[] GENETICA

VALIDACION DE
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MEJORA GENETICA PARA
HACER FRENTE A LAS
ENFERMEDADES PORCINAS

En los Ultimos afos, el sector porcino ha realizado un esfuerzo
significativo para reducir el uso de antibidticos con el fin de hacer
frente al incremento de las resistencias antimicrobianas. No obstante,
el control de patégenos endémicos y emergentes sigue siendo uno de
los mayores desafios de la produccién porcina, dado el impacto social
y econémico que generan.

En este contexto, ademas de los métodos convencionales de
vacunacion y el refuerzo de las medidas de bioseguridad, las empresas
de seleccion genética estdn incorporando en sus programas de
mejora marcadores genéticos y caracteres relacionados con la salud
animal para producir poblaciones porcinas mas robustas y resilientes.

Existen diversas aproximaciones para identificar marcadores de
robustez y resiliencia.

METODOS DIRECTOS

Los métodos directos consisten en estudiar la susceptibilidad/
resistencia genética a enfermedades especificas y, por tanto, requieren
la exposicion de los animales a los agentes infecciosos.

+" Con esta aproximacién se han podido identificar marcadores de
resistencia para E. coliF18 y F4 o PRRSV.

xNo obstante, esta aproximacion es patdgeno-especifica y no
tiene en cuenta las infecciones polimicrobianas o coinfecciones
con multiples patégenos que normalmente encontramos en las
granjas.

METODOS INDIRECTOS

I
Los métodos indirectos centrados en mejorar la inmunocompetencia
global de los animales sanos son una buena estrategia para tener una
cabafia porcina mas robusta y resistente a enfermedades.

En esta aproximacién los caracteres de inmunidad se
consideran pardmetros biolégicamente relevantes para medir la
inmunocompetencia.

Estos caracteres pueden dividirse en los dos componentes
principales del sistema inmunitario:

> Inmunidad innata o no especifica.

> Inmunidad adaptativa o especifica.
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PROYECTOS IMMUPIGEN Y
METAPIGEN

En los Ultimos afos y como resultado de los proyectos IMMUPIGEN
(AGL2016-75432-R) y METAPIGEN (PID2020-112677RB-C21), hemos
analizado un total de 41 caracteres relacionados con la salud animal,
que engloban fenotipos de inmunidad, hematoldgicos y de estrés, en 432
animales sanos de una linea comercial Duroc de la empresa Seleccién
Batallé.

Los principales resultados muestran que muchos de estos caracteres
estdn determinados a nivel genético, mostrando heredabilidades
medias-altas y correlaciones genéticas, tanto positivas como negativas,
entre estos fenotipos, asi como con otros fenotipos relacionados con la
produccién y la calidad de la carne.

A nivel gendmico, se han identificado un total de 58 polimorfismos,
ubicados en 11 regiones cromosdmicas y asociados a las variaciones en:

> Niveles de IgG en plasma y Proteina C reactiva (CRP) en suero.
> Capacidad fagocitica de linfocitos.
2 Numero total de leucocitos, neutréfilos y linfocitos.

> Volumen corpuscular medio (MCV) y hemoglobina corpuscular
media (MCH).

> Diferentes poblaciones de células T (células T helper, T memoriay T
naive/yd).

Ademas, mediante la utilizacién de datos de transcriptémica en sangre
total, hemos podido analizar los niveles de ARN mensajero en un total de
255 individuos de la poblacién IMMUPIGEN, identificando biomarcadores
para algunas de las poblaciones de células T.
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No obstante, antes de incorporar estos (bio)marcadores y fenotipos
de salud en los esquemas de seleccion, es fundamental validar su
utilidad para mejorar la inmunocompetencia de los animales mediante
experimentos in vitro e in vivo frente a diferentes tipos de factores
bidticos (patdgenos, antigenos vacunales, etc).

En este articulo presentamos la validacién de varios fenotipos y
(bio)marcadores de inmunidad previamente identificados por nuestro
grupo, a través de su asociacién con la supervivencia de los animales
tras una infeccién natural con el virus del Sindrome Reproductivo y
Respiratorio Porcino (PRRSV).

VALIDACION DE FENOTIPOS
Y (BIO)MARCADORES

Para la validacién de los marcadores, se utilizaron un total de 129
lechones hembras en transicién de una linea comercial Duroc.

Los lechones se engordaron en seis corrales consecutivos y
provenian del cruce de 61 hembras con 20 machos activos de la
poblacion comercial. Todos los animales provenian de una granja
de reproductoras negativas y en el inicio del estudio estaban sanos,
sin ningun signo de infeccién.

