarboles filogenéticos usando la
metodologia del vecino mas cercano, para tal fin se uso el
programa estadistico Populations 1.2.32, con 1000
bootstraps (repeticiones) por locus (Langella, 1999). Las
respectivas representaciones graficas se visualizaron con el
programa computacional Treeview (Page, 1996).

8.4. Estructura de las poblaciones: se analizO mediante el
programa Structure, el cual asigna los individuos a los clusteres
(grupos) relacionando a los individuos mas parecidos
genéticamente utilizando un algoritmo bayesiano que emplea un
modelo basado en el método de cadenas de Monte Carlo —
Markov (Pritchard et al., 2000), usando un periodo de “burn — in”
de 100000, 500000 iteracciones y 25 repeticiones. El “K” 6ptimo
se eligi6é considerando las metodologias propuestas por Pritchard
et al. (2002) y Evanno et al. (2005). En el caso de la primera

metodologia, se graficaron los valores de Likelihood (LK) o Ln Pr
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(X|K), estimados por el programa Structure. Para el segundo
caso se utilizé el programa Structure Harvester para obtener los
estimados (Earl y vonHoldt, 2012). Se obtuvieron las salidas
consenso de las 25 repeticiones mediante el programa Clummp
(Jakobsson y Rosenberg, 2007a,b). Las agrupaciones fueron

visualizadas mediante el programa Distruct (Rosenberg, 2007).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estandarizacién de protocolos.

1.1. Extraccién de ADN.

La Figura 3 muestra la imagen del gen de agarosa 0,8% del marcador
de concentracion conocida Lambda (50 ng/ L) (carril 1) y 19 muestras de
ADN de cerdos Criollos venezolanos (carriles 2 — 20). En la mayoria de las
muestras se obtuvo ADN en cantidad y calidad adecuadas, aplicando el
método de extraccion de ADN de foliculos pilosos que utiliza acetato de
sodio; no se muestra la cuantificacion y cualificacion del ADN extraido de
sangre con resina Chelex, puesto que este se utilizd directamente. El
hallazgo concuerda con los resultados de Ramos et al. (2008), quienes
obtuvieron ADN en cantidad y calidad adecuada para PCR, utilizando
inclusive pelos sin foliculos visibles. En el gel puede observarse en forma de
una banda fluorescente en la parte superior de los carriles. Solo en dos
muestras (2 y 16) no se obtuvo ADN, puesto que la banda descrita esta

ausente (Figura 3).

Sede 5. 6 7o .Soply

Figura 3. Gel de agarosa al 0,8%, mostrando el ADN extraido de
las muestras de cerdos Criollos venezolanos. Carril 1:
marcador Lambda (50 ng/uL), carriles 2 — 20: ADN de

cerdos Criollos venezolanos.
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La concentracién de ADN fue estimada comparando la intensidad de
tincion con bromuro de etidio de las muestras con el marcador referencial
Lambda. En este sentido, la Figura 3 muestra concentraciones aproximadas
entre 5y 50 (ng/ pL); sin embargo datos no mostrados ubican para todas las
muestras concentraciones entre 5 y 200 ng/ pL, concentraciones que
resultaron ser suficientes para realizar amplificacion de los fragmentos, tal
cual ocurrio. Vale la pena mencionar, que en la mayoria de las muestras se
observé degradacion del ADN, dicha degradacion se puede identificar como
una mancha o barrido en cada carril (Figura 3). Asimismo, en algunos casos
(muestras 3, 4, 12 y 15) se aprecia la presencia de restos de ARN, el cual se
manifiesta como una mancha luminiscente al final de los carriles; sin
embargo se observa una banda de ADN bien definida. La técnica ofrece
ventajas puesto que la toma de las muestras no es invasiva, pudiendo
inclusive, colectar muestras en granjas cuya bioseguridad limita la

manipulacion de animales y la captura repetida de muestras.

1.2. Tipificacion de los fragmentos.

Mediante la tinciébn con plata se logré tipificar los fragmentos e
identificarlos mediante la comparacion con un marcador de pares de bases.
La Figura 4 muestra el resultado del gel de poliacrilamida y la tincion de 22
muestras de cerdos Criollos venezolanos (microsatélite SW240) y el
marcador que se ubicé en el dltimo carril (23), por tanto de esta manera se
corrobora la calidad del ADN extraido, puesto que se obtuvo una
amplificacion satisfactoria de los fragmentos. La imagen refleja cuatro alelos,
asimismo se identifican los individuos homocigotos (ejemplo: 1, 2) de los
heterocigotos (ejemplo: 5, 10, 19), por tanto es facilmente identificable el
polimorfismo. Debe agregarse que los geles ofrecieron suficiente resolucion

(nitidez) lo que permitio el genotipado (tipificacion) de manera precisa.
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Figura 4. Gel de poliacrilamida 6% mostrando los

fragmentos de  ADN amplificados
(microsatélite SW240) de 22 cerdos
Criollos venezolanos (Carriles 1 — 22),
Carril 23: marcador de pares de bases
.(25 bp DNA Step Ladder).

2. Variabilidad genética.

2.1. Numero promedio de alelos por locus.

De los 18 marcadores microsatélites considerados inicialmente 4 no
amplificaron, estos fueron: S0002, S0026, S0090 y S0386. El numero de
alelos por locus vari6 desde 1 alelo para el microsatélite SW122 hasta 9
alelos para el marcador S0225 (Cuadro 15).

De manera general se ha establecido que para reducir los errores de
estimacion y aumentar, por consiguiente la precision, cada locus deberia
presentar al menos 4 alelos (Barker, 1994). En este orden de ideas, en la
presente investigacion se aprecian los marcadores microsatélites SW122,
S0215 y SW951 con menos de cuatro alelos; por tanto es probable que para
estas poblaciones particulares y en las condiciones de laboratorio en las
cuales fueron amplificados su utilidad para el estudio de diversidad genética

sea limitada.
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Cuadro 15. Numero de alelos por locus (microsatélites) de las muestras de

cerdos Criollos venezolanos y referenciales.

Poblacién
5 £ 8 |Tleglzlz g8 le|, 8L
g < e |z|s|E|s |z |z |5 |5 |3
3 & £ s |2 |2 |2 |2 |5 |8 |2 |& |
= S| & |2 |m|<|®|§ |3 =< 5|5
S0005 4 225- 246 4 4 4 4 4 3 4 4 4 4
S0155 5 158 - 175 5 4 4 3 3 5 2 5 5 4
S0215 2 157 - 166 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
S0218 6 146 - 187 6 6 4 4 5 4 1 6 5 3
S0225 9 155 — 206 6 5 4 4 5 5 4 5 9 5
S0227 5 219 - 247 3 3 5 3 4 3 2 3 2 2
SW122 1 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Sw24 5 101-125 4 5 5 3 5 4 4 4 4 5
SW240 5 97-129 4 4 4 5 3 3 5 5 4 5
SW632 4 143 -175 4 4 4 4 3 4 4 3 4 3
SW857 4 132 - 149 4 4 4 2 4 4 3 3 4 3
SWo11 6 151-178 5 5 5 4 6 6 6 5 5 4
SW936 4 80 - 96 4 4 4 3 4 4 4 4 2 4
SW9o51 3 127-137 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3
Total Alelos | 63 | ---- 55 54 53 45 52 51 44 53 54 48
Media 45 | 4,15 | 4,08 | 4,00 | 3,38 | 3,92 | 3,85 | 3,31 | 4,00 | 4,08 | 3,62

Por otra parte, es interesante mencionar que algunas condiciones
variantes de laboratorio o mutaciones en los puntos de hibridacion pueden
generar lo denominado alelos nulos, tal es el caso del marcador SW122
(Aranguren — Meéndez, 2002). Sin embargo, tal afirmacion debe ser
corroborada en estudios posteriores. Un mayor numero de alelos implica
mayor diversidad, por ello, los marcadores restantes muestran potencial para
este tipo de estudios. Dentro de estos resalta el microsatélite S0225, en el
cual se detectaron 9 alelos. En la literatura se han reportado loci con un solo
alelo, tal es el caso de los microsatélites S0227 (Calvo et al., 2000); S0215 —
S0227 (Canul et al., 2005; Martinez et al., 2007); mientras que el niumero

maximo de alelos es variable y se ubica entre 4 y 24 alelos (Calvo et al.,
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2000; Martinez et al., 2000a,b; 2003, 2005b, 2007; Canul et al., 2005; Chang
et al., 2009; Revidatti, 2009; Luetkemeier et al., 2010; Landi et al., 2011;
Montenegro, 2012).

Como se mencion6 con anterioridad la reduccion del numero de alelos
implica reduccion de la variabilidad. En este sentido, con excepcion del
microsatélite S0215, en todos los demas marcadores se observa diferencia
del nimero de alelos entre las poblaciones. Es asi como se obtiene el mayor
namero de alelos (6) para la raza Landrace en el micro S0225. Este
microsatélite habia sido reportado con 4 alelos por Calvo et al. (2000) en
poblaciones de Chato murciano, 8 alelos por Martinez et al. (2000) en el
cerdo Ibérico, 7 alelos por Fabuel et al. (2004) y Landi et al. (2011), 9 alelos
por Martinez et al. (2005b), 5 alelos por Martinez et al. (2007) en el Negro
canario y 3 alelos por Chang et al. (2009). Para los grupos de cerdos Criollos
considerados en este estudio se reduce un poco la variabilidad cuando se
compara con la raza Landrace, sin embargo se mantiene en niveles
aceptables e inclusive supera algunas poblaciones cerradas mencionadas
anteriormente como lo son el Chato murciano, Negro canario y cerdo
taiwanés; empero los valores son un poco inferiores a los reportados en otros
estudios para el cerdo ibérico; es de resaltar que las metodologias
empleadas en este trabajo y algunos reportes de la literatura son variables;
debido que se uso la tincion con plata y genotipado con transiluminador para
la presente investigacion; mientras que muchos trabajos consultados usaron
microsatélites marcados con fluorocromos y secuenciadores automaticos
para el genotipado; por tanto algunas diferencias propias de las
metodologias son de esperar. Es importante mencionar que se observaron
combinaciones distintas de alelos entre las poblaciones, ya que existen
marcadores donde las poblaciones poseen un numero de alelos inferior al
total detectado, lo que representa un indicio claro de la variabilidad genética
gue existe entre los grupos o variedades del cerdo Criollo venezolano,

debido a que estas no comparten el 100% de los alelos presentes, esta
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teoria ha sido manifestada con anterioridad por Lemus et al. (2001). De
manera general, el mayor numero de alelos se observa en la poblacién de
Masaguaral, sin embargo, para el microsatélites S0227 resalta Arismendi,
SW24 (El Socorro, Arismendi, Capanaparo, Large White) y SW240
(Guayabal, Alentejano, Ibérico, Large White). Asimismo, es evidente la
riqueza alélica y/o diversidad expresada en el nimero de alelos que se
conserva en las poblaciones de cerdos Criollos venezolanos y que es
comparable a los reportes de la literatura (Lemus et al., 2001; Pérez et al.,
2004; Revidatti, 2009; Landi et al., 2011; Montenegro, 2012). La menor
riqueza alélica se observa en Guayabal, Alentejano y Large White lo que
puede atribuirse a que el muestreo proviene de poblaciones pequefias y que
generalmente son cerradas. En total 64 alelos fueron detectados en 14
microsatélites, resultado que se asemeja el reporte de Lemus et al. (2001),
Chang et al. (2009) y Delgado et al. (2009). EI nimero promedio de alelos
oscildo entre 3,31 (Alentejano) y 4,15 (Masaguaral), resultados que son
similares a los reportes de razas comerciales europeas, cerdo ibérico y el
Pelébn mexicano (Laval et al., 2000; Martinez et al., 2000a; Lemus et al.,
2001; Martinez et al., 2003; 2007; Vicente et al., 2008).

2.2. Porcentaje de loci polimorficos.

El analisis arrojé un locus (SW122) monomorfico (Cuadro 16). Este
marcador ha sido seflalado como polimérfico en la literatura consultada
(Calvo et al., 2000; Martinez et al., 2000a,b; Yang et al., 2003; Canul et al.,
2005; Vicente et al., 2008). Por tanto, es aconsejable en estudios posteriores
verificar el polimorfismo en este marcador. Las razones del monomorfismo de
un marcador han sido documentadas, siendo la primera el aislamiento de las
poblaciones que ocasionan la fijacion de un alelo, esta situacion fue descrita
en poblaciones de Chato murciano por Calvo et al. (2000) y Peinado et al.
(2003) para los marcadores S0215 y S0227. Por otra parte, se debe estar

seguro de la no ocurrencia de alelos nulos, los cuales implican mutaciones
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en los sitios de hibridacion de los cebadores, ocasionando asi la clasificacion

errada de un individuo como homocigoto (Dawson et al., 1997).

Cuadro 16. Frecuencias alélicas (%) para 14 microsatélites en seis poblaciones de

cerdos Criollos venezolanos y cuatro referenciales.

