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RESUMEN

La Tesina de Master que aqui se presenta se enmarca dentro del proyecto LIPGENCAL
(AGL2007-66707-C02-01), que lleva por titulo “Mapeo e identificacion de genes implicados
en el metabolismo lipidico en porcino, la calidad de la carne y la calidad del jamon curado”.
Dentro de este contexto, el presente trabajo se ha centrado en el &mbito de la gendmica
estructural y funcional para el estudio de la arquitectura genética de caracteres relacionados
con la cantidad y composicion de la grasa muscular de dos musculos: gluteus medius (GM) y
longissimus dorsi (LD). Con este fin se han abordado distintos estudios relacionados con el
andlisis de QTL, andlisis de expresion génica diferencial, analisis ontolégico de genes
diferencialmente expresados, e identificacion de genes candidatos funcionales y/o
posicionales en base a los resultados anteriores. Para ello se dispone de una poblacion
experimental de unos 350 individuos pertenecientes a una linea comercial de la raza Duroc
distribuidos en cinco familias de medio-hermanos paternos.

El andlisis de QTL en la poblacion de medio-hermanos se realiz6 para los caracteres
porcentaje de grasa intramuscular (GIM), concentracion de colesterol en musculo, y los
porcentajes de &cidos grasos mayoritarios (oleico, palmitico, linoleico, esteérico, vacénico,
palmitoleico, araquidonico y miristico) e indices relacionados (porcentajes de saturados,
poli/monoinsaturatos, omega-3 y omega-6) de ambos mudsculos GM y LD. Para ello se
dispuso de los genotipos de todos los individuos y los machos parentales para 110
microsatélites repartidos en los 18 autosomas. Este analisis permitio identificar diversos QTL
significativos a nivel gendmico para GIM (GM: SSC3, SSC7; LD: SSC1, SSC3), la
composicion en diversos &cidos grasos o indices relacionados (GM: SSC3, SSC5, SSC7,
SSC18; LD: SSC6, SSC12, SSC14), y la concentracion de colesterol en musculo (LD: SSC6,
SSC11), ademas de un total de 22 y 27 QTL significativos a nivel cromosémico para GM y
LD, respectivamente. Los mas significativos fueron los QTL obtenidos en el SSC7 (81 y 133
cM) para el contenido en &cido vacénico y para la GIM del GM, y en el SSC6 (35 cM) para
contenido de colesterol del masculo LD. Cabe destacar también el QTL descrito en SSC11
afectando el contenido en colesterol de ambos musculos, por ser éste un caracter escasamente
estudiado hasta la fecha. Se han detectado varias regiones con efecto pleiotropico sobre dos o
mas de los caracteres estudiados en varios cromosomas (e.g. SSC7, SSC12, SSC14). Ademas
estos resultados han puesto de manifiesto una importante falta de concordancia posicional
entre los QTL detectados para los muasculos GM y LD, sugiriendo diferencias en el
determinismo genético de caracteres relacionados con la cantidad y composicién de la GIM
entre los musculos.

El estudio de expresion génica se realizé sobre muestras de los masculos GM y LD, y para
dos grupos de individuos (grupos Alto y Bajo) con fenotipos extremos para un conjunto de
pardmetros relacionados con el metabolismo lipidico (lipidos plasméticos, nivel de
engrasamiento, GIM y perfil de acidos grasos) seleccionados mediante un andlisis de
componentes principales. La medicion de los niveles de expresion se realizd mediante una
hibridacion no competitiva con el chip GeneChip Porcine Genome Array (Affymetrix). Se
procesaron 68 muestras del masculo GM (34 por grupo) y 19 del muasculo LD (10 y 9 por
grupo) y se analizo la expresion diferencial respecto a los factores misculo y grupo mediante
el programa BRB-Array Tools. Seguidamente se realizo un analisis ontologico para clasificar
desde una perspectiva funcional los genes diferencialmente expresados, utilizando el paquete
de herramientas bioinformaticas DAVID.



Los resultados del estudio de expresion nos han permitido detectar importantes diferencias a
nivel transcriptomico entre los mdsculos GM y LD. Concretamente, se identificaron 350
sondas diferencialmente expresadas (correspondientes a 292 genes) entre los dos masculos.
Las mayores diferencias de expresion entre los musculos se observaron en los genes
sobreexpresados en el musculo GM, y particularmente en un grupo de genes pertenecientes a
la familia HOX implicados en mdltiples funciones, entre la cuales destacamos el papel del
HOXA10 sobre la diferenciacion de células musculares. El analisis ontoldgico de los genes
diferencialmente expresados mostro que las diferencias a nivel transcriptomico entre estos
musculos vienen determinadas principalmente por genes implicados en el desarrollo, la
regulacion y la funcionalidad del musculo.

En el analisis de la expresion génica diferencial entre los dos grupos de individuos con niveles
extremos de parametros lipidicos se detectd un mayor numero de diferencias en niveles de
expresion: 579 sondas diferencialmente expresadas, correspondientes a 459 genes. De éstos,
el 82% correspondia a genes sobreexpresados en los individuos del grupo Alto, indicando que
los animales con un mayor nivel de engrasamiento, lipidos plasmaticos y deposicion de GIM
tendrian una sobreactividad transcripcional respecto a un importante nidmero de genes. El
conjunto de genes diferencialmente expresados se clasificaron mayoritariamente dentro de un
grupo de categorias GO bioldgicas relacionadas directamente con el metabolismo lipidico.
Entre los genes sobreexpresados en el grupo Alto destacamos el gen LIPE u Hormone-
sensitive lipase, si bien este gen no mapea en ninguna de las regiones con QTL detectados.

Finalmente se elabor6 una lista de genes candidatos funcionales y posicionales a partir de los
genes diferencialmente expresados que mapeaban en la posicién de los QTL mas
significativos. En funcién de su naturaleza, hemos seleccionado como genes candidatos de
interés para la realizacion de futuros estudios tres de los genes identificados: el gen GPD1
(Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1), relacionado con el incremento en la produccion de
triacilglicerol en el tejido adiposos de los humanos obesos, y los genes NPC1 y NPC2
(Niemann-Pick disease), que codifican por proteinas relacionadas con la captacion de
colesterol.
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1.- Interés de la especie porcina

1.1 Interés de la produccion porcina: algunos datos econdémicos

El sector porcino es el primer sector de la ganaderia de nuestro pais, con una produccion anual
que supone mas de 4000 millones de euros al afio (MAPA, 2007), lo que le sitia como el
segundo productor de la Unién Europea detras de Alemania (figura 1.1). Espafia es ademas el
segundo pais con mas censo de ganado porcino, censo que ha sufrido un notable incremento a
lo largo de los Gltimos afios (ver figura 1.2).
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(Miles de toneladas)

Resto UE; 1.968; 8,6% Bélgica; 1.067; 4,7%

R. Unido; 739; 3,2%-

Dinamarca; 1.802; 7,9%
Rumania; 491; 2,1%.

Polonia; 2.091; 9,1%—__

_— Alemania; 4.985; 21,8%
Austria; 531; 2,3%——

Holanda; 1.290; 5,6%—__

Hungria; 489; 2,1%-

) / y —
Italia; 1.603; 7,0%— /

. Espafa; 3.544; 15,5%
Francia; 2.281; 10,0%
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Elaboracion: 5.G. Mercados Exteriores y Producciones Parcina, Avicola y Otras.

Figura 1.1 Datos de Produccién de carne de cerdo en la Unién Europea durante el
afio 2007 (MAPA; http://www.mapa.es/)

Todas estas cifras reflejan sin asomo de dudas la gran importancia econémica del sector
porcino en nuestro pais. Ademas, debemos destacar el papel de Calatufia dentro del sector
porcino, ya que es la comunidad autébnoma con mas censo de ganado porcino y mas
produccién de carne (MAPA, 2007). En este contexto, la mejora genética del sector porcino
para todos aquellos caracteres con importancia econémica se dibuja como un &mbito de gran
interés.

EVOLUGION DEL GENSO DE GANADC PORGING EN ESPANA
Miles de animales en diciembre de cada afio)
[ = censc total —M— Cerdos en cebo —W— Hembres reproductorss ||
20.000
g W
o
e R L T R P R PR R R PR TY
e - il
z e
S -
R T P P PP L L PP PR PP PP
o
=
E
=
- -y e
- = i
X7 R0 5 5 oo0 0000000000006 6000600 56056 86EEEEE000 66 00 056 5GGEEE EHEARAEEACCEHH 00 05 A I AR EEECCHE HHAE 0IEGC 00 0E A0A AR EREAC
[ - —m—— = — —— = — . - ] = " —— = -
C
1086 1982 1988 1987 1808 1282 2000 2001 0oz 2003 004 2005 2008 2007
Afos

Figura 1.2 Evolucion del censo de ganado porcino en Espafia (MAPA; http://www.mapa.es/)
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1.2 Domesticacion de la especie porcina

Segun la definicion que Darwin propone en el libro “The Variation of Animals and Plants
Under Domestication”, la domesticaciéon es el proceso de adaptacion genética de un
organismo biol6gicamente salvaje para satisfacer mejor las necesidades de los seres humanos.
En este sentido, diversos autores consideran que la razon principal para la domesticacion del
cerdo fue disponer de una fuente proteica de alimento, si bien Jones (1998) apunta que las
caracteristicas organolépticas Unicas que posee la carne porcina podrian haber tenido mas
peso que su valor nutritivo.

La domesticacion de la especie porcina tuvo lugar segun diversos autores hacia el 7000 a.C.,
existiendo indicios de cerdos domesticados (Sus Scrofa domesticus) a partir de su ancestro
salvaje en multiples regiones del mundo. Cabe destacar que, desde los inicios de la
domesticacion hasta la actualidad, el cerdo sigue siendo una fuente importante de alimento en
muchas civilizaciones de todo el mundo (Kefei et al., 2007; Rothschild et al., 1998).

Los analisis filogenéticos como el presentado en la figura 1.3 permiten mostrar la historia y
evolucidn del cerdo doméstico. De este modo, en la figura 1.3 pueden observarse los distintos
sucesos de domesticacion que han ido sucediendo de manera independiente (Kefei et al.,
2007). Debemos resaltar de esta figura la aparicion de poblaciones de suidos mucho mas
proximas al ancestro comun de las que aun existen ejemplares, como el caso del Pecari en la
zona de Nuevo Méjico o el Babirusa en Indonesia.
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Figura 1.3 Diversidad y relaciones filogenéticas. Fuentes: Randi et al. (1996); Groves et al. (1997);
Fokkinga (2004); Robins et al. (2006). Adaptacion de los dibujos a partir de la pagina de “Animal
Diversity” (http://animaldiversity.ummz.umich.edu/; Kefei et al., 2007).
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La intervencion humana, junto con diversos fendmenos naturales y los cambios en las
condiciones ambientales acaecidos durante estos siglos de domesticacion, han sido los
principales responsables de la generacién de la variabilidad genética intraespecifica. Entre
otros aspectos, parece que la domesticacion determind particularmente cambios en la
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estructura morfologica, entre otros una disminucion en el tamafio esquelético (Jones, 1998).
La intervencion humana y la mejora después de la domesticacion ha dado lugar ademas a
notables cambios en la produccién, la composicién bioguimica y otros caracteres (Kefei et al.,
2007). Durante el reciente milenio, interacciones entre el ambiente y la seleccion humana han
encaminado el desarrollo de las distintas razas (Kefei et al., 2007).