En la Figura 2 se muestra un cronograma del estudio con los animales,
muestras y técnicas utilizadas. A los 60 + 2d de vida se recogieron
muestras de sangre para medir los fenotipos de inmunidad:

La concentraciéon de inmunoglobulinas IgG en plasma mediante
ELISA.

La expresion del gen SOX13, un biomarcador de células T y§,
mediante PCR cuantitativa.

Una semana después, los lechones se infectaron naturalmente con
una cepa de alta patogenicidad del virus de PRRS (genotipo 1).

> Esta cepa del virus (Rosalia) es altamente virulenta y en 1-2 dias
todos los lechones mostraron signos de infeccion.

Una semana después se tomaron muestras de sangre de 88 animales
para aislar el ARN viral, confirmandose que todos los animales
contenian elevadas dosis del virus (Ct<25 en el 90% de los animales).

LA INFECCION DURO 6 SEMANAS Y RESULTO EN
UNA TASA DE MORTALIDAD DE 47 LECHONES
MUERTOS POR 82 ANIMALES VIV0S
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Animales parentales

20 verracos

I

61 cerdas

A las 15 semanas de vida, las 82 hembras supervivientes se trasladaron
a una nave de engorde. Los animales estaban aparentemente sanos,
aunque 4 animales méas murieron durante este periodo. Los 78
animales restantes se sacrificaron a un peso medio de 137 kg, entre
245 y 262 dias de edad. Después del sacrificio, se midié:

> El peso de la canal en caliente.

> El porcentaje de magro de la canal Las medidas de los
y de sus principales componentes ) animales enelmatadero
(jamén, lomo y hombro). se promediaron por

camada.
> La profundidad del lomo y el
espesor de grasa dorsal y del jamén.
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FIGURA 2

Evolucion temporal del estudio
incluyendo el ndmero de animales
usados, las muestras recogidas y las
técnicas utilizadas.
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Un primer andlisis descriptivo de los datos mostré un importante
efecto genético, ya que se observaron diferencias en la supervivencia
de los lechones al brote de PRRS en funcién del padre.

> Précticamente no hubo mortalidad de las hijas de 8 de los 20
padres, solo murieron 2 de sus 44 hijas. En cambio, hubo 5 padres
a los que se les muri6 el 80% de las hijas, 23 bajas de 28 hijas.

ESTAS 28 HIJAS TENIAN NIVELES
SIGNIFICATIVAMENTE MENORES DE IgG EN
SANGRE Y MAYOR EXPRESION DEL GEN S0X73 EN
SANGRE QUE EL RESTO DE LA POBLACION

Validacién de marcadores genéticos y fenotipos de inmunidad para mejorar la robustez y resistencia a
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MARCADORES DE RESISTENCIA AL PRRS

Los 20 padres estaban genotipados con un panel comercial de
128 polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), que se utiliza para
controlar las paternidades, y se modifico para incluir también SNPs
asociados con caracteres productivos y de salud animal identificados
en el proyecto IMMUPIGEN y METAPIGEN (Tabla 1).

Para completar el estudio genético, tanto los 20 padres como sus 129
hijas se genotiparon con SNPs especificos de resistencia a PRRS:

> GBP5 (rs340943904).
Para cada uno de estos SNPs se

> CD163 (rs1107556229).
> SGK1(rs338508371). )
> MMRN1 (rs695254451).

hizo un test de asociacion con el
riesgo de morir en el brote de PRRS
usando un modelo de riesgos
proporcionales que corregia el

efecto de la camada y del corral.
> MX1_c.-547ins+275.

TABLA1
Descripcidn de los marcadores asociados con los caracteres de inmunidad y resistencia a PRRSV t
junto con la frecuencia de sus alelos en la poblacion analizada.

Alelo (Frecuencia alélica) i

SNP Resistente' Susceptible? Gen Caracter o
rs1107556229 A(061) G(039) CD163 Resistencia a PRRSV A

rs340943904 T(015) G(085) GBP5 Resistencia a PRRSV t 4 fh
rs319560097 T(038) C(0,62) lgG ;i /i
rs81233340,rs81285109 T(090) G (0,10) CRP

rs338661853 G(087) A(0,13) LYM_PHAGO_FITC “ \
rs80904079 A(042) G(0,58) MCV,MCH* '
[:ggggjggg 's80899023 T(070) C(030) Linfocitos

rs342772739 G (080) A(0,20) Células T y6

rs323856019 C(075) T(0,25) Leucocitos

rs343667976 G (055) A(0,45) Leucocitos

rs81270251 T(070) C(0,30) Neutréfilos

"Los alelos resistentes estan presentes en los genotipos con menor riesgo de morir y mayor ‘P
supervivencia

2 Los alelos susceptibles estan presentes en los genotipos con mayor riesgo de morir y menor
supervivencia
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El estudio de asociaciéon para
los marcadores especificos
de resistencia a PRRS se hizo
comparando los genotipos de los
animales para cada marcador.