Poblacién
Criollos venezolanos Ibéricos Comerciales
. = — _ o o
g8 |58 |28 5|8 |2 |8 |se
c |2 | ® |8 |E | & |5 | &8 |2 5 | 8 |8 &
o < @ ) 2 5 8 = 5 2 s |a =
= s W < o 8 O < -
S0005 | 225 2,38 | 42,86 | 31,03 | 37,93 | 2500 0,00 46,30 | 20,00 | 42,11 | 3333
231 | 1190 | 536 | 517 | 1724| 536 | 16,13 11,11 | 30,00 2,63 | 12,50
237 | 3095 | 4821 | 5862 | 24,14 | 5357 | 33,87 20,37 | 41,67 | 4211 | 4583
246 | 5476 | 357 | 517 | 2069 | 16,07 | 5000 | 2222 | 833 | 1316 | 8,33
S0155 | 158 | 11,90 0,00 0,00 0,00 0,00 1,67 0,00 3,33 714 | 17,86
162 | 50,00 | 2857 | 21,67 | 000| 000]| 3167 0,00 | 11,67 | 2381 | 0,00
169 714 | 16,07 | 20,00 | 3448 | 11,90 | 28,33 62,07 | 31,67 | 2619 | 3571
172 2,38 | 42,86 | 40,00 | 31,03 | 33,33 | 2833 37,93 | 36,67 | 4048 | 4286
175 | 2857 | 12550 | 1833 | 34,48 | 54,76 | 10,00 0,00 | 16,67 238 | 357
S0215 | 157 9,52 | 40,00 | 39,66 | 2321 | 1552 | 29,69 28,57 | 68,52 714 | 14,29
166 | 90,48 | 60,00 | 60,34 | 76,79 | 84,48 | 70,31 7143 | 31,48 | 92,86 | 8571
S0218 | 146 | 15,63 3,70 0,00 7,41 0,00 0,00 0,00 | 13,33 0,00 0,00
154 | 1875 | 7.41| 000 | 50,00 | 13,79 1,67 0,00 | 13,33 500 | 0,00
162 | 1875 | 1852 | 12,07 | 000 | 41,38 | 2333 0,00 | 500 | 10,00 7,69
171 | 2500 | 50,00 | 36,21 | 3889 | 13,79 | 5500 | 100,00 | 16,67 | 62,50 | 88,46
176 313 | 12,96 | 4138 | 3,70 | 2586 | 20,00 0,00 | 30,00 | 2000 | 0,00
187 | 1875 | 741 | 1034| 000| 517 | 0,00 0,00 | 21,67 250 | 3,85
S0225 | 155 0,00 000| 000| 000| 000]| 0,00 0,00 | 0,00 2,50 0,00
158 000| 000| ©000| 000| 000]| 000 0,00 | 0,00 7,50 7,14
165 000| 000| 000| 000| 000]| 000 0,00 | 0,00 2,50 | 0,00
184 | 3409 | 3929 | 2500 | 1897 | 2586 | 2833 0,00 | 44,64 7,50 | 32,14
187 | 11,36 | 893 | 1667 | 000| 690 | 500 | 2143 1,79 | 2750 | 3571
197 | 1591 | 16,07 | 000| 1,72 | 2069 | 2167 2500 | 5,36 2,50 | 0,00
201 | 13,64 | 30,36 | 36,67 | 5345 | 27,59 | 40,00 | 50,00 | 3571 | 27,50 | 14,29
204 909 | 000| 2167 | 258 | 1897 | 5,00 357 | 1250 | 1750 | 10,71
206 | 1591 | 536| 000| 000| 000| 0,00 0,00 | 0,00 500 | 0,00
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Continuacion.......

s0227 219 7,14 0,00 8,93 0,00 5,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
223 33,33 | 19,23 | 28,57 4,35 556 | 28,85 | 10,34 3,70 | 66,67 | 96,43
230 59,52 | 61,54 | 58,93 | 8043 | 7593 | 59,62 | 8966 | 9444 | 33,33 3,57
240 0,00 0,00 1,79 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
247 0,00 | 19,23 1,79 | 1522 | 12,96 | 1154 0,00 1,85 0,00 0,00

SW122 111 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

Swz4 101 43,18 9,62 | 30,36 | 50,00 | 12,07 | 33,93 | 50,00 | 32,76 | 10,00 | 14,29
107 25,00 | 2500 | 19,64 0,00 | 29,31 7,14 0,00 | 22,41 | 40,00 | 25,00
116 13,64 | 40,38 | 2321 | 2500 | 27,59 7,14 | 10,34 0,00 | 15,00 | 28,57

120 0,00 | 2115 | 16,07 | 2500 | 24,14 | 51,79 | 37,93 | 3966 | 3500 | 2857
125 18,18 3,85 | 10,71 0,00 6,90 0,00 1,72 5,17 0,00 3,57
SW240 97 11,90 357 | 10,00 | 16,67 | 36,54 0,00 7,41 5,56 0,00 4,17

106 14,29 32,14 35,00 18,75 55,77 19,35 40,74 25,93 30,56 45,83
110 59,52 51,79 13,33 20,83 0,00 69,35 35,19 14,81 22,22 8,33
118 14,29 0,00 41,67 8,33 7,69 11,29 14,81 40,74 41,67 33,33
129 0,00 12,50 0,00 35,42 0,00 0,00 1,85 12,96 5,56 8,33

SW632 143 3333 | 3600 | 2407 | 5227 | 3800 | 4032 | 67,24 | 4400 | 4250 | 42,86
150 30,00 6,00 | 12,96 | 1591 8,00 9,68 | 13,79 | 40,00 | 15,00 7,14
160 20,00 | 50,00 | 46,30 | 22,73 | 5400 | 3871 | 17,24 | 16,00 | 3500 | 50,00
175 16,67 8,00 | 16,67 9,09 | 000 | 11,29 1,72 0,00 7,50 0,00

SW857 132 55,00 | 46,15 | 17,24 | 19,35 | 21,67 | 27,42 | 3846 | 23,33 | 6250 | 80,77
137 10,00 | 26,92 | 12,07 0,00 | 1500 | 46,77 | 23,08 | 5833 | 10,00 0,00
140 30,00 | 15,38 | 51,72 0,00 | 20,00 484 | 3846 | 1833 | 1500 | 15,38

149 500 | 11,54 | 1897 | 80,65 | 43,33 | 20,97 0,00 0,00 | 12,50 3,85
SWoill 151 0,00 0,00 0,00 0,00 3,70 4,84 5,36 0,00 0,00 0,00
156 476 | 26,00 | 12,07 | 2258 | 2222 323 | 12,50 6,90 9,52 | 14,29

163 19,05 6,00 20,69 41,94 14,81 20,97 32,14 31,03 35,71 25,00
170 30,95 20,00 18,97 20,97 11,11 19,35 12,50 25,86 19,05 21,43
174 26,19 44,00 44,83 14,52 46,30 45,16 32,14 20,69 33,33 39,29
178 19,05 4,00 3,45 0,00 1,85 6,45 5,36 15,52 2,38 0,00

SW936 80 21,05 | 32,69 5,17 0,00 | 10,34 | 29,03 | 33,33 | 40,00 0,00 5,00
86 2895 | 1538 | 1552 | 17,74 | 1897 | 3065 | 11,11 | 10,00 | 42,50 | 40,00
94 21,05 385 | 17,24 | 3065 | 3621 | 19,35 | 29,63 | 32,00 0,00 | 10,00
96 28,95 | 48,08 | 62,07 | 51,61 | 3448 | 2097 | 2593 | 1800 | 57,50 | 45,00

SwWos1 127 19,05 | 12,50 | 39,66 | 34,48 | 42,86 | 50,00 | 89,29 | 91,38 | 22,50 7,69
130 61,90 | 82,14 | 46,55 | 4310 | 42,86 | 31,67 0,00 3,45 | 4500 | 46,15
137 19,05 536 | 13,79 | 22,41 | 14,29 | 18,33 | 10,71 517 | 32,50 | 46,15
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Sea cualquiera de la causas mencionadas con anterioridad la
responsable del monomorfismo observado en el marcador SW122, no se
recomienda utilizarlo con fines del estudio de la diversidad genética en las
poblaciones del cerdo Criollo venezolano hasta tanto no se compruebe la
presencia o no de alelos nulos. Para el resto de los marcadores se presenta
una situacion diferente puesto que existe polimorfismo (92,9%), recordando
gue segun Aranguren — Méndez (2002) un locus es polimorfico cuando la
frecuencia de su alelo mas comun es inferior al 95%, lo que ocurre,
excluyendo el microsatélite SW122, en los marcadores utilizados (Cuadro
16). El polimorfismo detectado para los cerdos Criollos venezolanos coincide
con la literatura consultada (Calvo et al., 2000; Pérez et al., 2004; Canul et al.,
2005; Vicente et al., 2008, Revidatti, 2009; Landi et al., 2011).

2.3. Frecuencias alélicas.

Se evidencio que el alelo mas frecuente no siempre es el mismo para
todas las poblaciones en todos los loci considerados (exceptuando SW122,
que es monomorfico), por lo que pueden considerarse informativos si se
quisieran realizar estudios entre poblaciones del cerdo Criollo venezolano
(Cuadro 16).

Por otra parte, existen alelos muy Utiles para diferenciar las
poblaciones de cerdos; por ejemplo el alelo 171 (S0218) resulté monomorfico
en Alentejano, 158 (S0225) esta solo en las razas Landrace y Large White,
los alelos 155 y 165 del mismo locus estan privados en la raza Landrace con
frecuencias bajas (2,5%); mientras que la frecuencia del alelo 223 (S0227) es
mayor en los cerdos Landrace y Large White. La frecuencia alélica es una
medida del polimorfismo que pueda presentar un locus, cuando el alelo mas
comun presenta una frecuencia inferior a 95% se acepta que este locus es
polimoérfico (Aranguren — Méndez, 2002). Como se puede apreciar en las
poblaciones estudiadas la mayoria de los loci pueden considerarse

polimorficos, segun la definicion anterior. Resultados similares son
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reportados por Calvo et al. (2000) y Canul et al. (2005). Los alelos 146 del
marcador S0218 y 247 del marcador S0227 estdn presentes en las
poblaciones de cerdos Criollos de Masaguaral, El Socorro, Arismendi y
Cunaviche; asi como en el cerdo ibérico, estando ausentes en el alentejano,
Landrace y Large White (Cuadro 16); lo que puede ser un indicio de que
estos alelos presentes en los cerdos Criollos venezolanos proviene del cerdo
ibérico, al cual se le ha atribuido el origen del cerdo Criollo venezolano, por
Su semejanza en caracteres zoomeétricos y faneropticos (Hurtado, 2004;
Hurtado et al.,, 2005). Similarmente, las poblaciones de Capanaparo y
Cunaviche (estado Apure) poseen el alelo 151 del marcador SW911, el cual
se encuentra presente sélo en alentejano, o que pudiera interpretarse de
manera analoga a la teoria esgrimida de la influencia del cerdo ibérico en
América; debe considerarse que el alentejano también es un cerdo
proveniente de la Peninsula Ibérica, especificamente de Portugal y se
considera que estd estrechamente relacionado a los cerdos ibéricos
espafoles (Ramos et al., 2003; Vicente et al.,, 2008). Asimismo, puede
observarse que el alelo 206 del marcador S0225 est4 presente en las
poblaciones de Masaguaral, El Socorro y Landrace, lo que puede
relacionarse a la practica de cruzamiento que realizan los habitantes de la
zona al introducir la raza Landrace (y por ende el alelo) con el objetivo de
aumentar el rendimiento de los cerdos Criollos. Sin embargo, estas teorias
deben ser comprobadas analizando otras poblaciones de cerdos Criollos
venezolanos sometidas a procesos similares de apareamiento. En el mismo
orden de ideas, se observa que el alelo 240 del microsatélite S0227 es
exclusivo en la poblacion de Arismendi y el alelo 219 del mismo marcador
esta presente solo en los cerdos Criollos venezolanos. La presencia de
fragmentos exclusivos en poblaciones ha sido reportada con anterioridad por
Galindez et al. (2011) en un estudio de cerdos Criollos venezolanos usando
RAPD'S, asimismo, Thuy et al. (2006) encontro alelos privados para todos

los microsatélites considerados en el cerdo vietnamita. Estos alelos son

74



considerados raros debido a que su frecuencia es inferior a 5% (Aranguren —
Méndez et al., 2002; Thuy et al., 2006), por lo cual estos marcadores pueden
ser muy utiles para el estudio de divergencia genética entre poblaciones de
cerdos; empero, tal y como se menciond anteriormente es necesario probar
individuos de otras poblaciones para descartar las imprecisiones que
pudieran acarrear el muestreo de individuos emparentados en una misma
zona. En todo caso, es sabido que en poblaciones aisladas la deriva genética
puede ser causal de la variacion observada (Galindez et al.,, 2011). Los
resultados reflejan que los cerdos Criollos representan un importante
reservorio de diversidad genética, denotada para este caso en la frecuencias
alélicas (Landi et al., 2011), a pesar de la practica descontrolada del
cruzamiento con razas exoticas y el desplazamiento que ha sufrido al
introducir sistemas especializados e intensivos de produccion. Tal
variabilidad de los cerdos Criollos venezolanos ha sido evidenciada en
caracteres e indices zoométricos, asi como en la Morfometria de érganos
vitales por Hurtado (2004); Hurtado et al. (2005, 2006), por tanto los
resultados obtenidos corroboran la variabilidad detectada por los autores
mencionados, los cuales la atribuyen a la adaptacion a las distintas
condiciones medioambientales de estos cerdos. Es importante recalcar, que
la riqueza genética detectada es el insumo basico para poder planificar los
planes de reproduccién que se aplicaran dentro de los programas de
conservacion y mejora genética, considerando las bondades del cerdo Criollo

venezolano.

2.4. Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He).

En torno a este tema Takezaki y Nei (1996) determinaron que para
que un marcador molecular sea util para estudiar la variacion genética, este
debe tener una heterocigosidad promedio que oscile entre 0,3 y 0,8 en la
poblacién. Los microsatélites S0215, S0227 y SW122 presentaron en el
estudio actual (Cuadros 17 y 18) heterocigosidades medias observadas y
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esperadas inferiores al limite minimo establecido por los autores antes
mencionados. Por lo tanto estos marcadores no son adecuados para medir la
variacion genética media en las 10 poblaciones estudiadas; sin embargo, los
restantes once (11) marcadores demostraron su utilidad para este tipo de
estudio al ubicarse dentro del rango de heterocigosidad media observada
establecida por los autores.