1.3 La Mejora Genética en produccion porcina

Tal y como se ha venido comentando en el apartado anterior, y a diferencia de otras especies
donde existe una raza claramente superior al resto (e.g. la Frisona en vacuno de leche), en la
especie porcina existe una enorme variabilidad entre razas o lineas para un gran conjunto de
caracteres con incidencia en la productividad final. Esta circunstancia ha determinado que la
optimizacion de la productividad final pase por la combinacion en un esquema de
cruzamientos de diversas razas o lineas con aptitudes complementarias. Ello se traduce en que
la mejora geneética en la especie porcina utilice dos importantes “herramientas” para la
obtencion de progreso genético: la seleccion y el cruzamiento, permitiendo este Gltimo
aprovechar los fendmenos de complementariedad y heterosis.

Para llegar a alcanzar las metas que se proponen los mejoradores, el disefio de la estructura de
seleccion y difusién genética consiste en una organizacion piramidal compuesta por 3
estrados (figura 1.4), donde pueden intervenir de 2 a 4 razas o lineas distintas (esquemas de
cruzamientos a 2, 3 0 4 vias). Es en el primero de estos estratos, en los “nucleos de seleccion”,
donde se centran los esfuerzos de la seleccion genética de animales mejorados, con el objetivo
de mantener y aumentar el nivel genético de las lineas de animales en pureza. En el segundo
estrato, al que llamamos “multiplicador”, tienen lugar cruzamientos entre distintas lineas
puras seleccionadas en el nucleo que se complementan para aumentar la calidad de los
animales resultantes. En el ultimo estrato, llamado “productor”, encontramos los animales
destinados al consumo humano (Tibau, 2004).

Nucleos Generacién del progreso genético

Granjas de multiplicacion Diseminacion del progreso genético

Utilizacién del progreso genético

Figura 1.4 Estructura de la difusion del progreso genético adaptada de Tibau, 2004.

De este modo, tal y como describen Blasco y Gou (1992), el esquema de produccion porcina
tradicional esta basado en la generacién de hibridos comerciales a partir del cruzamiento de
machos de elevada aptitud cérnica con hembras de buena aptitud maternal, donde los
objetivos de seleccion difieren notablemente entre lineas: mientras las lineas maternas se
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seleccionan dando mayor énfasis a los caracteres relacionados con la aptitud maternal y la
prolificidad, en las lineas paternas tienen mas peso en los objetivos de seleccion los caracteres
de conformacion y calidad de la canal. En este sentido, encontramos varios ejemplos de
cruzamientos utilizados frecuentemente como el cruce Landrace x Large White para producir
la hembra hibrida, cruzada con un macho finalizador como el Landrace tipo Belga (“Blanco
Belga”). No obstante en los ultimos afios, con el creciente interés en aspectos relacionados
con la calidad de producto, se ha ido introduciendo cada vez mas el uso de razas con mejores
caracteristicas de calidad de carne. Este seria el caso de la introduccién en diversos paises
europeos de cruces a partir del cerdo Duroc, el cual se cruzaba con las llamadas razas
“Blancas” para mejorar la calidad de éstas, gracias al alto contenido de grasa intramuscular
(GIM) del Duroc (Blasco et al., 1994; Steane, 1986).

1.4 La Seleccion vy la incorporacion de informacidén gendmica

Para poder obtener una mejora continua en una poblacién animal deben evaluarse los
candidatos en funcion de su valor genético, escoger los mejores y utilizarlos como
progenitores de la siguiente generacion (Tibau, 2004). Uno de los métodos ampliamente
empleados para la seleccion de los mejores animales reproductores fue el indice de seleccion,
que ha venido siendo sustituido por la metodologia BLUP (Best Linear Unbiased Prediction),
la cual nos permite obtener una mejor prediccién de los valores genéticos de los animales,
obtenida conjuntamente con la estimacion de los efectos ambientales y teniendo en cuenta el
conjunto de la informacion fenotipica aportada por todos los individuos emparentados. De
este modo, la mejora genética se ha basado en los conocimientos de genética cuantitativa y la
informacion procedente de los registros fenotipicos y genealdgicos en las poblaciones, pero
conceptualmente selecciona los animales con una composicion genética mas adecuada a los
objetivos de seleccion. A lo largo de estas ultimas décadas este proceder ha demostrado
ampliamente su eficacia, permitiendo obtener un importante progreso genético en las
poblaciones porcinas, particularmente para aquellos caracteres con una elevada heredabilidad.
El creciente desarrollo de la genética molecular ha abierto no obstante interesantes
perspectivas en cuanto a la utilizacion de informacién genémica para la evaluacion genética
de los animales. El uso de informacion molecular presentaria particular interés para aquellos
caracteres en los que el progreso genético es complicado de obtener por métodos tradicionales
como son los caracteres de baja heredabilidad, los que sélo son medibles en un sexo, después
del sacrificio del animal o cuando el animal tiene una edad avanzada, o bien en aquellos en
los que la obtencion de los registros fenotipicos resulta econémicamente costosa.

Dentro de las posibilidades de utilizacion a corto-medio plazo de la informacién genémica en
la mejora genética porcina, cabe destacar tres importantes aproximaciones:

1- La seleccion asistida por marcadores (MAS), que permite tener en cuenta en el modelo de
evaluacion genética de los individuos el efecto del genotipo para aquellos marcadores en
desequilibrio de ligamiento con la/s mutacion/es causal/es del QTL, asi como plantear la
seleccion de aquellos alelos de los marcadores asociados con los alelos favorables del QTL.
En aquellos casos donde los caracteres sean dificiles de medir, este método permitiria plantear
un proceso selectivo justo al nacimiento del animal sin tener que esperar a tener los registros
fenotipicos (Haley y Visscher, 2000). Asimismo, el uso de BLUP y MAS conjuntamente
permitirian un beneficio genético adicional de méas del 50% (Rothschild y Plastow, 1999;
Paszek et al., 1999). Por su parte, Meuwinssen y Goddard (1996) sefialan que la aplicacion
de la MAS conseguiria un aumento del 38-64% en la respuesta respecto a la obtenida



exclusivamente por los métodos de seleccion tradicionales, y los beneficios se obtendrian a
corto plazo aunque, en algunos casos, puede causar una penalizacion a largo plazo.

2- La seleccidn asistida por genes (GAS). Otra posibilidad es mediante la deteccién directa de
variantes alélicas de genes que contengan una mutacion causal con una importante incidencia
en la expresion fenotipica del caracter. Son ejemplo de ello el gen del Halotano o RYRL,
situado en el cromosoma 6 de porcino, que determina sensibilidad al estrés porcino y con
efectos contrapuestos sobre la calidad de la canal y de la carne; el gen IGF2 para contenido
muscular; el gen CAST para terneza en el cromosoma 2; y el gen PRKAG3 para calidad de
carne en el cromosoma 15, entre otros. Estos genes son responsables de mutaciones causales,
y se podrian tener en cuenta en los programas de mejora genética de la especie, tal y como ya
se ha hecho con el gen RYR1 (Bidanel, 2008). No obstante, esta aplicacion puede verse
limitada ya que son pocos los casos de genes descritos con un efecto mayor sobre caracteres
productivos.

3- Una aplicacion adicional del uso de la genética molecular en mejora genética seria la
realizacion de programas de introgresion asistida por marcadores (MAI), donde un alelo
beneficioso puede ser introducido en una poblacién en la cual no exista (Andersson, 2001).

4- Finalmente, la Seleccién Genomica (GS) es una reciente aproximacion que se propuso para
poder predecir el mérito genético de los individuos, basandose en un genotipado masivo de
alta densidad (miles de SNP) y la asociaciéon de estos marcadores con caracteres de interés
(Meuwinssen et al, 2001). Esta técnica ya se esta utilizando en ganado vacuno para poder
estimar el valor genético del animal basandose en las asociaciones entre los genotipos de los
marcadores y el rendimiento lechero, contajes de células somaticas, vida productiva, tasa de
gestacion de las hijas, y otros caracteres importantes (Weigel, 2008). Ademas, Illumina junto
con el Consorcio Porcino Internacional SNP Chip han anunciado la reciente disponibilidad
del panel 50K+SNP porcino para el estudio de la variabilidad estructural a nivel genémico, el
cual nos abre nuevas perspectivas para la aplicacion de la seleccion gendmica en la especie
porcina.

1.5. Deteccion de QTL en porcino

La mayoria de los caracteres de importancia econdémica, en los animales domésticos en
general y en porcino en particular, son caracteres complejos con una herencia multifactorial.
En general se trata de fenotipos distribuidos de forma continua, influenciados por multiples
genes o loci de caracteres cuantitativos (QTL) a lo largo del genoma, asi como por numerosos
factores ambientales, por lo que para describir la base genética de estos caracteres habria que
considerar los efectos conjuntos de todos los genes causantes de la variacion (Yague, 2008).
Tal y como indica de Vries et al. (1998), de los genes causantes de parte de la variacion
fenotipica, unos pocos genes tendran un efecto importante (Genes Mayores) mientras que el
resto de la variabilidad se debera a varios genes con efecto pequefio (de Vries et al, 1998).

Aunque se han hecho grandes avances en la eficiencia productiva de una gran variedad de
especies animales usando la seleccién basada en el modelo infinitesimal, un mayor
conocimiento de la arquitectura molecular de los caracteres cuantitativos complejos podria
redundar en una mejora de la seleccion. Segun Ibeagha-Awemu (2008), se espera que los
nuevos conocimientos puedan generar nuevas oportunidades para que la MAS y la GAS sean
mas efectivas. Estos motivos explican los numerosos estudios orientados a describir los loci



con efectos sobre la variabilidad geneética de los caracteres cuantitativos, los denominados
QTL (del inglés Quantitative Trait Loci).

Los estudios encaminados a la deteccion de QTL en diferentes especies animales empezaron a
despuntar a principios de los afios 90, en parte gracias al avance de las nuevas técnicas
moleculares como la PCR (Saiki et al., 1985). Posteriormente y gracias al rpido desarrollo de
los mapas genéticos basados en los marcadores de DNA combinado con los avances de los
métodos estadisticos, se pudo llevar a cabo el mapeo de numerosos loci responsables de la
variacion cuantitativa o QTL (Haley et al., 1994).

En el caso de la especie porcina se han descrito un gran nimero de QTL en practicamente
todos los cromosomas para caracteres de crecimiento, canal y calidad de la carne, y en un
menor nimero de cromosomas para caracteres reproductivos (Rothschild, 2003). La figura 1.5
refleja la evolucion de los QTL descritos en porcino a lo largo de los Gltimos 15 afios.
Actualmente estdn recogidos en la Base de Datos de QTL de animales domesticos
(http://www.animalgenome.org/QTLdb/) un total de 1831 QTL detectados en la especie
porcina, vinculados a 316 caracteres productivos, resultado de 113 publicaciones (lbeagha-
Awemu, 2008).
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Figura 1.5 Evolucién de los QTL descritos en porcino a lo largo de los ultimos 15 afios segln la Base
de Datos de QTL (http://www.animalgenome.org/QTLdb/).

Tabla 1.1 Principales caracteres para los cuales se ha descrito un mayor nimero de QTL en porcino,
segun la Base de Datos de QTL (http://www.animalgenome.org/QTLdb/).

Caracter N° QTL Caracter N° QTL
Espesor grasa dorsal (media) 89 NUmero de tetinas 27
Area del lomo 51 Peso de la grasa dorsal 27
Ganancia media diaria 46 Espesor grasa dorsal ultima costilla 25
Longitud canal 42 Peso corporal al nacimiento 24
Peso jamon 42 Peso de la cabeza 24
pH 24 hr post-mortem (Lomo) 34 Peso del lomo y cuello 23
Rendimiento de la canal 33 Peso corporal (Sacrificio) 22
Color-L de la carne 33 Didmetro de fibras musculares 22
Porcentaje de magro 32 Peso canal (Fria) 20
Espesor de grasa dorsal 102 costilla 27 Contenido grasa intramuscular 20




La tabla 1.1 muestra los 20 caracteres para los cuales se han descrito un mayor numero de
QTL. Tal y como se muestra en esta tabla, el contenido de GIM esté entre los 20 caracteres
con mayor nimero de QTL identificados, si bien muy por debajo de caracteres mucho mas
ampliamente estudiados, como el espesor de grasa dorsal o la ganancia media diaria. Cabe
también destacar en esta tabla la ausencia de caracteres relacionados con la composicion de la
grasa muscular estudiados en el presente trabajo, para los cuales existe un nimero mucho mas
modesto o incluso nulo de QTL.