Los animales con genotipos
susceptibles tienen un mayor
riesgo de morir y sobreviven
menos durante el brote, mientras
que los animales con genotipos
resistentes tienen un menor
riesgo de morir y sobreviven
maés.

Este estudio mostr6 que los
marcadores  rs1107556229 vy
rs340943904 estaban asociados
con el riesgo de morir en el brote
de PRRS.

> Estos marcadores se encuentran
en los genes CD163 y GBP5
que estan relacionados con
la entrada del virus en los
macréfagos y la posterior
respuesta inmunitaria.

El resto de los marcadores
especificos de resistencia a PRRS
no resultaron significativamente
asociados al riesgo de morir de los
animales en nuestro brote.

Validacién de marcad

. ﬁnfermedades en cer|
o " Y 3 T

MARCADOR rs1107556229
v

Los macréfagos alveolares porcinos (MAPs) son una importante linea
de defensa contra la infecciéon por PRRSV y son la principal célula
diana para la replicacion del virus.

EL GEN CD1763 CODIFICA UN RECEPTOR CELULAR
PARA LA ENTRADA DEL PRRSV EN LOS
MACROFAGOS

Nuestros resultados muestran que el alelo mayor (A) del marcador
rs1107556229 estd significativamente asociado con una mayor
supervivencia al brote de PRRS y a una mayor ganancia de peso
posterior a la infeccion que el alelo (G) (Tabla 2).

MARCADOR rs340943904
v

El otro marcador asociado con la resistencia a las infecciones de
PRRSV es el rs340943904 del gen GBPA.

EL GEN GBP5 SE HA DESCRITO COMO
MARCADOR DE MACROFAGOS CLASICAMENTE
ACTIVADOS INDUCIDOS POR INTERFERON
GAMMA (INF-y)

Nuestros resultados muestran que el alelo menor (T) para este
marcador estd asociado con mayor supervivencia y crecimiento
posterior a la infeccién con PRRSV (Tabla 2).

Nuestro estudio también mostrd una interaccién significativa entre
ambos marcadores (rs340943904 y rs1107556229) (Figura 3), lo
que sugiere una interaccién bioldgica entre ambos genes (CD163 y
GBP5).

S'genéticosyufenotipos de inmunida@ra mejorar la robustez y resistencia a
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Supervivencia de lechones

MARCADORES DE INMUNOCOMPETENCIA GLOBAL

En cuanto a los caracteres relacionados con la inmunocompetencia
global, al no disponer de los genotipos de los animales, el estudio de
asociacion se hizo comparando los genotipos de los padres para cada
marcador (Tabla 1).

> Las hijas de los padres con genotipos susceptibles tienen un mayor
riesgo de morir y sobreviven menos durante el brote, mientras que
las hijas de los padres con genotipos resistentes tienen un menor
riesgo de morir y sobreviven mas.

En este estudio resultaron significativamente asociados con la
supervivencia al brote de PRRSV los marcadores genéticos asociados
a la variacién de los:

> Niveles de IgG en plasma (rs319560097).
Y Proteina C reactiva (CRP) en suero (rs81233340).
¥ Capacidad fagocitica de los linfocitos (rs338661853).

> NUmero total de leucocitos (rs323856019) vy linfocitos
(rs80803525).

> Porcentaje de células T yo (rs342772739).

> Volumen corpuscular medio (MCV) y hemoglobina corpuscular
media (MCH) (rs80904079).

Estos polimorfismos estan relacionados tanto con la inmunidad innata
o no especifica como con la inmunidad adaptativa o especifica.

INMUNOCOMPETENCIA [

FIGURA 3
Supervivencia de los lechones
hasta los 105 dias (15 semanas)
en funcion de su genotipo para los
marcadores situados en los genes
CD163/6BP5.
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CRP
y La proteina C reactiva (CRP), es una proteina de fase aguda que juega
%:. un papel importante durante las infecciones.
.
\ Dependiendo de su conformacion, la CRP puede:
X > Funcionar como una molécula proinflamatoria al activar

las fases iniciales del sistema de complemento y regular la
liberacién de éxido nitrico y la sintesis de citoquinas.