Tomando este criterio, dentro de estos marcadores se presenta una
situacion interesante, ya que el microsatélites S0215 en las poblaciones de
cerdos de Masaguaral y Capanaparo las heterocigosidades son inferiores a
0,3; para S0227, de los cinco grupos de cerdos Criollos Venezolanos solo en
Guayabal su valor es inferior al limite establecido por Takezaki y Nei (1996),
por tanto cierta variabilidad se esta observando dentro de cada poblacién

para estos microsatélites (Cuadros 17 y 18).

Cuadro 17. Heterocigosidades observada y esperada para 14 microsatélites en

seis poblaciones de cerdos Criollos venezolanos.

Poblacién
Marcador | Masaguaral El Socorro Arismendi Guayabal Capanaparo | Cunaviche
Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He

S0005 0,619 | 0,604 | 0,729 | 0,590 | 0,586 | 0,564 | 0,655 | 0,738 | 0,536 | 0,633 | 0,742 | 0,619

S0155 | 0,524 | 0,664 | 0,571 | 0,706 | 0,600 | 0,732 | 0,621 | 0,678 | 0,476 | 0,589 | 0,633 | 0,741

S0215 0,100 | 0,177 | 0,320 | 0,490 | 0,448 | 0,487 | 0,250 | 0,363 | 0,103 | 0,267 | 0,281 | 0,424

50218 0,688 | 0,833 | 0,556 | 0,700 | 0,690 | 0.684 | 0,667 | 0,603 | 0,690 | 0,734 | 0,500 | 0,613

S0225 | 0,545 | 0,812 | 0,536 | 0,730 | 0,733 | 0,741 | 0,586 | 0,622 | 0,724 | 0,787 | 0,600 | 0,720

S0227 | 0,571 | 0,542 | 0,308 | 0,558 | 0,393 | 0,573 | 0,217 | 0,335 | 0,407 | 0,408 | 0,385 | 0,559

SW122 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

sSw24 0,636 | 0,716 | 0,731 | 0,733 | 0,629 | 0,792 | 0,643 | 0,636 | 0,724 | 0,774 | 0,679 | 0,618

SW240 | 0,714 | 0,605 | 0,429 | 0,623 | 0,767 | 0,688 | 0,792 | 0,777 | 0,462 | 0,560 | 0,452 | 0,476

SW632 | 0467 | 0,756 | 0,760 | 0,623 | 0,778 | 0,696 | 0,545 | 0,656 | 0,440 | 0,569 | 0,774 | 0,676

Swss7 | 0,600 | 0,610 | 0,654 | 0,691 | 0,414 | 0,664 | 0,387 | 0,317 | 0,833 | 0,715 | 0,710 | 0,671

Swo11 | 0,762 | 0,779 | 0,520 | 0,708 | 0,414 | 0,717 | 0,387 | 0,720 | 0,333 | 0,713 | 0,806 | 0,719

SW936 | 0,684 | 0,764 | 0,577 | 0,649 | 0,276 | 0,568 | 0,419 | 0,618 | 0,552 | 0,716 | 0,742 | 0,753

Swos1 | 0,667 | 0,557 | 0,286 | 0,312 | 0,655 | 0,618 | 0,828 | 0,656 | 0,714 | 0,623 | 0,633 | 0,627

Total* 0,534 | 0,601 | 0,513 | 0,580 | 0,549 | 0,609 | 0,500 | 0,551 | 0,500 | 0,578 | 0,567 | 0,587

1: Promedio no ponderado dentro de poblacion;.
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Cuadro 18. Heterocigosidades observada y esperada para 14 microsatélites en
cerdos de origen ibérico, razas comerciales y total de todas las
poblaciones incluyendo los cerdos Criollos venezolanos.

Marcador | Alentejano Ibérico Landrace | Large White Total

Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He

S0005 0,593 | 0,695 | 0,767 | 0,701 | 0,737 | 0,644 | 0,817 | 0,685 | 0,708 | 0,647
S0155 0,414 | 0,479 | 0,767 | 0,735 | 0,571 | 0,722 | 0,429 | 0,680 | 0,561 | 0,673
S0215 0,214 | 0,416 | 0,259 | 0,440 | 0,048 | 0,136 | 0,000 | 0,254 | 0,192 | 0,345
S0218 0,000 | 0,000 | 0,867 | 0,811 | 0,600 | 0,571 | 0,231 | 0,218 | 0,549 | 0,577
S0225 0,429 | 0,652 | 0,786 | 0,666 | 0,350 | 0,823 | 0,143 | 0,759 | 0,543 | 0,731
S0227 0,207 | 0,189 | 0,111 | 0,108 | 0,286 | 0,455 | 0,071 | 0,071 | 0,296 | 0,380
SwW122 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
SW24 0,655 | 0,606 | 0,724 | 0,694 | 0,500 | 0,703 | 0,429 | 0,780 | 0,665 | 0,705
SW240 0,741 | 0,695 | 0,852 | 0,739 | 0,778 | 0,700 | 0,817 | 0,692 | 0,690 | 0,656
SW632 0,310 | 0,508 | 0,480 | 0,633 | 0,600 | 0,686 | 0,571 | 0,582 | 0,573 | 0,639
SW857 0,808 | 0,664 | 0,500 | 0,581 | 0,700 | 0,576 | 0,385 | 0,335 | 0,599 | 0,582
SW911 0,679 | 0,770 | 0,414 | 0,779 | 0,619 | 0,733 | 0,214 | 0,743 | 0,515 | 0,738
SW936 0,444 | 0,735 | 0,320 | 0,709 | 0,550 | 0,501 | 0,600 | 0,658 | 0,516 | 0,667
SW951 0,214 | 0,195 | 0,172 | 0,164 | 0,600 | 0,658 | 0,800 | 0,591 | 0,577 | 0,500

Total’ | 0,408 | 0,472 | 0,501 | 0,554 | 0,496 | 0,565 | 0,422 | 0,503 | 0,499° | 0,560°
1: Promedio no ponderado dentro de poblacion; 2: promedio no ponderado de todos los marcadores
moleculares.

Los menores valores de heterocigosidades se observan para S0215,
mientras que los mayores valores de heterocigosidad se observaron para el
marcador SW911.

Para El Socorro excluyendo SW122 el rango esta entre 0,286 y 0,729.
Los valores de heterocigosidades observados son variables entre
marcadores y poblaciones; empero debe resaltarse S0215 que resultd
monomorfico en Large White, y S0218 en alentejano. La mayoria de los
microsatélites estudiados resultaron heterocigotos en todas las poblaciones.
Los resultados son similares al reporte de Lemus et al. (2001), autores que
reportan valores de heterocigosidades entre 0,21 (S0227) y 0,62 (S0005).
Sin embargo, al observar las heterocigosidades por poblacion, en el presente
trabajo todas las poblaciones presentaron valores superiores a 0,3; mientras

gue en el trabajo mencionado, la poblacién de Veracruz 2 refleja un valor de
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0,28. Al igual que en la presente investigacion, Martinez et al. (2000a) en un
estudio genético del cerdo Ibérico reportd valores bajos de heterocigosis
media (0,148) para el microsatélites S0215. Las heterocigosidades medias
observadas son ligeramente inferiores a los reportes de Li et al. (2004);
Canul et al. (2003); Pérez et al. (2004) y Revidatti (2009). Asimismo, son
similares a otros reportes de la literatura (Laval et al., 2000; Martinez et al.,
2003, 2007; Vicente et al., 2008; Luetkemeier et al., 2010; Montenegro,
2012). Los valores de las heterocigosidad observada pueden diferir de los
valores de heterocigosidad esperada, cuando se detectan estas diferencias
se entiende que la poblacién esta desviada del equilibrio Hardy — Weinberg
(Revidatti, 2009). La situacion planteada se observa en algunas poblaciones
de cerdos Criollos venezolanos y las poblaciones referenciales,
evidenciandose ligeras variaciones a favor de una u otra heterocigosidad.
Cuando la heterocigosidad observada es mayor a la esperada es probable
gue se estén introduciendo genes nuevos a las poblaciones, en el caso
contrario, probablemente sea un indicio de que algunos apareamientos
consanguineos estan ocurriendo (Maudet et al., 2002; Galindez et al., 2011).
A pesar de ello, se observan en todas las poblaciones de cerdos Criollos
venezolanos niveles de heterocigosidades superiores a 0,5; lo cual ha sido
descrito por Li et al. (2004); Pérez et al. (2004) y Kim et al. (2005) como
muestra de altos niveles de diversidad genética. Esta alta variabilidad
genética observada en los cerdos Criollos venezolanos conduce a pensar
que las poblaciones de cerdos Criollos venezolanos representan un potencial
reservorio de genes, tal cual lo manifestd6 Hurtado (2004), justificandose asi
la conservacién, multiplicacién y mejora de estas variedades. Precisamente
estos basamentos son los esgrimidos por Martinez et al., (2000a) para la
conservacion 'y multiplicacion de los cerdos Ibéricos y Criollos
latinoamericanos. Cabe recalcar que la variabilidad fenotipica de los cerdos
Criollos venezolanos habia sido documentada con anterioridad por Hurtado

(2004) y Hurtado et al. (2005, 2006), considerando caracteres morfoldgicos,
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zoométricos y morfomeétricos. Dicha variabilidad se expresa en los niveles
altos de heterocigosidades observada y esperada en las poblaciones de
cerdos Criollos venezolanos, que aunado al hecho de que Ho es inferior a He
en promedio, reflejan que muy pocos apareamientos consanguineos estan
ocurriendo. Considerando todos los loci y poblaciones la heterocigosidad
esperada (o diversidad genética) se ubicd entre 0,498 (Alentejano) y 0,643
(Arismendi), lo que refleja diferencias apreciables en los niveles de diversidad
genética cuando ésta se evalla a través de este parametro. Los valores de
He y Ho minimos y méximos (promedios) en todas poblaciones consideradas
son superiores a los reportados en el Chato murciano, Negro de los
Pedroches y Negro canario (Calvo et al., 2000; Martinez et al., 2003;
Martinez et al.,, 2007) e inferiores a los reportes de Canul et al. (2003),
Revidatti (2009) en los cerdos Pelén mexicano y del nordeste argentino,
respectivamente. Por otra parte, los valores son similares a los resefiados
por Kelly et al. (2004) y Vicente et al. (2008) en cerdos Pampa Rocha de
Uruguay y portugueses, respectivamente. La heterocigosidad esperada
excedid a la observada cuando se consideran todos los loci con una
diferencia promedio de 0,061. En este sentido, cuando se consideran todos
los loci la heterocigosis esperada resulté en 0,560; lo que indica altos niveles
de diversidad genética en las poblaciones analizadas, resultados que son
similares a los reportes de Li et al. (2004) y Vicente et al. (2008) en razas
chinas y portuguesas, respectivamente. Cabe mencionar que las
heterocigosidades observadas y esperadas en cerdos Criollos venezolanos
son similares o0 superiores a las presentadas por las poblaciones
referenciales (alentejano, ibérico, Landrace, Large White), donde se llevan
controles estrictos de apareamientos; es decir, que se evita que ocurran
cruces consanguineos; por ello al revisar los valores de los cerdos Criollos
venezolanos se puede apreciar que es muy probable que la ocurrencia de
este tipo de apareamientos es minima, aun cuando las cubriciones no son

controladas (apareamiento al azar).

79



2.5. indice de contenido polimorfico (PIC).

Los valores de PIC obtenidos oscilan entre 0,329 para el locus S0215
(no incluye el marcador SW122 que resultd monomorfico) y 0,731 para el
S225 (Cuadro 19). El valor inferior de PIC (0,157) observado en Masaguaral
es ligeramente superior a los valores reportados por Martinez et al. (2007) y
Revidatti (2009) en el cerdo Negro canario y del Nordeste argentino,
respectivamente, mientras que el mayor valor (0,780) del mismo marcador es

un poco mas bajo al valor maximo en cerdos argentinos (Revidatti, 2009).

Cuadro 19. indice de contenido polimorfico para 14 microsatélites en seis

poblaciones de cerdos Criollos venezolanos y referenciales.