1.5.1 Disefios para la deteccion de QTL

La base principal de la deteccion de QTL es el desequilibrio de ligamiento entre QTL y
marcador o marcadores. En este sentido, e mapeo por intervalos descrito por Lander &
Botstein (1989), el cual consiste en genotipar varios marcadores distribuidos a lo largo del
genoma a analizar y estudiar en cada punto el efecto del QTL en funcidn del genotipo y el
desequilibrio de ligamiento (la distancia) con los marcadores flanqueantes, supuso una gran
revolucion y es el método en el que se basan practicamente todos los estudios actuales para la
deteccion de QTL.

Referente a los disefios, tal y como revisa Georges (2007), los dos tipos de cruce experimental
para la deteccion de QTL en porcino en base a la generacion de segregacion y desequilibrio
de ligamiento han venido siendo:

1) el cruce F2 entre dos lineas divergentes para el/los caracteres estudiados, donde los
animales F1 (todos supuestamente heterocigotos para el QTL) son cruzados entre si para
generar la F2.

2) el retrocruce o backcross (RC), en el que la segunda generacion se obtiene del
cruzamiento de los animales F1 con una de las lineas parentales.

Aunque el disefio RC puede aportar una mayor deteccion y un mayor poder de resolucién
cuando se trata de busqueda de QTL especificos (e.g. QTL con dominancia y haciendo RC a
la linea recesiva), en muchas circunstancias se prefiere el disefio F2 por su polivalencia
(Darvasi, 1998).

Si bien los cruces experimentales han resultado muy Utiles para la deteccion de un nimero
importante de QTL, se debe tener en cuenta algunas consideraciones y limitaciones. Por un
lado, parten de la asuncién de que las dos lineas parentales tienen fijados alelos alternativos
para el QTL, asuncién que no siempre se cumple. Por otro lado, al generar la segregacion
mediante el cruzamiento es muy probable que los QTL detectados no estén segregando en las
poblaciones comerciales. Por estos motivos, juntamente con el elevado coste de generar un
cruce experimental, cada vez es mas frecuente plantear la deteccion de QTL en poblaciones
abiertas (outbred) y aprovechando las estructuras familiares disponibles en el pedigri de la
poblacién analizada. Entre los disefios mas populares para la deteccion de QTL en
poblaciones comerciales se encuentran dos que han sido particularmente utilizados en el
vacuno de leche:

- El disefio de medio hermanos (denominado “Disefio Hijas” en vacuno de leche), en
el que se analiza la presencia de QTL a partir de las diferencias fenotipicas entre los grupos de
descendientes (medio-hermanos entre ellos) que han heredado alelos alternativos de un padre
comun heterocigoto para el/los marcadores (Giovambattista, 1998).

- El “Disefnio Nietos”, aplicado especificamente en vacuno de leche, en el que se
analizan las diferencias entre los descendientes machos que han heredado alelos alternativos
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del padre comun, pero en términos de valor genético predicho mediante un test de progenie
(i.e. a partir de los fenotipos medidos en las nietas) (Giovambattista, 1998).



2.- Calidad del producto y metabolismo lipidico

El creciente interés por la calidad de los productos cérnicos ha dado lugar a que el porcentaje
y la composicion de la GIM constituyan en la actualidad objetivos de gran interés. Sin
embargo, esto no siempre ha sido asi; durante décadas el principal objetivo de la produccion
porcina era obtener la mayor cantidad de magro posible. Tal y como sefialan Toro y Sili6
(1992), debido a una seleccion a favor del crecimiento y una menor deposicion de grasa,
caracteres como la GIM vy la calidad de la carne se vieron afectados negativamente, al igual
que la prolificidad de las cerdas y el apetito de los animales (Toro & Silid, 1992). Todo ello
ha conducido a enfocar los objetivos actuales a la obtencién de un producto final con un valor
afiadido y una mejor calidad.

2.1 Calidad de la carne y contenido de grasa intramuscular

Si bien parece que desde el punto de vista del consumidor la calidad de la carne viene
determinada esencialmente por el sabor, la terneza y la jugosidad (Wood, 1989), la calidad de
la carne en su conjunto estd relacionada con pardmetros de tipo sensorial, nutricional,
dietético y tecnologico (Garcia-Regueiro y Diaz, 1994; Lopez-Bote et al., 1998). En este
sentido, la cantidad de GIM presente en la carne es un importante factor determinante de la
calidad tanto sensorial como tecnoldgica y nutricional. La cantidad de GIM interviene sobre
la palatabilidad de la carne afectando a la textura, la jugosidad y el sabor. Algunos autores han
sugerido entre otras razones que la GIM tiende a acumularse entre los haces de fibras
musculares, precisamente por donde comienza la rotura de las fibras durante la masticacion
(Purslow, 1985). Asimismo la GIM esta relacionada con la capacidad de retencion de agua, y
un cierto porcentaje de GIM es indispensable para un adecuado flavor y una correcta
maduracion durante el proceso de secado de los productos curados (Lépez-Bote, 1998;
Chizzolini et al., 1998). Por estos y otros motivos, entre los caracteres relacionados con la
calidad de carne, la cantidad de GIM ha sido hasta la fecha uno de los caracteres mas
estudiados y es uno de los objetivos de seleccion mas al alza.

2.2. Calidad de la carne y composicion de la grasa intramuscular

La composicion en &cidos grasos (AG) de la grasa muscular, asi como el contenido en
colesterol, muestran también un importante efecto sobre distintos parametros de la calidad de
carne: el flavor, la palatabilidad, las caracteristicas tecnoldgicas y principalmente sobre su
valor nutritivo (Cameron and Enser, 1991; Wood, 2008). El creciente interés por los
productos saludables ha incrementado ademas la importancia de la composicion de la grasa
ligada a la carne. En este sentido, si bien la ingesta de carne de cerdo ha estado
tradicionalmente sometida a recomendaciones de bajo consumo debido a su alto contenido en
grasa, diversos trabajos han mostrado en los Gltimos afios que el perfil de &cidos grasos de
animales seleccionados genéticamente y/o sometidos a una alimentacion especial (e.g. el
cerdo ibérico) puede resultar incluso beneficioso para los humanos desde el punto de vista del
riesgo cardiovascular (Martin Pena et al, 1992; Steward et al, 2001). Por ello, en la
produccién de porcino de calidad, no s6lo deben tenerse en cuenta aspectos sensoriales, sino
también insistir en la posibilidad de conseguir un producto que presente una composicion en
acidos grasos compatible con una alimentacién cardiosaludable.

Desde una perspectiva bioquimica, los acidos grasos son moléculas formadas por cadenas de

hidrocarburos no ramificadas con un residuo carboxilico (COOH) en uno de sus extremos
(Frayn, 1998). Asimismo, los acidos grasos se clasifican segin el niamero de doble enlaces
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presentes en la molécula como: acidos grasos saturados, &cidos grasos monoinsaturados y
acidos grasos poliinsaturados (ver tabla 1.2). Las principales caracteristicas de estos tres
grupos de acidos grasos son:

A) Acidos grasos saturados (AGS)

Tienen enlaces simples entre los d&tomos de carbono. Desde el punto de vista dietético,
diversos autores coinciden en que la ingestion de elevadas cantidades de AGS aumenta la
concentracion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en el plasma sanguineo, con el
consiguiente aumento en el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares (Ventanas et
al., 2001). Dentro de los &cidos grasos saturados mas representados en la carne de cerdo
debemos destacar el acido palmitico (C16:0), el acido estearico (C18:0) y, en menor
instancia, el acido miristico (C14:0).

B) Acidos grasos insaturados

Tienen uno o diversos enlaces dobles i/o triples en la cadena hidrocarbonada, y tienen un
punto de fusion bajo por lo que muchas veces son liquidos a T# ambiente. Los acidos
grasos insaturados mas comunes de la carne, en general, segin Swatland (1991) son: el
oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3). Aunque, en nuestro caso, los méas
comunes son el oleico, linoleico, vacénico, palmitico y araquiddnico, siendo el linolénico
mas minoritario.

Ademas, los acidos grasos insaturados se dividen en dos categorias:

- Acidos grasos poliinsaturados (PUFA)

Presentan mas de una instauracion en forma de doble enlace. Dentro de los Pufa
encontramos los omega-3 i los omega-6 entre otros. Los omega-3 tienen el primer
doble enlace entre los carbonos 3 y 4, son abundantes en la grasa del pescado azul y
las semillas de girasol. Son beneficiosos porque protegen de accidentes vasculares.
Dentro de los omega-3 destaca el linolénico.

Los omega-6 tienen el primer doble enlace entre los carbonos 6 y 7, y un exceso es
perjudicial para la salud ya que, pueden presentar inicios de placas de ateromas que
causan accidentes vasculares. Destacan el linoleico y el araquidénico.

- Acidos grasos monoinsaturados (MUFA)

Presentan una Unica saturacién en forma de doble enlace entre los carbonos 9 y 10
(caso del oleico) o entre los carbonos 7 y 8 (caso del vacénico o el palmitoleico). La
importancia de los MUFA en prevencion de enfermedades cardiovasculares ha estado
revalorizada por nutrélogos y dietistas a partir del hecho constatado que son tan
efectivos como los PUFA en disminuir los niveles de LDL-colesterol, pero sin reducir
las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Ventanas, 2006). El acido oleico es el
principal representante de los MUFA.

En cuanto al impacto de la composicion en acidos grasos sobre las caracteristicas tecnolégicas
de la carne, destacar su efecto sobre la firmeza de la grasa en funcion de las proporciones
relativas de acidos grasos saturados e insaturados, asi como sobre la estabilidad oxidativa del
musculo, repercutiendo en ultimo término sobre el sabor de la carne. De este modo, los PUFA
tienen mayor tendencia a sufrir procesos oxidativos, dando lugar a un sabor rancio y otras
alteraciones indeseables, mientras que los AGS tienen una influencia positiva sobre el flavor y
la firmeza y un elevado contenido en MUFA es particularmente importante para una adecuada
maduracion y flavor de los productos curados (Lopez-Bote, 1998; Chizzolini et al., 1998;
Wood, 2008).
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Tabla 1.2 Nomenclatura Acidos grasos mas relevantes. (IUPAC 2001)

Nombre comun Nombre sistematico Formula quimica
Saturados

Acido Butirico butanoico 4:0

Acido Miristico tetradecanoico 14:0

Acido Palmitico hexadecanoico 16:0

Acido Esteérico octadecanoico 18:0
Monoinsaturados

Acido Palmitoleico hexadeca-9-enoico 16:1(w-7)

Acido Oleico octadeca-9-enoico 18:1(w-9)

Acido Vacénico octadeca-11-enoico 18:1(w-7)
Poliinsaturados

Acido Linoleico octadeca-9,12-dienoico 18:2(w-6)

Acido y-Linolenico octadeca-6,9,12-trienoico 18:3(w-6)

Acido a-Linolenico octadeca-9,12,15-trienoico 18:3(w-3)

Acido Araquidénico eicosa-5,8,11,14-tetraenoico 20:4(w-6)

Dentro de la composicion de la grasa intramuscular, no debemos olvidar el contenido en
colesterol, también con una cierta incidencia sobre la salud humana y una percepcion negativa
por parte del consumidor. A pesar de ello, el colesterol es un componente principal de la
membrana plasmatica porque le ofrece fluidez, permeabilidad y espesor (Crockett, 1998).
Ademas, también actia como precursor de la sintesis de la molécula de vitamina-D vy
hormonas esteroideas (progesterona, algunos estrdgenos, testosterona y cortisol), e intervine
en la produccién de la bilis (Garcia et al, 1996)

2.3. Proceso de sintesis de los acidos grasos Vv el colesterol: enzimas implicados

En los animales monogastricos, los AG procedentes de la dieta pueden ser oxidados o
depositados en los tejidos adiposos, pero existe también sintesis de novo de AG. De este
modo, los principales PUFA como son los AG omega-3 y omega-6 son etiquetados como
acidos grasos esenciales, por proceder exclusivamente de la dieta, mientras que los AGS y
MUFA, particularmente el palmitico, esteérico y oleico proceden también de la sintesis de
AG a partir de de la acetyl-CoA.