, S > Actuar como un agente antiinflamatorio al regular el avance y
! gravedad de las etapas posteriores de la inflamacién, asi como
al modular los procesos de apoptosis y fagocitosis.

i

! q J En nuestro estudio, el alelo T del SNP rs81233340, localizado en el
gen CRP, se asoci6 significativamente con una mayor supervivencia

de las hijas a PRRSV y un mayor nivel de CRP en sangre (Figura 4).

CELULAS T yb
v

La produccién de INF-y juega un papel importante en la proteccién
frente a la infeccién por PRRSV. Ademés de los macrofagos, se ha
descrito que otras células como las células T yd producen INF-y
durante la infeccién por PRRSV.

Estas células pueden clasificarse en diferentes poblaciones con
diferentes capacidades para responder a patdégenos especificos
y generar respuestas de citoquinas. Las células WC1.1+ y WC1.2+
difieren en la expresién de citoquinas:

> Las células WC1.1+ producen preferentemente IFN-y.

> Las células WC1.2+ exhiben niveles més altos de interleucina-17
(IL-17).

SE HA OBSERVADO UNA MAYOR EXPRESION DE
SOX13 EN LAS CELULAS WC1.2+, LO QUE INFLUYE
EN SU DIFERENCIACION HACIA CELULAS T yd
PRODUCTORAS DE IL-17
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EXPRESION DE S0X713

w
Nuestros resultados mostraron
que niveles mas bajos de

expresion de SOX13 se asociaron
con una mayor supervivencia
durante un brote de PRRS.
Ademas, el marcador genético
rs342772739 estuvo relacionado
con la expresion del gen SOX13
en nuestro estudio.

Este SNP ha sido previamente
asociado con el porcentaje de
células T y6.

> Los padres con el alelo G
tenfan hijas con niveles
mas bajos de expresion
de SOX13 en comparacién
con las hijas de padres con
el alelo A.

» Se encontr6 que este alelo
G estaba significativamente
asociado con una mayor
supervivencia al PRRSV y
un mayor peso al sacrificio.

CANTIDAD DE LEUCOCITOS

Y LINFOCITOS
v
Otros marcadores asociados

con la cantidad de leucocitos
(rs323856019) vy linfocitos
(rs80803525) en sangre
también se identificaron como
asociados a la supervivencia de
las hijas tras el brote de PRRS.

Los alelos mayores en
nuestra poblacién (C para
rs323856019 y T para
rs80803525) asociados con
una mayor supervivencia
al brote de PRRS se han
asociado previamente con
una mayor cantidad de
leucocitos  y linfocitos en
sangre (Figura 4).

Ademads de la  induccién
de respuestas inmunitarias
mediadas por células T, después
de la infeccion por PRRSV
se observa una respuesta
humoral caracterizada por una
produccion inicial de anticuerpos
no neutralizantes, seguida por la
induccién tardia de anticuerpos
neutralizantes.

EN NUESTRO ESTUDIO,
LOS ANIMALES

CON MAYORES
NIVELES BASALES

DE IgG EN PLASMA

SE ASOCIARON

CON UNA MAYOR
SUPERVIVENCIA AL
BROTE DE PRRSV

A este respecto, Ballester et al
(2020) describieron un SNP
(rs319560097) en la regién
proximal del cromosoma porcino
SSC4 que estaba asociado
con mayores niveles de IgG en
plasma (Figura 4) y que también
estd asociado con una mayor
supervivencia en nuestro estudio.

INMUNOCOMPETENCIA ||

CAPACIDAD FAGOCITICA DE
LOS LINFOCITOS
v

Otro marcador interesante
asociado con las células B es el
rs338661853.

Muchos estudios en mamiferos
han demostrado que las
células B tienen capacidad
fagocitica, siendo capaces de
fagocitar particulas, incluidas
bacterias, y presentar de forma
mas eficiente los antigenos
particulados fagocitados a las
células T CD4+, optimizando
la induccion de la respuesta
humoral.

En nuestro estudio, el alelo mayor
G, previamente asociado con
una menor capacidad fagocitica
(Figura 4), se asocié con mayor
supervivencia al brote de PRRSV.

PARAMETROS
HEMATOLOGICOS

A 4
Finalmente, otros marcadores

relacionados con los caracteres
hematolégicos, como el MCV y
MCH (rs80904079), también
resultaron asociados con la
supervivencia al brote de PRRSV.
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TABLA 2
Promedios de supervivencia de todas las hijas y de las medidas tomadas en las canales de las camadas que legaron a matadero en
funcion del genotipo del padre para los distintos SNPs relacionados con caracteres de inmunidad.