Poblacién
Criollo venezolano Ibérico Comerciales | Total
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S0005 | 0,520 | 0,491 | 0,484 | 0,677 | 0,566 | 0,533 | 0,632 | 0,633 | 0,552 | 0,595 | 0,568
S0155 | 0,594 | 0,640 | 0,671 | 0,592 | 0,497 | 0,678 | 0,360 | 0,675 | 0,653 | 0,588 | 0,595
S0215 | 0,157 | 0,365 | 0,364 | 0,293 | 0,228 | 0,330 | 0,325 | 0,338 | 0,124 | 0,215 | 0,274
S0218 | 0,777 | 0,652 | 0,612 | 0,511 | 0,678 | 0,541 | 0,000 | 0,768 | 0,514 | 0,198 | 0,525
S0225 | 0,766 | 0,670 | 0,679 | 0,547 | 0,736 | 0,657 | 0,579 | 0,591 | 0,776 | 0,688 | 0,669
S0227 | 0,446 | 0,489 | 0,498 | 0,295 | 0,374 | 0,477 | 0,168 | 0,103 | 0,346 | 0,067 | 0,326
SW122 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
SW24 | 0,649 | 0,673 | 0,742 | 0,555 | 0,720 | 0,537 | 0,515 | 0,621 | 0,627 | 0,709 | 0,635
SW240 | 0,550 | 0,544 | 0,617 | 0,724 | 0,461 | 0,420 | 0,625 | 0,682 | 0,620 | 0,606 | 0,585
SW632 | 0,682 | 0,538 | 0,633 | 0,591 | 0,468 | 0,603 | 0,453 | 0,541 | 0,607 | 0,465 | 0,558
SwWs857 | 0,531 | 0,625 | 0,605 | 0,263 | 0,654 | 0,599 | 0,576 | 0,508 | 0,522 | 0,290 | 0,517
SW911 | 0,720 | 0,643 | 0,661 | 0,659 | 0,659 | 0,666 | 0,719 | 0,726 | 0,664 | 0,667 | 0,678
SW936 | 0,696 | 0,570 | 0,513 | 0,536 | 0,648 | 0,692 | 0,669 | 0,640 | 0,369 | 0,551 | 0,588
SW951 | 0,486 | 0,282 | 0,525 | 0,570 | 0,530 | 0,542 | 0,173 | 0,155 | 0,567 | 0,472 | 0,430
Total' | 0,541 | 0,513 | 0,543 | 0,487 | 0,516 | 0,520 | 0,414 | 0,499 | 0,496 | 0,437 | 0,496°

1. Promedio no ponderado dentro de poblacidén; 2: promedio no ponderado de todos los
marcadores moleculares.
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Los valores mas altos (promedio de toda la poblacién) se
corresponden con los microsatélites que presentan un mayor numero de
alelos (SW24, SW911, SW240, S0155, S0225, S0005, Cuadros 15y 19), lo
cual es similar a los reportes de Martinez et al. (2004); Revidatti (2009) y
Montenegro (2012). La relacion directa observada, en la cual aumenta el PIC
en los microsatélites con mayor nimero de alelos habia sido reportada por
Martinez (2000a) y Revidatti (2009). Asimismo, los menores valores de PIC
son concordantes con los marcadores que tienen menores
heterocigosidades. La informacion expresada por un marcador viene dada
por su valor de PIC. En este sentido, loci con valores superiores a 0,5 son
muy informativos, entre 0,25 y 0,5 medianamente informativos y menores a
0,25 son poco informativos (Martinez et al., 2005b). Los marcadores S0215
y S0227 resultaron medianamente informativos, siendo estos microsatélites
los que reflejan menores valores, tal cual fue reportado por Pérez et al.
(2004), Martinez et al. (2007), Vicente et al. (2008) y Montenegro (2012) en
los cerdos Criollos cubanos, Negro canario, portugueses y Pampa Rocha de
Uruguay, respectivamente. De manera opuesta el marcador S0225 presentd
el mayor valor (0,731) promedio (Cuadro 20), superando ampliamente los
seflalamientos de Pérez et al. (2004), Martinez et al (2007), Revidatti (2009)
y Montenegro (2012). El resto de los marcadores son altamente informativos.
Los resultados se asemejan a los reportes de Vicente et al. (2008), Revidatti
(2009) y Landi et al. (2011). Aun cuando los marcadores S0215, S0227 y
SW951 resultaron poco informativos en algunas pocas poblaciones, los
valores medios no reflejan ningin marcador con bajo valor de PIC (PIC <
0,25). Tal situacion difiere de los reportes de Martinez et al. (2005b, 2007),
Revidatti (2009), Landi et al. (2011) y Montenegro (2012), autores que
reportan numeros variables de marcadores con vales de PIC inferiores a
0,25. Dentro de cada poblacion el marcador mas informativo vario, siendo los
mas comunes S0128, SW24, S0225, SW240, SW936 y SW911. A diferencia

de lo expresado en la literatura (Li et al., 2004; Martinez et al., 2005b;
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Revidatti, 2009; Montenegro, 2012) dentro las poblaciones de El Socorro,
Guayabal, Capanaparo, Cunaviche y Landrace, los marcadores con el mayor
namero de alelos no reflejan el mayor PIC, pudiendo ser causado por
diferencias en las frecuencias alélicas, por tanto el valor de este indice
depende no solo del numero de alelos, sino también del equilibrio de las
frecuencias de estos (Cuadro 16). A pesar de que el PIC refleja el
polimorfismo detectado, este no es suficiente para elegir un marcador y su
utilidad, puesto que depende del numero de alelos y sus frecuencias,
pudiendo combinaciones no adecuadas de numero y frecuencia de alelos
reflejar valores bajos de PIC (Moazami — Goudarzi et al., 1994; Aranguren —
Méndez, 2002; Revidatti, 2009). Al visualizar los valores de PIC por
poblacién resalta que, de las poblaciones de cerdos Criollos, solo en
Capanaparo el valor medio es medianamente informativo, lo mismo ocurre en
las poblaciones referenciales Alentejano, Ibérico, Landrace y Large White; en
el resto de las poblaciones el valor medio es superior a 0,5. Estas diferencias
entre poblaciones ha sido resefiada en la literatura (Delgado et al., 2009;
Revidatti, 2009; Landi et al., 2011). En el cerdo Criollo venezolano los valores
altamente informativos del PIC (promedio 0,52) pueden ser indicativos de la
ausencia de programas de mejora genética y, por tanto, de baja o ausente
presién de seleccion, teoria establecida por Li et al. (2004) y Fang et al.
(2009) para explicar los valores altos de PIC en cerdos Criollos chinos y
taiwaneses; inclusive el valor alto de PIC observado en Masaguaral pudiese
estar relacionado con la inclusion de machos de razas mejoradas, version
manifestada por habitantes de la zona; en este sentido, el postulado seria
acorde al reporte de Fang et al. (2009). Basandose en la teoria propuesta por
Li et al. (2004) y Fang et al. (2009), la reduccién del PIC en las razas
comerciales Landrace y Large White, puede ser consecuencia de que estan
sometidas a una alta presion de seleccion. Para los cerdos ibéricos y
alentejanos la explicacion puede basarse en el aislamiento geogréfico y, en

algunos casos, el bajo numero de individuos; lo que no necesariamente
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indiqgue una reduccion de la variabilidad genética (Landi et al. 2011). El
contenido de informacion polimorfica promedio de 0,585, con 11 de los 14
loci con valores superiores a 0,5 indica altos niveles de variabilidad genética
en la poblacion cuando es considerada como un todo. El valor medio
calculado en este estudio es superior al sefialamiento de Fang et al. (2009)
en cerdos Criollos taiwaneses y similar al reporte de Landi et al. (2011) para

cerdos salvajes europeos.

2.6. Equilibrio Hardy — Weinberg.

Cuando se probo el equilibrio para todos los marcadores utilizados
considerando todas las poblaciones, el analisis arroj6 que de 14
microsatélites probados, uno (01) mostré solo un alelo (SW122), uno (01)
esta en equilibrio (SW24) y el resto en desequilibrio (P<0,05), lo que
representa el 85,7% de los marcadores utilizados (Cuadro 20).

Tal valor ha sido observado en la literatura evidenciando varios
autores que cuando prueban los marcadores en el total de la poblacion,
estos en su mayoria se muestran en desequilibrio (Calvo et al., 2000;
Aranguren — Méndez, 2002; Li et al., 2004; Martinez et al., 2004; 2007;
Chang et al., 2009; Revidatti, 2009; Landi et al, 2011). Sin embargo, cuando
se analizan los marcadores por raza o poblacién el desequilibrio mayoritario
desaparece, dando paso a un mayor porcentaje de loci en equilibrio,
comportamiento que es similar a las resefias de Calvo et al. (2000), Lemus et
al. (2001), Martinez et al. (2004), Landi et al. (2011) y Montenegro (2012).

El aumento de los loci que estan en equilibrio Hardy - Weinberg entre
la poblacion total y el analisis dentro de cada poblacion refleja una
subestructura de la poblacion (diferencias de las frecuencias alélicas entre
poblaciones), lo que ha sido llamado efecto Wahlund y es citado como
explicacion en la literatura consultada (Lemus et al., 2001; Martinez et al.,
2004; Revidatti, 2009; Landi et al., 2011).
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Cuadro 20. Equilibrio Hardy — Weinberg para 14 microsatélites en cinco

poblaciones de cerdos Criollos venezolanos y referenciales.

Poblacién
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S0005 | 0,000 | 0,423 | 0,000 | 0,834 | 0,234 | 0,052 | 0,609 | 0,203 | 0,557 | 0,275 | 0,004
S0155 | 0,037 | 0,159 | 0,057 | 0,200 | 0,646 | 0,402 | 0,511 | 0,691 | 0,071 | 0,179 | 0,039
S0215 | 0,000 | 0,001 | 0,105 | 0,710 | 0,122 | 0,007 | 0,08 | 0,016 | 0,065 | 0,073 | 0,004
S0218 | 0,000 | 0,283 | 0,073 | 0,000 | 0,692 | 0,120 | 0,000 | Fijo® | 0,615 | 0,075 | 1,000
S0225 | 0,000 | 0,146 | 0,072 | 0,139 | 0,326 | 0,702 | 0,039 | 0,013 | 0,065 | 0,000 | 0,000
S0227 | 0,001 | 1,000 | 0,002 | 0,007 | 0,094 | 0,199 | 0,023 | 1,000 | 1,000 | 0,137 | 0,000
SW122 | Fijo® | Fijo® | Fijo® | Fijo® | Fijo® | Fijo® | Fijo® | Fijo® | Fijo® | Fijo® | Fijo?
SW24 | 0,148 | 0,442 | 0,186 | 0,384 | 0,714 | 0,733 | 0,285 | 0,959 | 0,098 | 0,126 | 0,030
SW240 | 0,000 | 0,717 | 0,006 | 0,594 | 0,811 | 0,541 | 0,604 | 0,446 | 0,000 | 0,025 | 0,093
SW632 | 0,000 | 0,003 | 0,005 | 0,685 | 0,228 | 0,443 | 0,000 | 0,020 | 0,190 | 0,199 | 0,621
SW857 | 0,000 | 0,307 | 0,009 | 0,000 | 0,559 | 0,214 | 0,312 | 0,000 | 0,080 | 0,688 | 1,000
SW911 | 0,000 | 0,168 | 0,166 | 0,077 | 0,000 | 0,000 | 0,347 | 0,073 | 0,000 | 0,046 | 0,000
SW936 | 0,000 | 0,473 | 0,505 | 0,000 | 0,032 | 0,047 | 0,818 | 0,002 | 0,000 | 1,000 | 0,325

SwW951 | 0,000 | 0,210 | 0,100 | 0,392 | 0,184 | 0,002 | 0,754 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,003
1: Se consideran las poblaciones en conjunto; 2: Monomarfico.

Este efecto refiere que cuando dos o mas subpoblaciones tienen
diferencias en las frecuencias alélicas, la heterocigosidad total o de la
poblaciéon en su conjunto se reduce dando paso al desequilibrio Hardy —
Weinberg, aun cuando las subpoblaciones separadas estén en equilibrio. En
el presente estudio se corrobora la teoria, puesto que existen diferencias en
las frecuencias alélicas entre poblaciones, llegando al extremo de
presentarse alelos privados (Cuadro 16). Sefialan Li et al. (2004) que entre
las causas, las barreras geogréaficas impiden el flujo de genes entre las
subpoblaciones, teoria que pudiera aplicarse al separar los cerdos Criollos
venezolanos de los cerdos ibéricos y alentejano, puesto que el océano
Atlantico se interpone al flujo natural de genes. Asimismo, Galindez et al.

(2011) seinalaban que los rios se interponian en la migracion efectiva de los
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cerdos del estado Guéarico (Masaguaral, EI Socorro, Guayabal) y Apure
(Apure, Arauca y Capanaparo), respectivamente. Sin embargo, no debe
olvidarse que la deriva genética puede intervenir para crear diferencias claras
en las frecuencias alélicas, tal parece ser el caso de Guayabal (Cuadro 16).
Dentro de cada poblacion el numero de loci que estuvieron en
equilibrio variaron entre dos (14%) para Masaguaral y Guayabal y siete
(57%) para Large White. Si se consideran solo los Criollos venezolanos el
rango se ubica entre dos (14%) y cinco (36%), variando los marcadores
desequilibrados para cada poblacion. EI marcador que presenta menos
desequilibrio dentro de las poblaciones es SW24 y los que presentan
mayores valores de desequilibrio SW911 y SW936 (Cuadro 20). En Chato
murciano se han reportado dos marcadores en desequilibrio atribuyéndose el
efecto a una mayor heterocigosis observada respecto a la esperada (Calvo et
al., 2000); mientras que en el cerdo Criollo argentino se atribuye a inferior
heterocigosidad observada en relacién a la esperada (Revidatti, 2009). En el
presente trabajo se evidencia que no existe una relacion directa entre el
exceso de heterocigosis observada y el desequilibrio, puesto que en algunos
casos donde hay desequilibrio se debe a exceso de heterocigosis observada
y en otros a déficit (Cuadros 17, 18 y 20). Vale la pena resaltar que el déficit
de heterocigosis es mayor en el conjunto de marcadores desequilibrados, por
tanto es probable que algunos pocos apareamientos no aleatorios pudiesen
estar ocurriendo (Revidatti, 2009). La aseveracion es marcada en la raza
Large White, donde la mayoria de los microsatélites estan desequilibrados;
dentro de los Criollos venezolanos es probable que en El Socorro, Arismendi
y Cunaviche estén ocurriendo, de igual forma, apareamientos
consanguineos. Para los cerdos Criollos venezolanos se encontraron menos
marcadores en desequilibrio que en el cerdo Negro canario (con 7 de 13)
(Martinez et al., 2007); por su parte Yang et al. (2003) reportan un rango de 1
a 6 loci en desequilibrio de cada poblacion de 18 estudiadas, mientras que Li

et al. (2004) informan un rango entre 8 y 18, asi como en la poblacién total
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analizada por Kim et al. (2005) 36 de 144 loci se mostraron desviados
significativamente hacia un déficit de heterocigotos, en la mayoria de las
razas. Por otro lado, Thuy et al. (2006) resefian entre 2 y 4 loci en

desequilibrio para grupos de cerdos vietnamitas.