A diferencia de otras especies, en el cerdo es el tejido adiposo el que posee mayor actividad
lipogénica, y donde se realiza por tanto la mayor parte de la sintesis de acidos grasos (O’Hea
& Leveille, 1969). La lipogénesis es la reaccion bioquimica por la cual son sintetizados los
acidos grasos y unidos con el glicerol para formar triglicéridos o grasas de reserva. Su
regulacién ha sido ampliamente estudiada por diversos autores (e.g. Rothschild, 2003, 2004;
Kollers et al., 2005). Si nos fijamos en la figura 1.6 podemos observar que la ruta principal de
biosintesis se produce en el citosol. La glucosa se metaboliza a piruvato por la via de la
glicolisis, luego en la mitocondria tiene lugar el ciclo del &cido tricarboxilico o ciclo de
Krebs, donde mediante una serie de transformaciones, a partir del piruvato se genera citrato.
Posteriormente, sale de la mitocondria al citosol y mediante la accion de la enzima ATP-
citrato ligasa se combina con el acetil-CoA, después se carboxila a manolil-CoA por accion
de la enzima Acetil-CoA carboxilasa 0 ACACA. El malonil se convierte entonces en precursor
de los &cidos palmitico (C16:0) y miristico (C14:0) mediante la accion de la enzima &cido
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graso sintasa 0 FASN. A su vez, el palmitico sera el precursor de los acidos grasos saturados
(e.g. acido estearico o C18:0) y de los &cidos grasos monoinsaturados (e.g. &cido oleico o
C18:1 n-9; acido palmitoleico o C16:1 n-9).

Lactate

Glucose <& <&

HK ¢

’ \Penrose phosphate path way|
Lactate  Glucose-6-P — == » Pentose

1 NADP+ NADPH

Oleic acid (18:1)

SCDf

ACSS Stearic acid (18:0)
Elovié
Palmitic acid (16:0)

Long-chain acyl CoAs

paATs\ ~ Membranes
FASN Palmitoylation

Lipogenic pathway TILYCD

Citrate—= Acetyl CoA === Malonyl CoA
ACLY AcCC

Krebs cycle

HMG CoA

Mevalonate

Figura 1.6 Esquema de la lipogénesis (Chen et al, 2007b). ACC: Acetil-CoA carboxilasa; ACLY:
ATP-citrato ligasa; FASN: 4&cido graso sintasa; ACSS: Acetil-Coa Sintetasa; CPT: carnitina
palmitoiltransferasa; Elovl6: ELOVL familia 6; HK: hexoquinasa; LDH: lactato deshidrogenasa; LDL:
lipoproteinas de baja densidad; MLYCD: malonil-CoA descarboxilasa; PAT: palmitoil acil
transferasas; y SCD: estearoil-CoA desaturasa.

Referente a la sintesis de colesterol debemos mencionar que puede sintetizarse en el reticulo
endoplasmatico o puede proceder de la dieta (Charlton-Menys & Durrington, 2008). El
6rgano méas importante en cuanto a biosintesis de novo de colesterol es el higado, alli tiene
lugar una via compleja cuya enzima principal es la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa o
HMG-CoA reductasa (Garcia et al, 1996).

Desde el punto de vista productivo y biomédico, puede ser de gran utilidad conocer
brevemente algunos de los factores genéticos que regulan el metabolismo lipidico en porcino.
Encontramos diversos puntos de regulacion dentro del metabolismo de los AG vy el colesterol.
Entre otros, podemos mencionar los cambios que tienen lugar a nivel de transcripcion, la
regulacion en el procesamiento del RNA mensajero y el proceso de estabilizacion de éste, o la
actividad de varios factores de transcripcion. Referente a los factores de transcripcion,
encontramos varios ejemplos como el caso del “Peroxisome Proliferator Activated Receptor”
0 PPAR descrito en Lee et al. (1995), y el caso del “Sterol Regulatory Element Binding
Protein” o SREBP1 descrito en Kim (1996). Estos factores de transcripcion regulan la
expresion de diversos enzimas clave dentro las rutas metabodlicas de los AG (Duran-Montge,
2007). También encontramos factores de transcripcion que actuan en la regulacion del
colesterol como por ejemplo el SREBP, descrito anteriormente, y el “SREBP-cleavage
activating protein” o SCAP. Su funcidn es regular la expresion de distintos loci (e.g. el del
receptor de las lipoproteinas de baja densidad LDLR o la HMG-CoA reductasa).
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3.- Interés de la raza Duroc dentro de este contexto

La raza Duroc (figura 1.7) es originaria de Estados Unidos, donde surgio de la fusion entre la
Old Duroc con la Red Jersey en el siglo XIX. Se distingue por ser una raza rastica y
adaptable, de color rojo (variando del rojo amarillento al rojo oscuro), con unas orejas de
tamafio mediano levemente erectas en su base con una inclinacion hacia delante, y unas
solidas pezufias y patas, que hacen del Duroc una excelente eleccion para condiciones
dificiles de crianza, resistente a enfermedades y a climas célidos
(http://www.razanostra.com/duroc.asp).

En general, se sabe que esta raza tiene unas caracteristicas productivas similares a otras razas
de porcino (Tibau et al., 1997) y se distingue por una mayor aceptabilidad de su carne debido
a un mayor contenido de GIM en sus masculos (Barton-Gade, 1990; Edwards et al., 1992;
Oliver et al., 1994). Generalmente, se acepta que su mayor nivel de GIM tiene una influencia
positiva sobre las cualidades sensoriales de la carne y de los productos derivados. En este
sentido, se sabe que la raza o tipo genético es el factor que determina en mayor parte el nivel
de GIM que un cerdo puede alcanzar.

Segun la revision de Reixach (2004) existen numerosos estudios que indican la superioridad
en contenido en GIM de la raza Duroc frente a las razas Large White, Landrace y Hampshire
y sobre todo frente a las razas Pietrain y Landrace belga. Esta superioridad en contenido en
GIM del Duroc respecto las demas razas, conjuntamente con otras caracteristicas deseables
inherentes al genotipo Duroc (rusticidad, docilidad, etc.), han provocado la inclusion de esta
raza en muchos de los esquemas de seleccion actuales. Cabe destacar no obstante que dentro
de la raza Duroc existe una variabilidad importante en el nivel de GIM, hasta el punto de que
el porcentaje de GIM que aporta un animal Duroc de tipo finalizador, mejorado para el
porcentaje de magro, puede ser similar al de una raza blanca (Reixach, 2004)

Figura 1.7 Cerdas de raza Duroc.

La raza Duroc se introdujo en Espafia en la década de los sesenta y se emplea habitualmente
como linea paterna, tanto en cruzamientos a dos vias como a tres vias, ya que origina
camadas muy amplias con lechones muy vigorosos al nacimiento, lo que disminuye
sensiblemente la mortalidad en lactacién. Es ademas una raza particularmente adecuada
para el transformado de jamén y lomo, utilizdndose masivamente para la produccion a partir
de cerdo blanco, como el Jamon de Trévelez o de Teruel. En estos casos el interés esencial
de la raza Duroc recae en su mayor infiltracion de grasa que hace que estos productos
mejoren en cuanto a calidad y sabor (http://www.razanostra.com/duroc.asp). También es
adecuada para incrementar la produccion de carne y jamén curado de buena calidad del
cerdo ibérico (Dehesa de Extremadura, Jamon de Guijuelo y Jamén de Huelva),
aprovechando en este caso la elevada GIM junto con las buenas aptitudes para el
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crecimiento de la raza Duroc para obtener productos con mejores caracteristicas
(http://www.razanostra.com/duroc.asp).

Mucho menos frecuente es la utilizacion de la raza Duroc como linea materna, ya que
aunque se le atribuye una mayor “resistencia” no suple con ello las mejores caracteristicas
maternales de razas como la Large White o Landrace. En Espafia si existen no obstante
diversos esquemas de cruzamiento que utilizan la raza Duroc para la obtencion de una
hembra hibrida mediante cruces con animales de raza Landrace o Large White, o incluso de
de tipo Ibérico (http://www.razanostra.com/duroc.asp).

Caracteristicas varias de la raza Duroc (http://www.razanostra.com/duroc.asp):

Ganancia media diaria 20-90 Kg. (g/dia)........ccccccevvervennnn 695
indice de conversion 20-90 Kg. (Kg/KQ)........ccovvverrvrrnnne. 3.1
Lechones VIVOS/Parto..........ccceveiveieevieseesiesie s 10-10.5
Lechones destetados/parto...........ccceeererereneneneenennenns 8-10

Caracteristicas de la carne:

Rendimiento de la canal a los 90 Kg. sin cabeza............. 74 %
Longitud de la canal (CM.)......ccccveiieiiiieic e, 93.5
% PIEZAS NODIES........eiiiii 61
% estimado de magro en lacanal............cccccevviieiieinennns 52
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4.- Estudio de la arquitectura genética de los caracteres relacionados con la
cantidad y la composicién de la grasa muscular

4.1 Parametros genéticos

La mejora de la calidad de la carne en general y del perfil lipidico en particular dependera en
cualquier caso de que exista un cierto grado de determinismo genético para estos caracteres,
i.e. de que estos caracteres sean heredables, y de su correlacion genética con los caracteres
productivos y/o reproductivos incluidos en los objetivos de seleccidn. En este sentido, las
heredabilidades de las principales caracteristicas que definen la calidad de la carne (grasa
intramuscular, terneza, capacidad de retencion de agua, color, etc.), de manera general, toman
valores moderados-altos, oscilando entre 0.25 y 0.50 (Tibau, 1998).