, e Porcentaje de Profundidad de
Genoti NUmero de | Supervivenciaalas | Pesodela Espesor de grasa gy
enotipo del padre 5 magro de la e lomo en 3*-4
15 semanas (%) | canal (kg) en 32-42 costilla .
canal costilla
rs340943904(GBP5)
1T 2 870° 13.23° 35100 4071 4228°
GT 47 67.1° 107740 44460 2955° 4626°
GG 80 56.3° 102.21° 4384 b 2966b 4460°
rs1107556229(CD163)
AA 38 541 107028 4159° 32.16° 4357°
AG 72 86.2° 102.92° 4386° 2991 4463
GG 19 15.3° 97.35¢ 4843 25.77° 5371
rs319560097
T 19 10002 102.23° 44.04° 2988° 4445
CT 61 586° 106.28° 4192 3219 44.98°
CcC 49 63.8° 101692 4506° 28102 44452
rs338661853
GG 98 747 10359 4407 2971 4482
AG 31 364° 106.36° 4057 3352 44,39
rs81233340
T 105 69.7° 104,67 42.88° 30872 44212
TG 24 330° 9909 4708 2713 5046°
rs80904079
AA 23 19 10781 4051 3412 44 36°
AG 63 452° 101.77° 4535b 2864b 4668°
GG 43 785% 104.40ab 4472 ab 2910b 4541
rs342772739
GG 98 689° 10550° 4287 31022 4420
AA 31 465b 9772b 4533 2823° 4738°
rs80803525
T 63 738 104.66° 4201 31.74° 4367
TC 54 79.0° 103.79? 44.37¢ 2954 4588°
CcC 12 584° 103.00° 4633 26952 4663°
rs323856019
CcC 76 75.7° 104.79° 4257 31172 44022
TC 53 558° 103.38° 4425 2970° 45712

2b¢ Estimas con diferente letra dentro de cada SNP son significativamente diferentes con un p-valor P<0.05
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La seleccién de animales para producir una buena respuesta
inmunitaria frente al PRRSV debe considerar tanto caracteres de
inmunidad innata como adaptativa.

Los padres que acumulan maés alelos resistentes para ambos tipos
de caracteres tienen hijas con mayores niveles de IgG en sangre,
menor expresion del gen SOX13, mayor supervivencia ante los
brotes de PRRSV y un crecimiento post-infeccién superior, lo que
se traduce en mayores pesos de canal en el matadero, con un mayor
espesor de grasa dorsal y un menor porcentaje de magro.

En conclusién, nuestros resultados validan los fenotipos y
(bio)marcadores analizados para supervivencia a PRRSV vy
respaldan la posibilidad de implementar programas de seleccién
incorporando fenotipos y marcadores genéticos de inmunidad para
mejorar la inmunocompetencia de los cerdos.

Articulo adaptado de: Tarres, J. et al. Genetic determination of piglet survival
upon PRRSV outbreaks. 2024. doi: 10.21203/rs.3rs-4503083/V1.
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FIGURA 4

Boxplots mostrando la distribucidn
de los caracteres inmunitarios en
funcion de los genotipos para sus
marcadores asociados. (A) Cantidad
de leucocitos; (B) niveles de IgG;
(C) MCV; (D) MCH; (E) cantidad de
linfocitos; (F) CRP; (G) capacidad
fagocitica de los linfocitos, (H)
porcentaje de células T dy.

BIBLIOGRAFIA

1. Bai X, Plastow GS (2022) Breeding for disease
resilience: opportunities to manage polymicrobial
challenge and improve commercial performance
in the pig industry. CABI Agric Biosci 3. https://doi.
org/10.1186/S43170-022-00073-Y

2. Visscher AH, Janss LL, Niewold TA, de Greef KH
(2002) Disease incidence and immunological traits for
the selection of healthy pigs. A review. Vet Q 24:29-34.
https://doi.org/10.1080/01652176.2002.9695121

3. Ballester M, Ramayo-Caldas Y, Gonzalez-Rodriguez
0, et al (2020) Genetic parameters and associated
genomic regions for global immunocompetence and
other health-related traits in pigs. Sci Rep 10. https://
doi.org/10.1038/s41598-020-75417-7

4. Ballester M, Jové-Junca T, Pascual A, et al

(2023) Genetic architecture of innate and adaptive
immune cells in pigs. Front Immunol 14. https://doi.
org/10.3389/fimmu.2023.1058346

porci .

Sapius

73