3. Verificaciéon de la probabilidad de exclusién como herramienta
de control genealdgico en poblaciones de cerdos Criollos

venezolanos y poblaciones referenciales.

La probabilidad de exclusién por marcador se ubicdé entre 0,086
(S0215) y 0,383 (S0225) para el andlisis que supone la ausencia de la
informacion de los dos progenitores, y en el rango 0,164 — 0,563 en los
mismos marcadores para el analisis que supone la ausencia de informacion
de uno de los progenitores (Cuadro 21). De manera general los resultados se
asemejan al reporte de Delgado et al. (2009), investigadores que estudiaron
los microsatélites considerados en el presente trabajo y otros no incluidos.
Vale la pena mencionar que para los marcadores S0155, S0227, SW911,
SW936 y SW951, en el presente estudio los valores de probabilidad de
exclusiébn son superiores a los reportados por los autores anteriormente
citados, diferencia que puede ocurrir debido a que se estudiaron poblaciones
diferentes y, por tanto, la constitucibn genética de estas puede diferir.
Asimismo, los valores encontrados son ligeramente inferiores a los
reportados por Fang et al. (2005) y Vicente et al. (2008), pudiendo ademas
de la explicacion ofrecida con anterioridad, agregar el hecho de que los
valores de probabilidad de exclusion por cada marcador aumentan con el
incremento del nimero de alelos de estos, lo que pudiese llevar a pensar que

en los trabajos citados probablemente exista una mayor riqueza alélica.
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Cuadro 21. Probabilidad de exclusion para cada locus*, con ausencia
de informacion de los dos progenitores (PE2), con
ausencia de informacion de uno de los progenitores (PE1)
para la combinacion de poblaciones de cerdos Criollos

venezolanos y referenciales.

Locus PE2 PE1
S0005 0,284 0,455
S0155 0,332 0,508
S0215 0,085 0,164
S0218 0,324 0,507
S0225 0,383 0,563
S0227 0,129 0,261
SW24 0,353 0,531
SW240 0,341 0,517
SW632 0,243 0,402
SW857 0,314 0,490
SWo11 0,364 0,543
SW936 0,301 0,476
SW951 0,194 0,332
PEC! 0,9874 0,9996
PEC? 0,9804 0,9990

1: Probabilidad de exclusién combinada, considerando todos los loci en
conjunto; 2: probabilidad de exclusion combinada descartando los loci
S0215, S0227 y SW951. *: No se considera el marcador SW122 por resultar
monomorfico.

Se detectaron tres marcadores poco informativos expresado en baja
probabilidad de exclusion (<0,4) de acuerdo al criterio establecido por
Delgado et al. (2009), estos fueron S0215, S0227 y SW951. Concordando
con los autores citados, estos microsatélites se corresponden con los de
menor namero de alelos, menores heterocigosidades e inferiores indices de
contenido de informacion polimorfica (Cuadros 15, 17, 18 y 19), confirmando
los hallazgos y teorias expresadas con anterioridad sobre la poca
informacion que expresan los marcadores mencionados en estas

poblaciones para el estudio de la diversidad genética. La probabilidad de
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exclusiébn combinada incluyendo todos los loci para ambos casos resulté en
valores superiores a 0,98 (Cuadro 21), resaltando el hecho de que el poder
de discriminacion de un individuo con respecto a la poblacion mediante la
probabilidad de exclusion total es cercana al 100% (99,9%) en ausencia de
informacion de uno de los progenitores. Los resultados concuerdan con los
reportes de Vicente et al. (2008) y Delgado et al. (2009) quienes informan
valores de probabilidad de exclusion similares al presente estudio. Vale la
pena mencionar que si se descartan los tres microsatélites mencionados con
anterioridad, la probabilidad de exclusion combinada se mantienen en 99,9%
para un panel de 10 microsatélites (Cuadro 22), por lo tanto el no considerar
estos marcadores implica ahorro en tiempo y dinero sin afectar la precision
del analisis. Estos altos valores de probabilidad de exclusién, tal y como
refiere Aranguren — Méndez (2002), implica que es practicamente
improbable que no se detecte una falsa paternidad con el panel de
marcadores propuesto. Asimismo, es valido aseverar que la prueba
propuesta constituye una herramienta poderosa y su uso para controlar la
genealogia en cerdos Criollos venezolanos es imprescindible, sobre todo
porque es conocido que en los sistemas de explotacion de estos cerdos los
apareamientos no son controlados y menos aun las relaciones de parentesco
gue puedan ocurrir entre los individuos de las poblaciones consideradas.

Por tanto, su uso para minimizar o eliminar la consanguinidad
representa un paso fundamental a ser considerado en los planes de
conservacion y recuperacion de las poblaciones de cerdos Criollos
venezolanos. Asimismo, la premisa de poder controlar la genealogia, usando
esta técnica, en futuros planes de mejora genética luce como un objetivo
fundamental a mediano plazo (Aranguren — Méndez, 2002; Martinez et al.,
2005a).

Al analizar la probabilidad de exclusion combinada dentro de las
poblaciones de cerdos Criollos venezolanos y las razas comerciales, se

evidencia una situacion similar (Cuadro 22).
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Cuadro 22. Probabilidad de exclusién para cada locus*, con
ausencia de informacién de uno de los progenitores
(PE1) para cada poblacion de cerdos Criollos

venezolanos y razas comerciales.

Marcador
Masaguaral
El Socorro
Arismendi

Guayabal
Capanaparo
Cunaviche

Landrace
Large White

S0005 | 0,321 | 0,292 | 0,292 | 0,476 | 0,367 | 0,323 | 0,345 | 0,393
S0155 | 0,398 | 0,439 | 0,471 | 0,370 | 0,295 | 0,478 | 0,453 | 0,379
S0218 | 0,612 | 0,471 | 0,409 | 0,311 | 0,552 | 0,338 | 0,331 | 0,106
S0225 | 0,602 | 0,476 | 0,479 | 0,343 | 0,533 | 0,458 | 0,618 | 0,498
Sw24 | 0,449 | 0,478 | 0,563 | 0,342 | 0,269 | 0,338 | 0,424 | 0,517
SW240 | 0,362 | 0,342 | 0,414 | 0,541 | 0,454 | 0,245 | 0,412 | 0,410
SW632 | 0,481 | 0,338 | 0,433 | 0,394 | 0,471 | 0,399 | 0,403 | 0,266
Sw857 | 0,334 | 0,424 | 0,409 | 0,132 | 0,444 | 0,393 | 0,338 | 0,157
SWo911 | 0,532 | 0,459 | 0,515 | 0,459 | 0,367 | 0,479 | 0,466 | 0,466
SW936 | 0,496 | 0,365 | 0,326 | 0,326 | 0,295 | 0,492 | 0,185 | 0,348

PEC' | 0,999 | 0,999 | 0,998 | 0,995 | 0,995 | 0,997 | 0,997 | 0,993
1: Probabilidad de exclusién combinada, descartando los loci S0215, S0227
y SW951. *: No se considera el marcador SW122 por resultar monomérfico.

Tomando en cuanto la recomendacion plasmada anteriormente,
cuando se calculan los valores sin considerar los marcadores S0215, S0227
y SW951, el microsatélite que presenta el menor valor es variable entre
poblaciones. Es asi como en Masaguaral, EI Socorro y Arismendi es el
marcador S0005, en Guayabal SW857, en Capanaparo SW24, en
Cunaviche SW240, en Landrace SW936 y en Large White S0218.

Vale la pena resaltar que la mayoria de estos marcadores
mencionados en sus poblaciones respectivas presentan valores poco
informativos, por lo tanto, la discusion sobre su poca o ninguna utilidad es
valida, puesto que es muy probable que el hecho de descartarlos en el
analisis de cada poblacion particular no ocasione variaciones significativas

en el valor de la probabilidad de exclusibn combinada. Una distribucion
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similar se observa con los marcadores que presentan los valores mas
elevados de probabilidad de exclusion dentro de cada poblacién, ya que
estos no son los mismos entre una poblacion y otra (Cuadro 22). Finalmente,
resalta el hecho de que la probabilidad de exclusion supera el 99% (entre
99,3% y 99,9%) para todas las poblaciones, por tanto una alta precision, o tal
y como expresa Aranguren — Méndez (2002), es improbable que no se
detecte una paternidad errénea con este tipo de analisis en las poblaciones y
condiciones consideradas. Tales precisiones han sido reportadas en asnos,
cerdos, vacunos y camélidos usando distintos paneles de microsatélites
(Aranguren — Méndez, 2002; Rodriguez et al., 2004; Fang et al., 2005;
Martinez et al., 2005a; Delgado et al., 2006; Arellano et al., 2007; Arellano,
2008; Vicente et al., 2008; Calvo et al., 2009; Delgado et al., 2009)

4. Diferenciacion genética.

4.1. Estadisticos “F” y coeficiente de diferenciacion genética
“Ggsrn.

4.1.1. indice “Fi1”.

Este indice refleja la correlacion que existe entre dos unidades
gaméticas tomadas al azar de la poblacion considerada como un todo,
asimismo es un reflejo del exceso o déficit de heterocigotos en la poblacién
(Vicente de et al., 2004). El Cuadro 23 refleja los valores de este indice por
cada marcador consideradas como un promedio de toda la poblacion. Es
evidente que la poblacion considerada en un solo grupo presenta en
promedio 0,215 de déficit de heterocigotos o lo que es lo mismo, esa misma
proporcion de exceso de homocigotos.

El exceso detectado parece ldgico, puesto que es un indicio de

subdivision de la poblacion.

90



Cuadro 23. Estadisticos “F” y “Gst” por marcador
para el promedio de todas las
poblaciones de cerdos Criollos

venezolanos y referenciales.

Marcador F|T1 |:|52 FST3 GST4
S0005 0,029 -0,079 0,101 0,103
S0155 0,240 0,152 0,103 0,121
S0215 0,493 0,414 0,134 0,153
S0218 0,222 0,046 0,185 0,195
S0225 0,261 0,211 0,063 0,081
S0227 0,414 0,228 0,241 0,293
SW122 | - | === ——— | e
SwW24 0,110 0,024 0,088 0,096
SW240 0,122 -0,029 0,148 0,146
SW632 0,140 0,088 0,057 0,069
SwWa857 0,198 -0,019 0,213 0,210
SW911 0,281 0,262 0,026 0,043
SW936 0,308 0,247 0,080 0,096
SW951 0,142 -0,126 0,238 0,229

Multilocus 0,215 0,103 0,125 0,136

1: indice de fijacion en la poblacion total; 2: deficiencia o
exceso de heterocigotos dentro de cada poblacion; 3:
diferenciacion genética entre poblaciones; 4: coeficiente de
diferenciacion genética (Nei, 1973).

Esta hipdtesis es denominada en la literatura efecto Wahlund (Maudet
et al., 2002; Vicente et al., 2008; Landi et al., 2012) y se identifica por un
desequilibrio de las frecuencias génicas, que en el particular de este estudio
se verifica en la diferencia entre las heterocigosidades observada y esperada
(Cuadros 17 y 18), afirmacion que coincide con los postulados emitidos por
Vicente et al. (2008) y Revidatti (2009) en analisis de cerdos portugueses y
uruguayos, respectivamente. Asimismo se evidencia que existen diferencias
entre marcadores, siendo S0215 el que presenta mayor exceso de
homocigotos y S0005 el que presenta menor desequilibrio. De manera

general los valores de “F1” coinciden con la literatura consultada (Martinez et
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al., 2000a; Yang et al., 2003; Vicente et al., 2008; Revidatti, 2009) empero su
importancia se fundamenta sobre la base de los indicios de que existe una
subdivision en las muestras analizadas y, por tanto, los individuos no

pertenecen a una misma poblacion.

4.1.2. indice “Fis”.

De manera general, se puede indicar que dentro de las poblaciones en
promedio se presenta una proporcion de 0,103 (Cuadro 23) de déficit de
heterocigotos (Aranguren — Méndez, 2000; SanCristobal et al., 2003),
resultados que no son alarmantes y representan el 50% del déficit de
heterocigotos reportado por Lemus et al. (2001). El “F\s” por marcador se
ubicoé entre -0,079 y 0,414; expresando los valores negativos exceso de
heterocigotos, mientras que los valores positivos reflejan déficit de
heterocigotos (SanCristobal et al., 2003; Kim et al., 2005). El limite superior
encontrado se corresponde con el marcador S0215, el cual present6 solo dos
alelos (Cuadros 15 y 16); por tanto la teoria de la ocurrencia de alelos nulos
pudiese ser aplicada para explicar el déficit de heterocigotos en este caso
(Aranguren — Méndez, 2000; SanCristobal et al., 2003). Sin embargo, puede
observarse en los marcadores S0005, SW240 y SW857 un exceso de
heterocigotos expresado por un valor negativo, lo cual se corresponde con
valores de heterocigosidad observada superiores a la esperada (Cuadros 17
y 18), coincidiendo con los reportes de Fabuel et al. (2004) y Revidatti
(2009).