Respecto a los caracteres que enmarcan el presente trabajo, el contenido de GIM es el que ha
sido objeto de un mayor nimero de trabajos encaminados al estudio de su determinismo
genético (Knapp et al. 1997, Newcom et al. 2005, Suzuki et al. 2005, Suzuki et al. 2006). En
la poblacion Duroc analizada, Casellas et al. (2009) certifican una importante variabilidad
genética para el contenido en GIM, obteniendo unas medias posteriores de 0.647 y 0.575 para
las heredabilidades de la GIM en los musculos gluteus medius (GM) y longissimus dorsi
(LD), respectivamente. Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos previamente

(h? = 0.57) por Solanes et al. (2009) en una muestra distinta de la misma linea comercial
Duroc, y estan comprendidos dentro del rango de estimaciones aportados en la bibliografia en
distintas poblaciones porcinas (de 0.26 a 0.86; Sellier, 1998). Por su parte Suzuki et al. (2005)
estimo algunos de los parametros genéticos de caracteres relacionados con la calidad de carne
en otra poblacién de raza Duroc, obteniendo una heredabilidad de 0.39 para el contenido de
GIM junto con algunas estimaciones de correlaciones genéticas entre la GIM y distintos
parametros de calidad. Un ejemplo es la correlaciéon positiva entre GIM y capacidad de
retencion del agua, pardmetro muy a tener en cuenta en la calidad de carne y principalmente
en la maduracion durante el proceso de secado de los productos curados. En un trabajo
posterior, Suzuki et al. (2006) obtuvieron heredabilidades de 0.40 y 0.51 para la grasa
intermuscular e intramuscular, respectivamente

En cuanto al perfil de acidos grasos de la carne porcina, a pesar de su importancia para las
caracteristicas organolépticas y la salud humana, existen pocos trabajos que aporten
estimaciones de los parametros genéticos para composicion de acidos grasos en cerdos. En la
poblacion Duroc analizada, Casellas et al. (2009) obtienen heredabilidades medias-altas para
la mayor parte de acidos grasos saturados y monoinsaturados en ambos musculos GM y LD,
aungue para los acidos grasos poliinsaturados linoleico y araquidénico, y los porcentajes
totales de omega-3 y omega-6, s6lo obtuvieron heredabilidades de bajas a moderadas para el
muasculo GM. También Suzuki et al. (2006) obtuvieron heredabilidades para el contenido de
acidos grasos en otra poblacién Duroc, obteniendo heredabilidades en muchos casos
concordantes con las obtenidas en nuestra poblacion por Casellas et al. (2009). Estos autores
también estimaron correlaciones genéticas y fenotipicas de la grasa dorsal con el perfil de
acidos grasos, obteniendo correlaciones positivas con el contenido de acidos grasos saturados,
negativas con el acido estearico y linoleico, y nulas con el acido oleico. Los datos de este
estudio sugieren que la composicion de acidos grasos del tejido adiposo estéd correlacionada
genéticamente con la calidad de la carne y de la canal. Por su parte Fernandez et al. (2003)
estimaron las heredabilidades de la composicion de acidos grasos de la grasa subcutanea en
un cruce de cerdos Ibéricos, obteniendo unas heredabilidades para los acidos esteéarico, oleico,
linoleico y palmitico que fluctuaron entre 0.29 (&cido linoleico) y 0.41 (&cido estearico).
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En su conjunto podemos decir que los resultados encontrados certifican la existencia de un
relevante determinismo genético en los caracteres relacionados con la cantidad y composicién
de la grasa intramuscular, lo que justifica la realizacion de posteriores estudios orientados a la
busqueda de los loci implicados en la variabilidad genética de estos caracteres.

4.2 Estudios de QTL vy Genes candidatos

4.2.1 ldentificacion de QTL

En el contexto de los trabajos enfocados a localizar regiones del genoma ligados al
metabolismo lipidico cabe destacar como pionero el trabajo de Anderson et al. (1994), donde
se encontraron diversos QTL con un efecto importante sobre el crecimiento y los depositos de
grasa. Posteriormente multiples estudios sobre QTL se han llevado a cabo en la especie
porcina que han dado lugar a que actualmente se hayan identificado 451 QTLs con efecto
sobre el engrasamiento y 70 QTL con efecto sobre la composicion de acidos grasos (Pig QTL
database, http://www.animalgenome.org/QTLdb/pig.html).

Concretamente respecto a los caracteres estudiados en este trabajo, cabe destacar que se han
identificado varios QTL relacionados con el contenido de GIM en los cromosomas porcinos
(SSC; Sus Scrofa Chromosome) 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 15, 17 y X. También se han identificado
varios QTL relacionados con la composicién de los acidos grasos, como por ejemplo en los
SSC4 y 7 para acido linoleico; en los SSC4, 10 y 18 para acido miristico; en los SSC4, 8 y 15
para acido palmitico; en los SSC1, 4, 8 y 9 para &cido palmitoleico; en los SSC1, 4, 9 y X
para &cido estearico; y en los SSC4 y 15 para acido oleico, entre otros (Ovilo et al., 2002;
Szida et al., 2002; Clop et al., 2003; Sato et al., 2003; Guo et al., 2008; Nii et al., 2006;
Sanchez et al., 2007).

En la tabla 1.3 se muestra mas detalladamente una lista de los trabajos mas relevantes donde
se han identificado alguno de los QTL anteriormente mencionados, en relacion a la cantidad y
composicion de acidos grasos. En ella vemos como varios de los QTL detectados en las
distintas poblaciones muestran concordancia posicional, como por ejemplo, el QTL en el
SSC4 para el acido linoleico y acido oleico, el QTL en el SSC10 para el acido miristico, o el
QTL en el SSC8 y SSC14 para el &cido palmitico. En cambio para la GIM se han detectado
multiples QTL en distintos cromosomas y solamente el QTL descrito en el SSC6 fue
detectado conjuntamente por Ovilo et al. (2002) y Szida et al. (2002). En cualquier caso, cabe
destacar que todos los trabajos mencionados en la tabla 1.3 se han realizado a partir de
poblaciones experimentales (cruces F2), por lo que no podemos asegurar que estos QTL estén
efectivamente segregando en poblaciones comerciales.
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Tabla 1.3 QTL detectados asociados a la cantidad y composicion de la grasa intramuscular.

SSC Caracter Disefio Referencia

6 GIM F2 Ovilo et al., 2002
1,3,15 GIM F2 Sanchez et al., 2007
6 GIM F2 Szida et al., 2002
7,9 GIM F2 Sato et al., 2003
47 Araquidédnico F2 Guo et al., 2008
9,14 Estearico F2 Sanchez et al., 2007
1,9,X Esteéarico F2 Nii et al., 2006

8 Esteéarico F2 Guo et al., 2008
1,7,10,14 Linoleico F2 Sanchez et al., 2007
4 Linoleico F2 Clop et al., 2003
417 Linoleico F2 Nii et al., 2006
47,8 Linoleico F2 Guo et al., 2008

9 Miristico F2 Sanchez et al., 2007
10 Miristico F2 Clop et al., 2003

16 Miristico F2 Nii et al., 2006

10 Miristico F2 Guo et al., 2008
1,7,10,13 Oleico F2 Sanchez et al., 2007
8 Oleico F2 Clop et al., 2003
2,4 Oleico F2 Nii et al., 2006

47 Oleico F2 Guo et al., 2008
8,14,16 Palmitico F2 Sanchez et al., 2007
8 Palmitico F2 Clop et al., 2003
3,6,14,15 Palmitico F2 Nii et al., 2006

7.X Palmitico F2 Guo et al., 2008
10,12 Palmitoleico F2 Sanchez et al., 2007
1,9 Palmitoleico F2 Nii et al., 2006

13 Palmitoleico F2 Guo et al., 2008

15 Vaccénico F2 Nii et al., 2006

14 AGS F2 Sanchez et al., 2007
9,15 AGS F2 Nii et al., 2006
7,8,X AGS F2 Guo et al., 2008
1,5,10,13,14 MUFA F2 Sanchez et al., 2007
4,7 MUFA F2 Guo et al., 2008
11,14 PUFA F2 Sanchez et al., 2007
5 PUFA F2 Nii et al., 2006

4,7, X PUFA F2 Guo et al., 2008

4.2.2 Estudio de genes candidatos

El objetivo final de la mayoria de los trabajos en el &mbito de la gendmica animal ha venido
siendo la identificacion de genes asociados a fenotipos para caracteres de interés productivo o
de resistencia a enfermedades, bien abordando directamente el estudio de genes candidatos
funcionales o bien localizando genes candidatos posicionales que pudieran ser responsables
de los QTL descritos. Para muchos de estos genes candidatos se han detectado variaciones de
DNA (polimorfismos) y se ha analizado su posible asociacion con determinados caracteres de
produccién. Sin embargo y a pesar de los multiples trabajos, hasta la fecha hay un escaso
conocimiento sobre los genes con mutaciones responsables de QTL relevantes, lo cual limita
mucho la aplicacion de técnicas como la GAS (Ibeagha-Awemu, 2008).
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La Tabla 1.4 muestra algunos de los genes para los que se han identificado polimorfismos
asociados a caracteres relacionados con el engrasamiento y las caracteristicas de la carne en la
especie porcina. De entre ellos cabe destacar el gen del receptor de la rianodina (RYR1),
ampliamente estudiado en porcino por estar asociado al famoso sindrome de estrés porcino.
La deteccion de la mutacion no sindnima C1843T causante de este sindrome (Fuji et al. 1991;
O'Brieny MacLennan, 1992) supuso un importante hito para la industria porcina. Este
polimorfismo produce en aquellos animales con genotipo TT un aumento del porcentaje de
magro y un aumento de la masa muscular, pero también son animales méas propensos al estrés
y con una carne de peor calidad en comparacion con los animales homocigotos CC (Ibeagha-
Awemu, 2008).

Tabla 1.4 Variaciones de DNA o polimorfismos y sus relaciones con caracteres de engrasamiento de
la carne en cerdos (Ibeagha-Awemu, 2008).

Nombre
Gen Simbolo | Variante RNA [ Efecto sobre el caracter Referencia
Variantes relacionadas con el engrasamiento
Los animales TT son magros y con FUJ”?t al.
1991;
Receptor C1843T exceso de musculatura resultando en una | .5
. - RYR1 it . . O'Brieny
Rianodina (Arg615Cys) produccién/rendimiento mas magra que MacLennan
los animales homozigotos CC. (1992)
Asociaciones altamente significativas
con las concentraciones de los &cidos
Acetll_ ¢.5634T>C en grasos estearico, p_almltolelco y i
coenzima A . vacénico. Efecto negativo del alelo c.|Mufioz et al.
. ACACA |exdn 46 c.6681G . )
carboxilasa > T en exén 54 5634C en el porcentaje de C18:0 y|(2007a)
a positivo en el C16:1 (n-9) y C18:1 (n-7).
Efecto positivo del alelo ¢.6681G sobre
C18:0.
o CTTA S G Efectos _S|gn|f|cat|vos ~con las
Polipéptido concentraciones de los acidos grasos ~
e (Asp26Gly) S - .~ | Mufioz et al.
inhibitorio | GIP palmitoleico y estearico. Efecto positivo
o c.394A>C : (2007a)
gastrico (Met132Leu) del alelo c.77A sobre C16:1 (n-9) y
negativo sobre C18:0.

Centrandonos en estudios méas recientes sobre genes relacionados con el metabolismo
lipidico, cabe destacar el del gen que determina la sintesis de la enzima acetyl coenzima-A
carbolixasa o (ACACA), en el que se han descrito dos polimorfismos asociados con la
cantidad de grasa y el perfil de acidos grasos en una poblacién cruzada IbéricoxLandrace
(Mufioz et al., 2007a). En este mismo trabajo, Mufioz et al. (2007a) también describieron dos
polimorfismos para un gen que determina la sintesis de un polipéptido inhibitorio gastrico
(GIP) asociados a las concentraciones de los &cidos grasos palmitoleico y esteérico.

El gen ACACA ha sido también estudiado en la poblacion Duroc objeto del presente estudio
(Gallardo et al., 2009a). En este trabajo se describen varios nuevos polimorfismos para este
locus, y se observa una asociacion entre un haplotipo para dos de estos polimorfismos con la
cantidad de GIM, AGS, MUFA y PUFA del musculo LD (Gallardo et al. 2009a). Sin
embargo, el hecho de que los polimorfismos detectados tanto por Mufioz et al. (2007a) como
por Gallardo et al. (2009a) sean sindbnimos o no codificantes conduce a que se descarten como
mutacion causal responsable de estos cambios fenotipicos.
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Asimismo en la poblacion Duroc analizada en la presente tesina se ha estudiado como gen
candidato el gen de la 3-hidroxi-3-methilglutaril-coA reductasa (HMGCR porcino), el cual
juega un papel importante en la variabilidad genética del metabolismo lipidico y del colesterol
en porcino. El gen HMGCR ha mostrado diferencias a nivel de expresion asociadas a diversos
caracteres del metabolismo lipidico, y asimismo un polimorfismo de DNA detectado en dicho
locus ha mostrando una asociacién con la concentracion plasmatica de LDL (Cénovas et al.,
2009a). Otro gen candidato analizado ha sido el de la HDL-binding protein (HDLBP), cuya
molécula esta asociada a madaltiples funciones relacionadas con el mantenimiento de la
estructura de la heterocromatina y la regulacion de la expresion génica, y cuya expresion
podria estar modulada por los niveles intracelulares de colesterol; en la poblacion Duroc
analizada un polimorfismo detectado para este gen HDLBP ha mostrado una relevante
asociacion con la cantidad de GIM del musculo LD (Cénovas et al., 2009b). Por ultimo cabe
mencionar el trabajo de Gallardo et al. (2009b) en el que se estudian las proteinas
transportadoras de acidos grasos (FATPs), cuya variabilidad puede alterar el transporte de los
acidos grasos de cadena larga a las células, y en el que se han detectado relaciones
significativas de algunos polimorfismos con los niveles séricos de lipoproteinas LDL, asi
como con el contenido en acidos grasos saturados, particularmente con el contenido en acido
estearico de la grasa intramuscular.

Por ultimo mencionar que son muy numerosos los trabajos sobre genes candidatos llevados a
cabo en otras poblaciones porcinas. Dada la imposibilidad de hacer una revision de todos
ellos, baste mencionar a modo de ejemplo el estudio del gen H-FABP que determina la
proteina heart fatty acid-binding. Este gen se plante6 como candidato para la grasa
intramuscular, dado que se localiza en la region del cromosoma 6 porcino donde se ha
detectado un importante QTL para este caracter (Ovilo et al. 2002; Arnyasi et al. 2006).
Diversos trabajos han detectado polimorfismos de este gen (Gerbens et al., 2000, 2001; Li et
al , 2006; Arnyasi et al., 2006), describiéndose en todos ellos asociaciones mas 0 menos
importantes entre este gen y la cantidad de GIM en distintas poblaciones. En base sus
resultados, Gerbens et al. (2000, 2001) sugieren el interés de implementar diversos
polimorfismos del gen H-FABP en un esquema de seleccion asistida por marcadores para
mejorar la GIM,
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5.- Estudios de expresion mediante microarrays

Un microarray o chip de DNA es una red muy precisa de alta densidad en la que se
encuentran representados de manera ordenada (arrayed) miles de genes; cada gen estd
representado por uno o méas fragmentos especificos de DNA de una sola cadena (CDNA u
oligonucledtido) inmovilizado sobre la superficie. Dicho de otro modo, un microarray de
DNA es un formato experimental basado en la fijacion de sondas (polinucleétidos que
representan a los genes en estudio) a un substrato sélido (cristal, plastico, silice), y
posteriormente expuestos a las moléculas diana (la muestra) (ver revisiones de Harshman,
2002 y Dopazo, 2002).

Los microarrays de DNA representan por tanto una tecnologia extremadamente util con una
amplia variedad de aplicaciones. Aunque la utilizacion de los microarrays de DNA para el
analisis de variacion de DNA (e.g. chips de SNPs) esta en franca expansion, su aplicacion
mas importante hasta la fecha ha venido siendo la monitorizacién de la expresion génica
(abundancia de RNA mensajero) de un sistema bioldgico dado, ya sea una célula, un 6rgano o
un tejido. En estos casos los microarrays de DNA nos permiten cuantificar el mRNA de las
muestras estudiadas mediante ensayos de hibridacion: el mRNA de las muestras, una vez
extraido y marcado, es capaz de formar una doble cadena con las moléculas de DNA
inmovilizadas en el chip que tengan una secuencia complementaria a la suya. El nivel de
hibridacién entre la sonda especifica y la molécula diana, indicado generalmente mediante
fluorescencia y medido por andlisis de imagen, indicara el nivel de expresion del gen
correspondiente a dicha sonda en la muestra analizada.

Todas las células de un organismo contienen un mismo genoma, pero existen diferencias
fenotipicas entre ellas. EI conjunto de genes que son expresados o transcritos a partir del DNA
genoémico, y que constituye el denominado “transcriptoma” o “perfil de expresion”, es un
importante determinante del fenotipo y la funcion celular (Dopazo, 2002). Un experimento
que permita medir el nivel de expresion de hasta miles de genes simultaneamente facilitara en
gran medida la comprension del funcionamiento del genoma de las células. En este sentido el
microarray de DNA nos proporciona una potente herramienta para medir los niveles de de
MRNA de un elevado numero de genes (Berger, 2005).

Respecto a los microarrays de DNA debemos mencionar también que existen dos modelos en
cuanto al tipo de hibridacién de los arrays. El primero de ellos esta basado en la hibridacion
competitiva, en el que el array es hibridado simultaneamente con dos sondas generadas a
partir del mRNA de las muestras a comparar (normalmente una muestra control con una
muestra de estudio, por ejemplo, tejido normal vs tejido tumoral) y marcadas diferencialmente
(normalmente con los fluorocromos Cy3 y Cy5, verde y rojo). El cociente de las intensidades
de fluorescencia (Cy3/Cy5) en cada posicion de DNA es una medida de la expresion génica
comparada relativa al gen representado en esa posicion del chip (Dopazo, 2002).

El segundo de ellos se basa en una hibridacién no competitiva mediante el marcaje individual
en arrays separados, es decir, cada chip se hibrida con una Unica muestra y hay un solo
marcaje fluorescente. Este es el caso de los GeneChip de Affymetrix (figura 1.8) que se
utilizaran en el presente trabajo. En estos arrays las sondas de oligonucledtidos son disefiadas
y sintetizadas in situ sobre chips electronicos de silice, de manera que cada sonda tiene una
longitud de 25 nucledtidos y cada gen esta formado por varias sondas que forman parte de
todo el locus genomico, lo que se denomina group set o grupo de sondas. Dentro de un group
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set, cada sonda de 25 oligonucleotidos con la secuencia perfecta (perfectmatch probe) va
acompariada de un control negativo, consistente en la misma secuencia con un cambio de base
en el centro de la sonda (missmatch probe), de manera que asi se puedan detectar y eliminar
las hibridaciones inespecificas y para poder obtener un rendimiento méas robusto y preciso de
la cuantificacidn absoluta del gen de interés (Pérez-Enciso, 2008; www.affymetrix.com). En
la tecnologia GeneChip se hibrida una sola muestra por chip, de manera que para la
comparacion de perfiles de expresion de un control y un tratamiento se comparan los
resultados para cada gen en cada chip (Aguado, 2007).

Figura 1.8 Dibujo microarray affymetrix (www.affymetrix.com).

5.1 Disefno experimental

Como sucede en cualquier experimento, los estudios basados en el analisis de expresion
también deben de ser planificados adecuadamente. En la revision de Imbeaud & Auffray
(2005) se proponen 39 pasos a seguir (figura 1.9) para los estudios de expresion de genes, que
nos pueden servir de guia para la realizacion de un estudio de expresion génica. En el presente
apartado nos vamos a centrar a la primera seccion: el disefio experimental.

‘The 39 steps’in gene expression profiling

« Experimental design + Array preparation + Knowledge extraction

1. Objectives articulation 18. Instruments calibration 33. Ratio- or intensity-statistics
2. Resources allocation 19. Slides printing and treatment 34. Genes modules identification
3. Study design 20. Quality controls (QC) (clustering and classification)
4. Power and confidence . - 35. Functional annotation

5. Pilot collection Target synthesis 36. Networks definition

6. Statistical design validation 37. ‘Omics’ integration

7. Data collecljong i e e (inter-disciplinary validations)

22. Biochemical reactions
23. Quality controls and metrics

+ Gene collection

+ Hybridization + Data storage
g' Eg;)igzg%i 24. Hybridization and mixing 38 Data warehouse
16 R 3 25. Washing and drying (proprietary or public repositories)
; esources annotation 26. Quality controls (QC) 39. Data integrity and standards
11. Confidence mefrics TETiETEE T

12. Probe synthesis and purification » Data transformation
13. Quality controls and metrics

27. Image acquisition

* Sample collection 28. Image segmentation

29. Data subtraction and filtering
14. Sample selection 30. Data normalization
15, Resources cataloguing 31 Data reduction (replicates)
16. Sample preparation 32. QC metrics, descriptive
17.  Quality controls and metrics statistics of the measures

Figura 1.9 Pasos a seguir para la realizacion de los estudios de perfiles de expresién génica segin
Imbeaud & Auffray (2005). Se destacan cinco secciones: disefio experimental (cuadro verde),
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recoleccion datos (cuadro rojo), controles de calidad (cuadro azul), interpretacion de los resultados
(cuadro amarillo), y almacenamiento e intercambio de datos (cuadro gris).

Tal como sefialan Imbeaud y Auffray (2005), el punto clave sobre el que debe fundamentarse
el disefio experimental del estudio de microarrays es la definicion de los objetivos del estudio.
El objetivo més frecuente de los estudios de expresion llevados a cabo hasta la fecha ha sido
el estudio de la expresion diferencial, en que se comparan los perfiles de expresion obtenidos
de diferentes clases de muestras predefinidas. Dentro de este tipo de estudios hay dos tipos de
objetivos que suelen ser de interés: 1) determinar si los perfiles de expresion difieren entre las
clases; 2) identificar qué genes estan diferencialmente expresados entre las clases e identificar
los patrones de expresion diferencial. En este tipo de trabajos podemos encuadrar también los
estudios de expresion encaminados a desarrollar un predictor multivariante de asociacion de
clases basado en el nivel de expresion de los genes seleccionados (Simon, 2002). Este tipo de
trabajos, particularmente abordados en el &mbito de la medicina, tienen en muchos casos el
objetivo final de poder realizar una Prediccion de prondsticos clinicos a partir de la relacion
descrita entre los perfiles de expresion y los resultados clinicos (Simon, 2002). Por Gltimo
mencionar que otro tipo de trabajos en el ambito de los estudios de expresion, mucho mas
minoritarios que los citados anteriormente, son los orientados a estudiar la regulacion de las
rutas metabdlicas, tratando de identificar aquellos genes que estan siendo co-regulados o que
intervienen en la misma ruta bioquimica.

Una vez determinado el objetivo, queda por determinar la eleccion de la fuente bioldgica
(muestra) que necesitamos, los individuos que compondrian la muestra a analizar y el nimero
de réplicas necesarias y/o suficientes para poder llegar a responder de una manera adecuada al
objetivo marcado (Imbeaud & Auffray, 2005), lo cual supone también una eleccién nada
trivial. Simon (2003) propone basarse en una hipdtesis sencilla, como por ejemplo “si
comparamos un tejido tumoral con el mismo tipo de tejido pero normal (no cancerigeno),
existirdn genes cuya expresion esta sobre-regulada o infra-regulada”. En esta linea, la
realizacion de estudios de expresion diferencial se ha basado principalmente en disefios en los
que se seleccionaban individuos pertenecientes a distintas categorias (e.g. enfermos vs sanos)
0, en el caso del estudio de variables cuantitativas, la seleccion de grupos de individuos con
distintos niveles (normalmente fenotipos extremos) para los caracteres en estudio, como se ha
hecho en diversos estudios de expresion con animales domésticos (e.g. Moe et al. 2008;
Davoli et al. 2007).

En cualquier caso no se debe olvidar que el nimero de microarrays y de réplicas necesarios
dependera de la variabilidad de los datos de expresion, de los objetivos del estudio (cuan
pequefias sean las diferencias de expresion que nosotros queramos detectar en nuestro
experimento) y de la fiabilidad de la tecnologia. En este sentido se deben valorar ademas
aspectos como la posibilidad de utilizar muestras constituidas por pools de diversos
individuos, lo que permite ganar potencia en los casos en que el objetivo se centra mas en
encontrar diferencias entre dos grupos y no resulta de interés el factor individuo; o bien la
posibilidad de realizar réplicas técnicas para reducir la variacién asociada al analisis. En
cualquier caso, el numero de arrays posibles dependera finalmente de los recursos y el
material biologico disponible para llevar a cabo el experimento (Reimers,
http://discover.nci.nih.gov/microarrayAnalysis/Experimental.Design.jsp), y las limitaciones
ligadas al coste econdmico del experimento constituiran en muchos casos el principal factor
limitante del nimero de hibridaciones.