Dentro de cada poblacion el menor valor de “Fis” se observd en
Cunaviche (0,034), mientras el mayor valor resulté en Large White (0,164);
correspondiendo con la discusion precedente al menor y mayor déficit de
heterocigotos, respectivamente (Cuadro 24).
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Cuadro 24. Estadistico “Fis” para cada
poblacion de cerdos Criollos

venezolanos y referenciales.

Intervalo de
Poblacién Fis'
confianza
Masaguaral 0,114 -0,016 — 0,188
El Socorro 0,113 0,014 - 0,168
Arismendi 0,083 -0,007 - 0,134
Guayabal 0,095 -0,002 - 0,154
Capanaparo 0,137 0,046 — 0,183
Cunaviche 0,034 -0,052 - 0,078
Alentejano 0,133 0,020 - 0,201
Ibérico 0,097 0,008 — 0,145
Landrace 0,125 0,002 -0,185
Large White 0,167 0,003 — 0,222

1: deficiencia o el exceso de heterocigotos dentro de
cada poblacion.

La principal teoria aplicable al déficit de heterocigotos (aumento de
homocigotos) en los individuos Large White, pueden ser en primera instancia
el pequefio tamafio de la poblacién (se tomaron muestras de una sola
granja), por tanto los individuos muestreados pueden ser producto de
apareamientos consanguineos (Lemus et al., 2001; SanCristobal et al.,
2003). Este ultimo postulado pudiese aplicarse también a las poblaciones de
Masaguaral y El Socorro donde las poblaciones son pequefias y pueden
ocurrir apareamientos entre parientes, ademas que el muestreo se realizo en
una pequefa area de estas localidades. La hipétesis coincide con un reporte
previo realizado por Galindez et al. (2011) al estudiar los cerdos Criollos
venezolanos considerando los marcadores moleculares del tipo RAPD.
Asimismo, para el caso de Capanaparo, a diferencia de las dos poblaciones
anteriores el muestreo se realiz6 en un area extensa, por tanto el efecto

Wahlund, pudiese explicar alguna subdivision reproductiva que pudiese estar
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ocurriendo, coincidiendo con la explicacion esgrimida en la literatura
(Martinez et al., 2000; Li et al., 2004; Revidatti, 2009; Landi, et al., 2011).
Debe afiadirse que los cerdos en estado silvestre tienen habitos gregarios;
es decir, tienden a formar grupos conformados por 20 hembras en promedio,
dentro de los cuales resaltan 1 a 3 machos dominantes que logran aparearse
con las hembras presentes en la manada (Alvarez — Romero y Medellin,
2005). Los valores encontrados son inferiores al reporte de Lemus et al.
(2001) y Li et al. (2004) que manifiestan indices de fijacién de hasta 0,56
para cerdos Duroc puros; ademas son similares al reporte de Thuy et al.
(2006) en cerdos vietnamitas. Finalmente, el ligero aumento de homocigosis
(méximo 0,137) parece no alarmar, puesto que es inferior a muchos de los
reportes de la literatura, asimismo es inferior a la proporcion tedrica maxima
de consanguinidad que puede ocurrir en animales de reproduccion sexual
(0,25) (Campos, 1999). Por ello y a pesar de que en las poblaciones de
cerdos Criollos venezolanos no se aplican programas de apareamiento
dirigido, ni de mejora genética; se observa conservacion de la diversidad
genética dentro de cada poblacion (ligera reduccién en Masaguaral, El

Socorro y Capanaparo).

4.1.3. indices “Fst” y “Gst”.

Los estadisticos “Fst” y “Gst’

expresan la diferenciacion genética
media entre poblaciones. Al observar los valores multilocus (Cuadro 23) se
nota que ambos son similares, superando el limite inferior de 0,1 establecido
en la literatura como indicativo de diferenciacion genética significativa
(Martinez et al., 2004); ubicandose ademas dentro del rango reportado por
Vicente de et al. (2004) que define la diferenciacion genética es una escala
moderada.

Si se observan los resultados por marcador se nota que los
microsatélites S0225, SW24, SW632, SW911 y SW936 son moderadamente

sensibles para detectar la diferenciacion en las poblaciones analizadas con la
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metodologia utilizada, debido a que su valor es inferior al 0,1 mencionado en
la literatura, resultado que converge con el reporte de Martinez et al. (2004).
El Valor de “Fst” multilocus refleja la proporcion de variacién genética debida
a la diferenciacion entre razas o variedades dentro de la poblacion (Martinez
et al., 2000; Yang et al., 2003), el cual para el presente estudio se ubicé en
0,125, siendo su equivalente (Nei, 1973) el “Gst” que resulté en 0,136
(Cuadro 23).

Los valores obtenidos son similares a los reportados por Martinez et
al. (2000a), Lemus et al. (2001), Fabuel et al. (2004), Martinez et al. (2004) y
Fang et al. (2009) en los cerdos Pelén mexicano, ibérico y chinos,
respectivamente; e inferiores a los sefialamientos de Laval et al. (2000), Li et
al. (2004) y Kim et al. (2005) en razas porcinas europeas, chinas y coreanas,
respectivamente. Estos datos son muy importantes puesto que indican que
existe subdivision en la poblacion del cerdo Criollo venezolano, efecto que
puede atribuirse a la deriva genética y al efecto cuello de botella producto de
la combinacién reduccion — aislamiento reproductivo de las poblaciones o
efecto Wahlund (Takezaki y Nei, 1996); efectivamente, la subdivision a priori
establecida por separacién geogréfica se evidencia claramente en los
resultados, al haber diferencias entre los grupos de cerdos Criollos
venezolanos, teoria esgrimida con anterioridad por algunos autores para
definir y explicar las diferencias entre variedades de cerdos (Martinez et al.,
2000; Li et al., 2004; Martinez et al., 2004; Yang et al., 2003) o similitudes
entre estos, tal es el caso de las dos variedades de cerdos Criollos cubanos,
los cuales son similares desde el punto de vista genético al encontrar los
autores, valores de “Fst” cercanos a cero (Pérez et al.,, 2004). La
diferenciacion encontrada debe resaltarse puesto que pone de manifiesto la
variabilidad conservada en los cerdos Criollos venezolanos, como
consecuencia, salvo algunos casos, del aislamiento geografico de los grupos.
La variabilidad y diferenciacion encontrada representan los insumos

principales para tomar las decisiones sobre los programas de conservacion y
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mejora a aplicar. Los indices “Fst” y “Gst” expresan ademas que el 0,125y
0,136 de la variacion genética observada en la poblacion total se debe a
diferencias entre razas o grupos, mientras el resto de la variacion genética
ocurre entre individuos (Aranguren — Méndez, 2002; Yang et al., 2003; Li et
al., 2004).

4.2. Distancias genéticas.

Los Cuadros 25 y 26 muestran las matrices de distancia “Dc” y “Da’,
respectivamente. Las mismas han sido sefaladas en la literatura como las
distancias que minimizan el coeficiente de variacion y se obtienen las
topologias mas exactas en los arboles filogenéticos usados en el analisis de
agrupamiento (Takezaki y Nei, 1996; Aranguren — Méndez, 2002; Yang et al.,
2003; Chang et al., 2009); por tanto se usaron las dos metodologias para

validar los resultados.

Cuadro 25. Distancia genética Cavalli - Sforza (Dc) para varias
poblaciones de cerdos Criollos venezolanos y

referenciales.

Pob’ | ES | AR | GU [ CA | cuU AL B LN LW
MA [0,279 0269 0,352 0,307 0,256 0,353 0,322 0,283 0,334
ES 0,212 0,312 0,250 0,227 0,253 0,328 0,307 0,291

" AR | 0,294 0216 0,246 0,313 0,276 0,229 0,269
- GU | 0,267 0,306 0,315 0,330 0,315 0,334
CA 0,268 0,337 0,309 0,294 0,288
Ccu 0,277 0,277 0,261 0,336
AL | 0,268 0,325 0,329
B 0,338 0,372
LN 2,000

1: Poblacién, MA: Masaguaral, ES: El Socorro, AR: Arismendi, GU: Guayabal, CA:
Capanaparo, CU: Cunaviche, AL: Alentejano, IB: Ibérico, LN: Landrace, LW: Large White.
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Aun cuando las magnitudes de las distancias son diferentes, existe
coincidencia en las tendencias sobre las mayores y menores distancias entre
grupos. Debe considerarse que las distancias son adimensionales y su
analisis se debe centrar en la comparacion de los grupos dentro de los
extremos. Los Cuadros 25 y 26 reflejan a grandes rasgos que las menores
distancias promedios se obtuvieron entre los cerdos Criollos venezolanos
cuando estos son comparados con otros grupos (Peninsula Ibérica:
alentejano e ibérico; comerciales: Landrace y Large White), lo que coincide

con las evidencias de la literatura (Chang et al., 2009).

Cuadro 26. Distancia genética (Da) de Nei (1983) para varias
poblaciones de cerdos Criollos venezolanos y

referenciales.

Pob* [ ES | AR | GU | CcA | cu AL B LN LW
MA [0,114 0,112 0,193 0,149 0,108 0,209 0,152 0,132 0,174
" ES | 0,082 0,149 0,102 0,088 0,169 0,139 0,101 0,137
" AR | 0,145 0,074 0,100 0,149 0,110 0,076 0,116
GU 0,123 0,154 0,178 0,175 0,161 0,187
CA 0,124 0,182 0,136 0,143 0,161
- CuU | 0,123 0,112 0,110 0,166
AL 0,126 0,161 0,174
B 0,172 0,218
LN 0,060

1: Poblacién, MA: Masaguaral, ES: El Socorro, AR: Arismendi, GU: Guayabal, CA:
Capanaparo, CU: Cunaviche, AL: Alentejano, IB: Ibérico, LN: Landrace, LW: Large White.

Dentro de los cerdos Criollos venezolanos los grupos mas cercanos
son El Socorro (edo. Guarico) y Arismendi (edo. Barinas), lo que parece
l6gico puesto que entre ambas zonas la separacion es el rio Portuguesa, por
lo tanto puede haber migracion principalmente por la intervencion del hombre
que trasladan cerdos entre ambas zonas, ocurriendo un flujo de genes

importante entre los cerdos de ambas localidades, lo que fue sefialado con
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anterioridad en un estudio de cerdos Criollos venezolanos con marcadores
moleculares del tipo RAPD’S (Galindez et al., 2011). Al revisar la similitud
entre las razas Landrace y Large White se evidencia que ésta es parecida a
la de los cerdos Criollos antes mencionados, el parecido genético entre las
razas comerciales fue reportado con anterioridad por Chang et al. (2009).
Extensa literatura sefiala a los cerdos provenientes de la Peninsula Ibérica
como ancestros de los cerdos Criollos venezolanos y latinoamericanos en
general (Lemus et al., 2001; Hurtado, 2004; Hurtado et al., 2005; 2006;
Revidatti, 2009; Montenegro, 2012), lo que a la vista de los resultados parece
ser cierto, sin embargo, se nota que las razas comerciales han influenciado
de manera notoria las poblaciones de cerdos Criollos venezolanos, llegando
a ser en algunos casos mas importante que el aporte de los cerdos de la
Peninsula Ibérica (Cuadros 25 y 26). Es menester subrayar que los cerdos
ibéricos fueron traidos hace poco mas de 500 afios, luego de lo cual no ha
habido importacion de tales razas. Caso contrario ocurre con los cerdos
comerciales, de los cuales existe en la actualidad una continua importacién
de material genético proveniente de Europa y Estados Unidos de América,
por tanto la introduccion de estas, probablemente este reduciendo el aporte
genético de los ibéricos fundadores, proceso que fue descrito en el cerdo
Criollo cubano (Martinez et al., 2005b). Cabe mencionar que a pesar de que
los cerdos tienen un origen comun, durante la evoluciéon de los mismos
ocurrieron dos grandes vertientes en Europa, los cerdos celtas al norte del
continente, donde las razas Landrace y Large White son representantes y los
mediterraneos que incluyen los cerdos de la Peninsula Ibérica (Montenegro,
2012). Los Cuadros 25 y 26 presentan evidencia del parecido genético sobre
todo entre los cerdos de Cunaviche y Capanaparo y los cerdos ibéricos;
mientras que los otros grupos de cerdos Criollos venezolanos presentan
mayor influencia de las razas comerciales, siendo este ultimo hallazgo similar
al reporte de Chang et al. (2009), los cuales observaron la influencia de las

razas mejoradas sobre la raza taiwanesa Lanyu. Asimismo, es necesario
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recalcar que la raza Large White ha sido introducida en magnitudes
apreciables (en unas zonas mas que en otras, sobre todo en los sitios donde
existe mejor acceso vehicular) en las poblaciones de cerdos Criollos
venezolanos en el pasado reciente, a través de la estrategia de cruzamiento
con el objetivo de incremento del rendimiento, usando principalmente
machos seleccionados que fueron adquiridos en la region centro — norte de
nuestro pais, de tal afirmacion existen evidencia graficas (Anexo 9) y
testimonios de habitantes de las zonas consideradas, resultado que
converge con las investigaciones de Lemus et al. (2001) y Revidatti (2009),
los cuales observaron influencia de la raza Landrace que Large White en el
cerdo Peldn mexicano y argentino, respectivamente. Analizando los Cuadros
25 y 26 puede concluirse que el mayor flujo de genes en tiempos recientes
entre las razas comerciales y los cerdos Criollos venezolanos ocurrié en
Arismendi, mientras que la menor influencia de estas razas se presenta en
Guayabal, teoria soportada por las conclusiones de Chang et al. (2009) en
estudios de cerdos taiwaneses; siendo este ultimo grupo de cerdos Criollos
venezolanos el que posee las mayores distancias con los otros grupos de
cerdos.