Finalmente, segin el tipo de microarray (cDNA u oligonucledtidos) que escojamos,
tendremos distintos disefios posibles a realizar. Muchos de los disefios descritos para los
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estudios de expresion corresponden a los microarrays de cDNA de hibridacion competitiva,
para los que se han descrito disefios cruzados en que las muestras participan en dos
hibridaciones marcadas con un fluorocromo distinto en cada una, o el disefio loop en que se
conectan todas las muestras. También existe el “disefio de referencia” en el que comparamos
todas las muestras con una muestra de referencia que a su vez puede ser un pool de cDNA
(Pérez-Enciso, 2008).

Respecto al anélisis estadistico, mencionar tan solo que la mayoria de los analisis de
expresion diferencial realizados hasta la fecha se han abordado mediante una simple
comparacion de medias, radicando la principal complejidad de estos anélisis en el tratamiento
de la varianza residual asociada a cada sonda/gen y en el establecimiento de los umbrales de
significacion. Respecto a este Ultimo punto, atendiendo al elevadisimo numero de test
realizados conjuntamente, los umbrales nominales de significacion estadistica se traducirian
en un numero considerable de falsos positivos, y una correccion por multiple-testing como el
caso de la correccion de Bonferroni seria demasiado conservador y ofreceria umbrales de
significacion demasiado restrictivos. En estas circunstancias algunos autores sugieren como
mas adecuado considerar simplemente un p-value nominal méas conservador (e.g. Simon et
al., 2003 aconseja considerar un p-value<0.001) o bien utilizar la probabilidad de que un
resultado sea un falso positivo (el False Discovery Rate) como criterio de “corte” de los
resultados de expresion.

5.2 Estudios de expresion

Los primeros estudios de expresion se realizaron para genes concretos mediante técnicas tales
como el analisis Northern o diferentes tipos de PCR (Gladney, 2003; Wilson, 2002). Entre
ellas, la PCR cuantitativa a tiempo real ha sido extensamente utilizada para medir la expresion
génica mediante cuantificacion de los niveles de mRNA. Dawson (2003) y Okomo-Adhiambo
(2003), por ejemplo, han utilizado esta técnica para medir la respuesta inmune a enfermedades
infecciosas. Sin embargo y a pesar de ser muy Utiles, estas técnicas tienen limitaciones en
cuanto a numero de genes a considerar (Rothschild, 2003).

La aparicion de los arrays utilizando secuencias de genes individuales para el reconocimiento
de los niveles de expresion de cientos (méas adelante miles) de transcritos en una célula o un
tejido supuso una revolucion en el ambito de los estudios de expresion. La primera
publicacion acerca del uso de arrays fue llevada a cabo por Schena et al. (1995). Desde
entonces, los objetivos de los distintos estudios llevados a cabo han ido cambiando. En
muchos el objetivo ha sido comparar dos estados fisiol6gicos distintos (e.g. enfermos vs
sanos) mediante el analisis de un solo tejido en muchos individuos (Ferraz, 2008). En otros,
en cambio, se han comparado diferentes razas o lineas de cerdos, centrdndose en uno 0 pocos
tejidos para ganar potencia a la hora de cuantificar la variabilidad fenotipica relacionada con
las diferencias a nivel transcriptomico, como por ejemplo, en Reiner-Benaim et al. (2007).

Actualmente, la metodologia de los microarrays de DNA para el analisis de expresion genica
estd yendo en aumento. Ante la ausencia inicial de arrays de DNA porcino, diversos estudios
de expresion en porcino se realizaron utilizando arrays de humano (Gladney, 2003; Moody,
2002). Sin embargo, los recientes avances en los estudios de secuencias de expresion (ESTS)
en porcino han permitido los analisis de expresion con el uso de material porcino.

El primer proyecto relacionado con la expresion génica en la especie porcina fue el
denominado PathoCHIP (http://www.pathochipproject.com), financiado por la Comunidad
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Europea. En este proyecto se estdn utilizando arrays de cDNA para el estudio de
enfermedades y la busqueda de genes relacionados con la repuesta inmune. Mas relacionado
con el objetivo del trabajo que se presenta podemos mencionar el proyecto
QualityPorkGENES (www.qualityporkgenes.com), en el cual se analiza la co-expresion de
genes relacionados con la calidad de la carne. A modo de resumen, en el proyecto se han
analizado cinco poblaciones distintas de cerdos en las que se han tenido en cuenta caracteres
relacionados con el crecimiento, la respuesta al estrés, la composicion de la canal y la calidad
de carne. En dicho proyecto se han detectado diferencias de expresion respecto a caracteres de
calidad de la carne en las razas Meishan y Duroc frente otras razas (Landrace, Large White y
Pietrain). Actualmente el objetivo se centra en tratar de identificar posibles genes candidatos
potenciales  asociados a las variaciones de los caracteres de interés
(http://ec.europa.eu/research/agriculture/projects/qlrt_2000 01888 _en.htm).

Sin embargo y a pesar de la creciente utilizacion de la tecnologia de microarrays, en la
bibliografia cientifica son todavia escasos los estudios de expresion diferencial sobre
caracteres relacionados con el metabolismo lipidico y la composicién de &cidos grasos en
porcino. Entre ellos podemos mencionar el estudio de MingZhou et al. (2008), donde se
miran perfiles de expresion durante el desarrollo postnatal de la grasa dorsal en dos razas,
Landrace y Taihu, y en el que se detectan genes expresados diferencialmente relacionados con
caracteres de calidad de carne y canal, como el FABP3, el LPL, el ME1, el SCD y el UCP2.

En otros estudios, como por ejemplo el de Zhang et al. (2007), se realizé el anélisis de
expresion diferencial de adipocitos de cerdos tratados con y sin clembuterol. Los resultados
mostraron que el tratamiento con clembuterol mejoraba el porcentaje de carne magra acerca
de un 10%. Estos autores realizaron ademas un analisis ontoldgico en el que agrupaban los
genes diferencialmente expresados mas significativos en cuatro grupos: genes de metabolismo
celular (incluyendo cinco genes relacionados con el metabolismo lipidico como la
apolipoproteina D y la R), genes de transduccion de sefial, secuencias de expresion TAGs y
otras categorias.

Por ltimo, destacar el reciente trabajo de Wang et al. (2009) en el que se estudian las
diferencias de expresion en el musculo LD entre dos lineas de cerdos con alto y bajo
contenido de grasa intramuscular. En él se identifica el gen candidato SFRS18 (splicing factor
serine-arginine rich protein), el cual se sobreexpresa en el musculo LD de los individuos con
alto contenido de grasa intramuscular.
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OBJETIVOS

Este trabajo de investigacion se enmarca dentro del proyecto LIPGENCAL (AGL2007-
66707-C02-01), que lleva por titulo “Mapeo e identificacion de genes implicados en el
metabolismo lipidico en porcino, la calidad de la carne y la calidad del jamon curado”. El
proyecto tiene como objetivo fundamental determinar la arquitectura genética de diversos
caracteres relacionados con el metabolismo lipidico, en particular de aquellos vinculados al
metabolismo del colesterol, la concentracion de lipoproteinas plasmaticas y la composicién de
la grasa asociada a la carne y al jamén curado. Para ello se dispone de una poblacion
experimental de cinco familias de medio-hermanos generada a partir de una linea comercial
de la raza Duroc, sobre la que existe numerosa informacion fenotipica y gendémica disponible.

En este contexto, la presente Tesina de Master se centra en el &mbito de la gendmica
estructural y funcional para el estudio de la arquitectura genética de caracteres relacionados
con la cantidad y composiciéon de la grasa muscular de dos musculos con elevado interés
comercial: gluteus medius (GM) y longissimus dorsi (LD).

Los objetivos especificos de esta Tesina han sido:

1. Realizar un barrido gendmico que nos permita identificar loci de caracteres cuantitativos
(QTL) para la GIM, el contenido de colesterol y la composicion de &cidos grasos de los
musculos GM y LD en una poblacion comercial de la raza Duroc.

2. ldentificar genes que muestren una relacién a nivel transcriptomico con los caracteres
estudiados, mediante un experimento de expresion génica diferencial entre animales con
niveles extremos para caracteres relacionados con el metabolismo de las grasas, llevado a
cabo con tecnologia de microarrays.

3. Profundizar en el estudio de las diferencias anatomicas en cuanto a la determinacion
genética de estos caracteres, mediante el analisis de las diferencias a nivel transcriptémico
entre los musculos GM y LD.

4. Realizar una clasificacion funcional a nivel bioldgico, celular y molecular de los genes
que muestren una expresion diferencial vinculada a los muasculos y a los niveles de
pardmetros lipidicos de los individuos, mediante la realizacion de un estudio ontoldgico
de los genes diferencialmente expresados.

5. Hacer un estudio de concordancia posicional entre los QTL y los genes diferencialmente

expresados con el fin de identificar genes candidatos posicionales y funcionales asociados
a la cantidad y composicion de la GIM.
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MATERIAL Y METODOS

Material animal y datos fenotipicos disponibles

El material animal procede de una poblacion experimental de medio hermanos generada en el
marco del proyecto de investigacion “Arquitectura genética de los componentes lipidicos de
la carne porcina relacionados con la calidad y la salud humana”. Dicha poblacion se generd a
partir de una linea comercial Duroc caracterizada por un alto contenido en GIM vy utilizada
para la produccion de jamon curado de calidad, perteneciente a la empresa colaboradora en el
proyecto, Seleccion Batallé S.A.

La poblacion experimental estd basada en un disefio de 5 familias de medios hermanos
(figura 11.1), generada a partir del apareamiento de 5 verracos con unas 400 hembras de la
misma linea y seleccionando al azar un Unico descendiente macho de cada apareamiento en
los casos que fue posible, tal y como se describe en Gallardo et al. (2008).

Generacion 0 50’ X 400 9_ Duroc

|

370 lechones O’

(Control en el Centre d’Avaluacio
del Porci del IRTA)

350 individuos hasta el sacrificio
Familia 1 Familia 2 Familia 3 Familia 4 Familia 5
47 89 72 77 63

Figura I1.1 Esquema de la poblacion de medio-hermanos analizada

Estos animales fueron castrados antes del destete y fueron llevados al Centre d’Avaluacié de
Porci (CAP-IRTA), donde estuvieron sujetos a unas mismas condiciones de manejo y
alimentacion.

Durante la etapa de engorde se registraron el consumo diario, asi como el peso y el espesor de
grasa dorsal a distintas edades. Ademas, se tomaron muestras de sangre a la edad aproximada
de 45 y 190 dias (el dia anterior al sacrificio) para medir las concentraciones séricas de
colesterol total (TC), lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y triglicéridos (TG), tal y como se describe en Gallardo et al. (2008). En el momento
del sacrificio (aproximadamente a los 190 d de edad, 122 kg de peso vivo) se registraron
diversos caracteres relacionados con la calidad de la canal, y se tomaron muestras (200g) de
los masculos GM y LD para la medicién de la cantidad de GIM, la determinacién de acidos
grasos en el intervalo C12 - C22 de la grasa muscular y del contenido de colesterol (Gallardo
et al., 2009a), asi como de otros parametros fisico-quimicos (pH, CE y color). En total, se
dispone para estos animales de un total de 85 fenotipos relacionados con eficiencia
alimentaria, crecimiento, estado de engrasamiento, y calidad de la canal y de la carne. El
presente trabajo se centrara no obstante en el estudio de los caracteres relacionados con la
cantidad y composicién de la GIM se recogen en la Tabla I11.1 del apartado de Resultados.