4.3. Analisis de agrupamiento.

Basados en las distancias genéticas de Cavalli — Sforza (D¢) y de Nei
(Da) se construyeron los arboles de agrupamiento basados en la metodologia
del vecino mas cercano (Graficos 5 y 6). Los cerdos Alentejano, ibérico,
Landrace y Large White se usaron como grupos referenciales. Los valores de
bootstraps variaron entre 4% y 94%, lo que refleja baja precisién cuando se
forman los grandes grupos y alta precision cuando se forman grupos
pequefios, tal es el caso de Landrace y Large White; Alentejano e Ibérico,
grupos en los cuales el valor de bootstraps supera el 70% (Yang et al.,
2003). Los resultados convergen con el reporte de Revidatti (2009) y

Montenegro (2012). Vale la pena mencionar que con ambas metodologias
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las razas comerciales son ubicadas en un cluster y los provenientes de la
Peninsula Ibérica en otro cluster. En el caso de los cerdos Ciriollos
venezolanos las separaciones no son tan claras puesto que los valores de
bootstraps reflejan cifras bajas, lo que pudiera indicar que existe un parecido
genético de mediano a estrecho entre ellos. Sin embargo, no quedan dudas
de que los cerdos Criollos venezolanos representan grupos separados de los
Ibéricos e inclusive de las razas comerciales, las cuales han intercambiado

genes en el pasado reciente.

El Socorro

30
Arismendi
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Large White
Masaguaral
e & ——— Cunaviche
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Iberico
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Suavakbal

Gréfico 5. Dendrograma basado en la distancia Genética Cavalli —
Sforza (Dc), construido con el método del vecino mas
cercano; entre 6 variedades de cerdo Criollo venezolano, 2

razas de origen ibérico y 2 razas comerciales.
En ambas tipologias de dendrograma se evidencia que a pesar de que

los valores de bootstraps son bajos, Cunaviche y Masaguaral son ubicados

muy cercanos y estos a su vez son los que estan mas cerca de los cerdos
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alentejanos e ibéricos, siguiendo el orden de mencién de los mismos, lo que
constituye un indicio de la posible influencia de los cerdos ibéricos en la
formacion de los cerdos Criollos venezolanos, tal y como ha ocurrido en otros
paises latinoamericanos (Pérez et al., 2005).

Dicha teoria fue expresada por Revidatti (2009) para explicar la
cercania genética evaluada con microsatélites entre los cerdos Criollos
argentinos y los cerdos ibéricos.

Probablemente el aislamiento geografico de los cerdos de Cunaviche
es lo que puede explicar lo observado, puesto que el muestreo de los
individuos de este grupo se realizo en un area, si bien muy amplia del estado
Apure, el intercambio con otros de grupos de cerdos Criollos venezolanos y
las razas comerciales se ve limitado sobre todo por la lejania en términos
geograficos de estos cerdos con los otros grupos. Por otra parte, existen
barreras geograficas naturales como los rios Arauca y Apure, los cuales
limitan la migracion natural de los cerdos hacia la zona mencionada.
Asimismo, en el caso de Masaguaral probablemente el control que se realiza
sobre la migracion de los individuos en esta reserva biolégica pueda que este
influenciando los resultados; sin embargo, tal y como se observé en las
matrices de distancias, esta poblacion probablemente mantenga un mayor
flujo de genes con las razas comerciales que la anteriormente mencionada,
sobre todo por la menor distancia geogréafica y el mayor acceso a recursos

genéticos de granjas comerciales.
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Gréfico 6. Dendrograma basado en la distancia Genética de Nei (D,),
construido con el método del vecino mas cercano; entre 6
variedades de cerdo Criollo venezolano, 2 razas de origen

ibérico y 2 razas comerciales.

Este flujo genético también puede ocurrir con los cerdos de

Cunaviche, pues es sabido que ha habido introduccion de machos con
ciertas caracteristicas morfologicas similares al ibérico en la reserva de
Masaguaral. En este orden de ideas, otro cluster es formado con las
variedades de cerdos Criollos venezolanos El Socorro y Arismendi y este
cluster a su vez esta muy cerca del grupo conformado por las razas
comerciales lo que constituye una corroboracion de la teoria emitida por

Galindez et al. (2011) y lo discutido con anterioridad en el presente
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documento, donde las distancias genéticas (Cuadros 25 y 26) y los arboles
filogenéticos (Gréficos 5 y 6) reflejan que ocurre un flujo de genes muy activo
entre los cerdos Criollos de los dos grupos y con las razas comerciales. La
cercania geografica entre las zonas puede favorecer el proceso, ademas de
la inclusion de machos de razas comerciales con el propésito de mejorar el
rendimiento productivo de estos cerdos. Finalmente se observa un cllster
compuesto por los grupos de Guayabal y Capanaparo, que si bien es cierto
estan cercanos a los grupos ibéricos, se diferencian de estos y de los cerdos
Criollos de Cunaviche y Masaguaral, por tanto en estos casos también es
probable que el aislamiento geografico en ambos casos, las grandes
distancias y lo limitado del acceso, restrinjan el flujo de genes de las razas
comerciales y de los otros grupos de cerdos Criollos venezolanos. La
separacion genética detectada entre los cerdos de Cunaviche, Capanaparo,
Masaguaral y El Socorro coincide con las diferencias en variables e indices
zoométricos reportadas por Hurtado (2004) en los cerdos de estas
localidades. Es menester subrayar que para los casos de los cerdos de
Guayabal y Capanaparo la deriva genética pudiese estar jugando un papel
preponderante que aunado al bajo flujo de genes entre estas y otras
poblaciones tienden a diferenciarlas de manera apreciable. En resumen se
evidencian los cluster extremos compuestos por los cerdos de la Peninsula
Ibérica por un lado y las razas comerciales por el otro, luego los cerdos de
Cunaviche muy cercanos a los Ibéricos, seguidos de Masaguaral, un cluster
compuesto por Guayabal y Capanaparo que tienden a formar un grupo
(aunque existe una ligera subdivisién entre estos) diferenciado de los
Ibéricos y comerciales y, finalmente, un clister compuesto por El Socorro y
Arismendi con la mas estrecha cercania, entre los grupos estudiados, con las
razas comerciales. La distribucién o agrupacion observada coincide con los
reportes de Revidatti (2009), Martinez et al. (2012) y Montenegro (2012),
autores que coinciden en apuntar a los Criollos latinoamericanos separados

de las razas ancestrales; distancia que aumenta cuando se comparan con
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razas comerciales. La subdivisiébn entre grupos de cerdos autoctonos fue
reportada con anterioridad por Lemus et al. (2001), Yang et al. (2003) y
Vicente et al. (2008) en los cerdos Criollos chinos coincidiendo en su
mayoria, al igual que en el presente trabajo, con los origenes geograficos de
los mismos. Asimismo, la separacién entre los ibéricos - alentejanos y razas
comerciales, al igual que en el presente trabajo ha sido reportada en la
literatura (Martinez et al., 2000a; Fabuel et al., 2004; Pérez et al., 2005;
Vicente et al., 2008).

En el andlisis factorial de correspondencia el primero, segundo y tercer
eje representan el 22,1%, 20,6% y 15,1% de la varianza total,
respectivamente (Grafico 7). Los resultados reflejan la separacion en varios
cluster o grupos; es asi como alentejano e ibérico son diferenciados del resto
de los grupos, pero con distancias muy cercanas entre si, lo mismo se
observa con las razas Landrace y Large White. Por otra parte, los cerdos
Criollos venezolanos son ubicados en posiciones intermedias, diferenciando
dentro de este gran grupo Guayabal y Capanaparo que se separan de los
otros grupos de cerdos Criollos venezolanos. Asimismo, los cerdos de
Cunaviche se ubican muy cercanos a los cerdos originarios de la Peninsula
ibérica, lo que confirma los hallazgos anteriores sobre la influencia de los
cerdos ibéricos en la formacion del cerdo Criollo venezolano, tal cual se ha
establecido y comprobado en otros cerdos latinoamericanos (Pérez et al.,
2004; Martinez et al., 2005b; Revidatti, 2009); empero debe aclararse que el
tiempo de separacion entre Ibéricos y Criollos venezolanos (un poco mas de
500 afos) es suficientemente grande como para acumular diferencias
genéticas causadas principalmente por los procesos de deriva lo que
ocasiona la separacion en cluster distintos de los cerdos ibéricos y los

Criollos venezolanos.
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Gréfico 7. Representacion grafica tridimensional del anadlisis factorial de
correspondencia, representando a los grupos de cerdos Criollos

venezolanos, 2 razas de origen ibérico y 2 razas comerciales.

Los cerdos de Arismendi, EI Socorro y Masaguaral son agrupados
muy cercanos, a su vez, se ubican muy préximos del grupo de las razas
comerciales. Cabe mencionar que este tipo de andlisis confirma el
agrupamiento realizado con los arboles filogenéticos anteriores, por tanto a
pesar de que los valores de bootstraps de esos arboles son bajos, pudiese
aceptarse que los grupos formados son los siguientes: 1) ibérico; 2)
alentejano; 3) Landrace, Large White; 4) Guayabal; 5) Capanaparo; 6)
Cunaviche; 7) El Socorro, Arismendi y Masaguaral; vale la pena mencionar
que esta dUltima agrupacion difiere a la encontrada con las otras
metodologias; por ello la conclusion para este grupo probablemente no es
tan contundente como la conjuncion observada para las otras poblaciones.
Asimismo, se puede deducir el flujo de genes entre las razas comerciales y

los cerdos de Arismendi y El Socorro; por otra parte se evidencia la posible
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conservacion de genes provenientes de los cerdos ibéricos en las
poblaciones de suinos de Cunaviche vy, finalmente, es evidente la
diferenciacion que ocurre tanto en los cerdos de Guayabal como
Capanaparo, los cuales tienden a alejarse de los otros grupos de cerdos
Criollos venezolanos, pero en direcciones distintas al origen ibérico y la
influencia de los cerdos de razas comerciales. Es importante sefialar que la
estructura y diversidad de las poblaciones de cerdos Criollos venezolanos
debe ser conservada a través del disefio y aplicacion de programas correctos
de conservacion, multiplicacion y mejora genética, en aras de aprovechar la
adaptacion a las condiciones ambientales diversas y limitantes imperantes en
las diversas zonas del llano venezolano, variabilidad y adaptacion que ha
sido detectada por Hurtado (2004), Hurtado et al.(2005, 2006) y corroborada
por el presente estudio. Este es un punto clave considerado por algunos
autores para maximizar el provecho y produccion con cerdos de manera
acorde con el medio ambiente y sustentable en el tiempo (Martinez et al.,
2000a), lo cual debe considerar la diversidad genética asociada a los
aspectos econdémicos, demogréaficos, sociales, ecoldgicos, y el papel cultural
asociado a las poblaciones descritas, de manera de proveer en el futuro,
genotipos que puedan responder a los cambios o exigencias productivas y
de mercado de los productos porcinos (Vicente et al., 2008). Muchas de
estas caracteristicas han sido descritas por Hurtado (2004), mostrando a
través del estudio de rasgos morfologicos, morfométricos, zoométricos y los
sistemas de explotacion la gran variabilidad e importancia del recurso
genético estudiado y los sistemas de crianza y explotacién aplicados. En otro
orden de ideas, los resultados sugieren, al igual que otros estudios (Li et al.,
2004), una clasificacion que puede facilitar el manejo y reducir los costos en
el proceso de conservacion y multiplicacion del cerdo Criollo venezolano, por
medio de la cual pudiesen agruparse los cerdos presentes en algunas zonas;
por ejemplo: Guayabal, Capanaparo y Cunaviche en variedades distintas,

mientras que los grupos restantes pueden incluirse en otra variedad
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separada. Asimismo, los planes de conservacion y multiplicacion deben
priorizarse en el orden mencionado, sin dejar de lado ninguna de las
poblaciones analizadas; dando mayor énfasis en la conservacion in situ de
las variedades separadas por la facilidad en el manejo, los aspectos socio —
econdmicos — culturales que implica la cria de estos cerdos en sus sitios
originarios. De la misma manera, utilizar la estrategia de inseminacion
artificial en el futuro para la aplicacion de los programas de mejora anima y
asi atender las demandas y objetivos de los consumidores de estos

productos.

5. Andlisis de la estructura de las poblaciones y asighacién de

individuos a cluster.

El Grafico 8 muestra la asignacion de individuos a clusteres. La
asignacion se basa en la proporcion del genoma que cada individuo posee
de las poblaciones ancestrales. Cada individuo es representado por una
barra vertical y cada color representa una poblacion ancestral, por lo tanto si
un mismo individuo tiene mezcla de colores su significado implica que posee
varias proporciones de tantas poblaciones ancestrales como colores
incluidos. Para el analisis se asumieron diferentes nimeros poblaciones (K),
desde K = 2 hasta K = 10.

Considerando las metodologias propuestas el “K éptimo” se ubica
en seis (06) (Grafico 8); por lo tanto, el primer cluster estaria compuesto por
Landrace y Large White (naranja), clister 2 formado por ibérico (rojo), cluster
3 Alentejano (purpura), cluster 4 Guayabal (verde), clister 5 Capanaparo
(Amarillo) y cluster 6 el resto de los Criollos venezolanos (mezcla de colores).
Cabe mencionar que en muchos individuos se observan mezclas expresadas
por combinacién de colores; sin embargo, la agrupacion comentada se basa
en la proporcion mayoritaria del genoma que pertenece, como se menciond

anteriormente, a las poblaciones ancestrales.
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Gréafico 8. Expresion gréfica del analisis de estructura de
poblaciones, obtenida mediante el programa Structure
para 10 agrupaciones de cerdos (K=2 a K=10) Criollos

venezolanos y referenciales.

Como era de esperarse las razas comerciales y los grupos Ibéricos
se separan muy bien de los demas, empero dentro de los Cerdos Criollos
venezolanos solo aquellos de Capanaparo y Guayabal parecen diferenciarse
claramente del resto; si bien es cierto que al principio son clasificados junto a
los Ibéricos, lo que indica en cierto modo su ascendencia, los cerdos de
Capanaparo y Guayabal luego se diferencian en el cluster 6, lo que indica
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que representan grupos genéticos distintos. Vale la pena mencionar que aun
cuando la diferenciacion de los cerdos Criollos de Cunaviche del resto de los
Criollos venezolanos no es clara, se presentan ciertos indicios (combinacién
de colores) que apuntan a cierta diferenciacion muy leve de estos, lo cual
pudiera ser concordante con los hallazgos anteriores. Conclusiones similares
fueron expresadas por Montenegro (2012) al estudiar la estructura de las
poblaciones de los cerdos Pampa Rocha de Uruguay; asimismo, Martinez et
al. (2012) evidencié que los cerdos Criollos venezolanos de Guayabal se
separan claramente de las razas ancestrales (ibéricos) y que estos presentan
bajo grado de mestizaje; sin embargo, otros grupos de cerdos criollos
latinoamericanos expresaron grados diversos de mestizajes, lo cual converge
con la mezcla encontrada en algunos de los grupos de cerdos Criollos
venezolanos. Luego de K = 6 las poblaciones se observan entremezcladas,
llegando a confundirse los grupos de las razas comerciales, los ibéricos y los
cerdos Criollos venezolanos como consecuencia de forzar a que el programa
subdivida las poblaciones en grupos genéticos inexistentes, situacion que se
incrementa hasta K = 10, donde todos los individuos expresan practicamente
fracciones de todas las poblaciones ancestrales. En este respecto, Revidatti
(2009) observaron que la clara diferenciacion observada hasta K = 8 se diluia
hasta K = 16 al estudiar los cerdos Criollos uruguayos. La separacion
propuesta coincide con las metodologias utilizadas anteriormente y que usan
distancias genéticas, las mismas pueden ser observadas en los Gréficos 6, 7
y 8.

Para verificar la asignacion de las poblaciones predefinidas a los
clusteres se puede analizar el Cuadro 27. En el mismo es evidente que los
individuos Landrace (54,8%) y Large White (66,1%) son ubicados en su
mayoria en el cluster 4, los ibéricos en el cluster 3 (65,8%), Alentejanos en el
2 (73,3%), Guayabal en el cluster 1 (75,3%), Capanaparo en el cluster 5
(56,2%) y el resto de los cerdos Criollos venezolanos poseen proporciones

de asignacion distribuidas entre todos los cluster.
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Cuadro 27. Proporcion de miembros de cada poblacion de cerdos
predefinida asignada a cada uno de los seis posibles

clusteres, a partir de los genotipos de 14 microsatélites

por individuo.

Poblacién/clister 1 2 3 4 5 6

Masaguaral 0,061 0,059 0,106 0,098 0,089 0,588
El Socorro 0,144 0,111 0,080 0,163 0,209 0,294
Arismendi 0,106 0,083 0,153 0,275 0,258 0,125
Capanaparo 0,161 0,081 0,073 0,064 0,562 0,058
Guayabal 0,753 0,063 0,047 0,044 0,057 0,036
Cunaviche 0,106 0,253 0,123 0,069 0,116 0,333
Alentejano 0,056 0,733 0,080 0,059 0,039 0,033
Ibérico 0,060 0,100 0,658 0,037 0,070 0,076
Landrace 0,087 0,070 0,095 0,548 0,071 0,130
Large White 0,053 0,051 0,041 0,661 0,047 0,145

Vale la pena resaltar que los cerdos de Capanaparo, a pesar de
ubicarse en mayor proporcion en el clister 5 comparten una apreciable
proporcion con la poblacion ancestral del cluster 1, donde precisamente se
ubican en su mayoria los cerdos de Guayabal. Por otra parte, a pesar de que
la mayoria de los cerdos de Masaguaral se ubican en el cluster 6, el
programa no es capaz de separarlos como entidad genética definida,
probablemente por la importante participacion de los otros grupos
ancestrales en la formacion del cerdo de Masaguaral. Los resultados de la
proporcion de individuos a cluster es inferior al reporte de Vicente et al.
(2008), los cuales encontraron 88,2% de asignacion de los individuos de la
raza Bizantino al cluster correspondiente. La distribucién no bien definida de
los cerdos Criollos Venezolanos de El Socorro, Arismendi, Masaguaral y
Cunaviche coincide con los resultados no tan claros obtenidos por Fabuel et
al. (2003) en los cerdos ibéricos de las variedades Retinto, Entrepelado y
Lampifio. Las Figuras 5 y 6 muestran la asignacion de individuos a los cluster
ancestrales considerando su genoma basado en 14 microsatélites. Si

consideramos que los individuos de una misma raza o variedad pertenecen
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al mismo cluster ancestral, podemos inferir que la asignacion de un individuo
a ese cluster ancestral puede coincidir con la asignacion del individuo a la
raza o variedad. En este sentido, se muestran dos ejemplos en las Figuras 5
y 6. En la primera de ellas los individuos 1 al 20 de Guayabal son asignados
todos al mismo cluster (1), por tanto la asignacion es correcta; sin embargo,
el individuo 2 solo posee 58,5% de su genoma coincidente con ese cluster
ancestral, por tanto pudiera pensarse que existe mezcla de este individuo, en
otras palabras no es puro, ya que difiere del resto de los individuos que
poseen al menos 71% de coincidencia de su genoma con el cluster

ancestral, llegando a su extremo en el individuo 11 cuyo valor es 87%.

113 51 (21) 5 : 0.3l D.032 0.028 0.065 0.033 0.025
114 | (7 0 5 : 0.585|0.1z8 0.122 0.073 0.071 0.023
115 3 07 5 : 0.8590 D.045 0,080 0.050 O.084 0.051
115 G4 (o 5 : 0.715 D.100 0.074 0.024 O.04Z O.045
117 35 (o 5 : 0.890 D.042 0,065 0.033 0.099 0.070
118 G 07 5 : 0.721 0.052 0.040 0.113 0.040 0.033
119 57 o 5 : 0.758 0.093 D0.036 0.031 0.020 0.062
120 58 (21) 5 : 0.802 0.032 D.024 D.038 0.055 0.049
121 59 07 5 : 0.831 0.041 D.039 0.030 0.038 0.021
122 G10 0 5 : 0.729 0.05Z D.035 0.044 0.096 0.044
1z [ Gi1 07 5 : U0.5/0]0.029 D.021 0.023 0.034 0.022
124 Glz 114) S : U.672 0.086 D.068 D.083 0.057 0.034
125 G13 o 5 : 0.716 0.066 D.060 D.065 0.05Z 0.041
126 G14 07 5 : 0.795 0.048 D.047 0.039 0.041 0.029
127 G15  (21) 5 : 0.528 0.035 0.05%4 0.029 0.035 0.019
128 G16  (14) 5 : 0.752 D.082 D.068 D.028 0.034 0.036
129 G17 07 5 : 0.562 0D.019 0.027 0.023 0.041 0.027
130 G185 07 5 : 0.562 D.027 0.038 0.022 0.025 0.024
131 G199 (14) 5 : 0.791 D.031 0.022 0.06% 0.060 0.027
132 Gz0 (o 5 : 0.771 0.095 0.038 0.025 0.021 0.050

Figura 5. Proporcién del genoma individual de cerdos
Criollos venezolanos Guayabal (G) asignada a
los 6 cluster elegidos, considerando 14

microsatélites.

Es evidente que en cuanto la proporcién se aproxime mas a 1,0 o
100% mayor precision se tendra, debido a que se puede descartar, sin temor
a cometer errores, individuos cuyo genoma no se corresponda con el cluster

asignado. Caso contario se observa en los cerdos Criollos venezolanos del
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Socorro (S), en los cuales la asignacion de individuos a claster no sigue un
patron adecuado. Se puede evidenciar en la Figura 6 que la proporcion del
genoma de los individuos que se asemeja a las poblaciones ancestrales se

distribuye en los seis cluster, sin definirse la mayoria en alguno de ellos.

23 31 114) Z : 0.040 0.059 0.045 0.172 0.084 0.561
Z4 =¥ [21) Z : 0.085 0,020 0.020 0,387 0.165 0,321
Z5 33 (7 Z : 0.075 0.049 0.08Z 0.273 0.0Z9 0.456
Zh 34 114) Z @ 0.205 0.104 0.087 0.121 0.135 0.348
Z7 35 (o) Z : 0.394 0,043 0.050 0,073 0.192 0.248
Z8 36 [14) Z : 0.074 0,085 0.039 0.350 0.051 0,350
Z9 =i 114) Z : 0.032 0.045 0.044 0.147 0.107 0,622
30 1] [14) Z : 0.1e5 0,102 0.066 0,466 0.035 0,109
31 39 (o) Z : 0.725 0.03Z 0.05Z 0.0536 0.063 0,092
32 310 (o) Z : 0.532Z 0.041 0.094 0.041 0.053 0.239
33 311 (7 Z : 0,030 0,085 0.096 0,059 0.652 0,058
34 312 (7 Z : 0.111 0.037 0.064 O.062 0O.42Z1 0,305
35 313 (7 Z : 0.063 0.121 0.294 0.266 0.181 0.075
36 314 (7 Z : 0.034 0,085 0.056 0,115 0.115 0,552
37 315 (o) Z : 0,025 0,283 0.162 0,045 0.094 0,354
358 318 (o) Z : 0.045 0.413 0.205 0.117 0.115 0.058
39 317 (o) Z : 0.146 0.369 0.162 0,053 0.097 0.173
40 318 (o) Z : 0.365 0,038 0.074 0,274 0.107 0,138
41 319 114) Z : 0.174 0,025 0.047 0.07V3 0.6159 0,061

Figura 6. Proporcion del genoma individual de cerdos
Criollos venezolanos El Socorro (S) asignada a
los 6 cluster elegidos, considerando 14

microsatélites.

Como ejemplo los individuos 1, 2, 3 y 4 tienen una mayor proporcion
de asignacion al cluster 6, sin embargo el individuo 5 se ubica en el cluster 1,
el 6 en el cluster 4, el 11 en el cluster 5, asi sucesivamente los individuos de
este grupo son asignados o distribuidos en los seis cluster, por tanto no
existe una definicion clara, sino mas bien una mezcla que combina el
genoma de las distintas poblaciones ancestrales, situacion tipica de muchos
grupos de cerdos Criollos latinoamericanos que ha sido descrito por Martinez
et al. (2012).
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CONCLUSIONES

Existe una alta riqueza alélica en las poblaciones de cerdos Criollos
venezolanos, expresada como numero de alelos, asimismo se
evidenci6 que las frecuencias alélicas difieren entre poblaciones.

Los valores de heterocigosidad e indice de contenido polimérfico
indican un alto grado de variabilidad o biodiversidad genética dentro
de las poblaciones.

Un panel de 10 marcadores microsatélites tienen la utilidad y precision
necesaria para realizar pruebas de paternidad y registros
genealdgicos en los cerdos Criollos venezolanos utilizando la
herramienta de la probabilidad de exclusion.

Existe subdivision y diferenciacion moderada entre las poblaciones;
asimismo, exceptuando los cerdos Criollos venezolanos Arismendi,
Guayabal y Cunaviche, se observo un ligero aumento de homocigosis
en los grupos considerados.

Las distancias genéticas, los arboles construidos a partir de las
mismas y el analisis factorial de correspondencia mostraron la
separacion que existe entre los cerdos Criollos venezolanos y los
grupos usados como referenciales.

Los cerdos Criollos venezolanos de Guayabal y Capanaparo
conforman entidades genéticas separadas de los otros grupos de
cerdos Criollos venezolanos y los referenciales, los cerdos de
Cunaviche representan una separacién no tan clara de los otros
grupos. Ademas los coeficientes de asignacion de individuos permite
inferir que el genotipo no necesariamente tiene una mayor proporcion
de alguna de las agrupaciones raciales que son asignadas como
originarias, mientras que los cerdos Criollos venezolanos de
Masaguaral, El Socorro, Arismendi y Cunaviche conforman un grupo

con mediano a alto grado de mezcla. En este orden de ideas y a pesar
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de que los cerdos Criollos venezolanos forman grupos distintos a los
ibéricos y alentejanos, es de resaltar que la presencia de alelos
compartidos entre estos grupos es un indicio del origen de los cerdos
Criollos venezolanos.

Existe variabilidad genética dentro y entre los cerdos Criollos
venezolanos y representan grupos definidos que justifican aplicar

planes de conservacion, multiplicacion y mejora genética.
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Anexol. Cerdos Criollos venezolanos de Masaguaral criados en

libertad (izquierda) confinados (derecha).

Anexo 2. Cerdos Criollos venezolanos de El Socorro criados en

libertad (izquierda) confinados (derecha).
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Anexo 3. Cerdos Criollos venezolanos de Arismendi criados en libertad

(izquierda) confinados (derecha).
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Anexo 4. Cerdos Criollos venezolanos de Guayabal criados en

libertad (izquierda) confinados (derecha).

Anexo 5. Cerdos Criollos venezolanos de Capanaparo criados en
libertad (izquierda) confinados (derecha).

Anexo 6. Cerdos Criollos venezolanos de Cunaviche criados en

libertad (izquierda) confinados (derecha).
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Anexo 7. Cerdos Criollos venezolanos vy

verraco de raza comercial (Large

White), en rojo.
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