26



Adicionalmente se tomaron muestras de diversos tejidos (higado, grasa dorsal en distintos
puntos, y los musculos GM y LD) para la posterior extraccion de RNA vy realizacion de los
experimentos de expresion génica. Estas muestras se tomaron en el momento del sacrificio y
fueron congeladas rapidamente en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C hasta el analisis.

Microsatélites disponibles

Se disponia del genotipo de todos los animales de la poblacion méas los cinco machos
parentales para un total de 110 microsatélites informativos repartidos a lo largo del genoma.
Una descripcion detallada de los microsatélites genotipados y su mapa de ligamiento puede
encontrarse en Gallardo et al. (2008).

Analisis de QTL para los caracteres de cantidad y composicion de grasa intramuscular

El estudio fue llevado a cabo por la aproximacion descrita por Knott et al. (1996) para el
analisis de familias de medios hermanos utilizando el software QTL express (Seaton et al.,
2002), disponible en http://qtl.cap.ed.ac.uk/. EI modelo asumido en la blusqueda de los QTL
fue:

1) Analisis de toda la poblacion:
5
Yig =+ b, + B COVj + ZO‘J' Pijc * Eijk
j=1
2) Anadlisis por familias (para cada familia de hermanos paternos):
Yik = 1+ b + B covix + o Pik + ik
donde:

Vijk representa las observaciones fenotipicas (Tabla I11.1) del individuo k, perteneciente al lote
i e hijo del macho j;

bi efecto sistematico del lote i-ésimo (4 niveles);

Ry covij son, respectivamente, el coeficiente de regresion y la covariada que varia segun el
caracter: grasa dorsal (0 peso vivo) para GIM, o GIM para contenido de AG;

pij es la probabilidad de que un individuo k herede un alelo determinado del padre j, calculado
en todas las localizaciones putativas del genoma (cada 1 cM) por la aproximacion
desarrollada por Knott et al. (1996);

a es el coeficiente de regresion de los fenotipos bajo la probabilidad de haber heredado un
alelo dado del padre en comun. El caso del andlisis conjunto de toda la poblacion, el
modelo considera en cada posicion los cinco efectos de sustitucion correspondientes a los 5
padres.

Disefio del experimento de expresion

Para el estudio de expresion génica diferencial en animales con caracteristicas metabolicas
extremas se llevdo a cabo un andlisis multivariante previo teniendo en cuenta aquellos
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fenotipos directamente o indirectamente relacionados con el metabolismo lipidico y la
composicion de la grasa. Tras los primeros anélisis, se seleccionaron 13 caracteres (ver figura
I1.2) como los principales descriptores de la variabilidad fenotipica global en relacion al
metabolismo lipidico y la composicion de la grasa ligada al musculo, con los que se realizé un
analisis de componentes principales con el procedimiento PRINCOMP de SAS (SAS Inst.
Inc., Cary, NC). La seleccion final de los animales de los grupos con Alto y Bajo nivel de
parametros lipidicos se realizd en funcion de un indice derivado del primer componente
principal. La figura 11.2 muestra, para los dos primeros componentes principales, la posicion
de los animales seleccionados para los grupos Alto y Bajo, asi como la posicion relativa de las
variables consideradas en dichos componentes principales.

Caracteres PRINCOMP

Colesterol sérico

HDL Representacidn del 187y 2° componentes principales
LDL
3 &
Triglicéridos
) 2 +PURS LOL+*+CHOL
Peso Vivo
., [ ]
. . c a . +HDL
Grasa Dorsal in vivo AR P sey, e +L\ﬁ*“ﬁgrr
= hy [ ]
Grasa Dorsal 3-4 cost. g R et 8 . = High group
s . n 3_By & Low group
. o & ry s L ] ] a
Grasa Dorsal Jamén 2 L aiEmi " u +INF Whole papulation
5 - [y - ’ [ ]
%Magro Z -1 oo LI
& R . =  +SFA
%Grasa Intramuscular , N - +MUFA
%AG Saturados
%AG Poliinsaturados -3 " ' T '
3 -2 -1 0 1 2 3

%AG Monoinsaturados Principal Component 1

Figura 11.2 Variables incluidas en el analisis de componentes principales, y representacion gréafica la
posicién relativa de estas variables y los animales de la poblacion y de los grupos seleccionados para
el primer y segundo componente principal.

El experimento completo contempla ademas el estudio de las diferencias de expresion entre
varios tejidos (los musculos LD y GM, el higado y la grasa subcutanea), habiéndose realizado
la extraccion de RNA de un total de 268 muestras de estos tejidos en 104 animales
correspondientes a los grupos de Alto y Bajo nivel de parametros lipidicos.

No obstante, para este primer estudio se ha dispuesto solamente de los datos de expresion de
87 muestras de los masculos GM (68 muestras) y LD (19 muestras), correspondientes a un
total de 68 animales de ambos grupos con valores extremos para el conjunto de parametros
lipidicos (34 datos grupo Alto y 34 datos grupo Bajo), tal y como se describe en la Tabla I1.1.

Tabla 11.1 Experimento de expresion génica. Datos de microarrays de Affymetrix disponibles para el
presente trabajo.

Grupo ALTO? Grupo BAJO? TOTAL arrays
Musculo GM 34 34 68
Musculo LD 10 9 19

& Grupos de animales con niveles ALTO y BAJO de parametros lipidicos, segun el analisis de componentes principales.




Aislamiento muestras RNA

En el proceso de aislamiento del RNA total utilizamos un mortero y nitrégeno liquido para las
distintas muestras de tejido, que a continuacion se homogenizaron con un rotor mecanico.
Posteriormente, el RNA fue aislado con el método del &cido fenol (Chomczynski and Sacchi,
1987) usando el Kid RiboPure (Ambion, Austin, TX). Finalmente, el RNA fue cuantificado
en el espectrofotometro Nanodrop-100 y su pureza e integridad fueron comprobadas en un
Bioanalyser-2100 (Agilent Technologies, Inc.).

Hibridacion microarrays

Se realizd una hibridacion no competitiva de las muestras mediante el chip GeneChip Porcine
Genome Array (Affymetrix) en el Centro de Investigacion del Hospital Universitari Vall
d'Hebron. Este chip se caracteriza por disponer de una bateria de 23,937 sondas
correspondientes a 20,201 genes (Figura 11.3).

Critical Specifications

Number of probe sets, Sus scrofa 23,937
Number of transcripts, Sus scrofa 23,256

Total # of probe sets including 23,973

species specific controls

Number of arrays in set One

Array format 100

Feature size 11 pm

Oligonucleotide probe length 25-mer

Probe pairs/sequence 1

Hybridization controls: bioB, bioC, bioD from E. coli and cre from
P1 Bacteriophage

Poly-A controls: dap, lys, phe, thr, trp from B. subtilis

Housekeeping/Control genes: Porcine genes from Test3 Array: Alpha Actin,

Angiotesinbinding protein, CTLA4, Erythropoietin

receptor, GAPDH, inflammatory response protein 6,

and Leptin. Additionally, there are newly selected

control probe sets for Beta Actin (ACTB), Glyceral-

dehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPD, G3PD,

GAPDH), Eukaryotic elongation factor 1 alpha 1 (EEF1A1).
Detection sensitivity 1:100,0007

* As measured by detection in comparative analysis between a complex target containing spiked control transcrip-
tions and a complex target with no spikes.

Figura 11.3 Especificaciones del GeneChip Porcine Genome Array (Affymetrix).

Los paquetes de “AFFY” y “SYMPLEAFFY” del proyecto Bioconductor (Gentleman et al.,
2004) fueron utilizados para evaluar la calidad de las muestras de RNA y los procesos de
marcaje e hibridacién (Wilson & Miller, 2005). Esto incluye comparacién de la sefial de
fondo, intensidad del factor de escala, porcentaje de genes nombrados, y el cociente de
intensidad 3°/5” del control de pruebas en todos los arrays.

Para la normalizacion de los datos se utilizd el algoritmo gcRMA incluido en la version 3.7.1
del software BRB-ArrayTools (http:/linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html), el cual corrige
la intensidad de cada una de las sondas por el contenido de GC (Li & Wong, 2001).
Asimismo, todas aquellas sondas que mostraron una variacion minima en la bateria de arrays
analizados se excluyeron de los analisis posteriores. De este modo, tan solo se consideraron
en el andlisis aquellas sondas cuya expresion diferia 1.5 veces respecto a la media como
minimo en el 20% de los arrays. Del total de los 23937 puntos, 4296 puntos pasaron las
condiciones del filtro.
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Analisis de los datos de expresiéon

Con el fin de detectar genes diferencialmente expresados entre los masculos GM y LD y entre
los grupos con niveles Alto y Bajo de parametros lipidicos, se llevd a cabo un analisis
conjunto de todos los arrays disponibles (87 arrays en total, ver tabla 11.1) considerando
ambos efectos, a pesar del desequilibrio del disefio. Para ello se realizé un andlisis de varianza
a dos vias mediante un software especifico para el anélisis de datos de expresion, el BRB-
Array Tools (Xu et al., 2008), cuya principal particularidad es que permite analizar
conjuntamente los resultados de expresion para un elevado nimero de sondas considerando la
heterogeneidad de varianzas entre sondas. De este modo, el software BRB-ArrayTools
considera una variancia residual para cada sonda ponderada por el background (variabilidad
de la expresion de todas las sondas). Asimismo el BRB-Array Tools permite, para cada test
individual (comparacion de los niveles de RNA de una sonda en dos clases determinadas), el
calculo del p-value mediante permutacion de los datos y el False Discovery Rate obtenido
mediante el procedimiento propuesto por Benjamini y Hochberg (1995).

Los datos de expresion filtrados y normalizados se analizaron con el BRB-ArrayTools
utilizando la aplicacidn de andlisis de varianza (dentro de Class Comparison), considerando el
siguiente modelo de efectos fijos:

Yikiy = Mji) T Gka) + jkig

donde
Yiii) €s el 1-ésimo dato de expresion correspondiente al gen i, y perteneciente al
musculo j y al grupo k;

m;q es el efecto del musculo j (2 niveles, GM y LD), dentro de gen;

Ok es el efecto del grupo k (2 niveles, Alto y Bajo nivel de parametros lipidicos),
dentro de gen;

ejkii) es el residuo correspondiente a la observacion, con distribucion N(0,o).

Como criterios para seleccionar los genes como diferencialmente expresados entre musculos
y/o grupos se tomo6 un p-value inferior a 0.001, tal y como recomienda Simon (2008), y un
False Discovery Rate inferior a 0.05. Asimismo y a efectos de interpretar los cambios en la
expresion, se calculd la “tasa de cambio” (fold-change) para cada sonda a partir del cociente
entre los valores medios de expresion en las distintas clases de los efectos analizados.

Por ultimo y dada la imposibilidad de testar la interaccion grupo*musculo con los programas
disponibles, ésta se evalu6 de un modo no formal mediante la comparacion de las tasas de
cambio entre las clases (GM vs LD, o Alto vs Bajo) dentro de cada una de las clases del otro
efecto (dentro de grupo o dentro de muasculo, respectivamente).

Estudio ontoldgico

Posteriormente se realiz6 un analisis ontolégico para clasificar desde una perspectiva
funcional los genes diferencialmente expresados. El estudio ontoldgico tiene como finalidad
unificar de un modo jerarquico la informacién genémica disponible, en este caso dos listas de
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genes con expresion diferencial, de manera que clasifica a cada uno de los genes o productos
génicos en categorias de tipo Biol6gico, Molecular o Celular que, a su vez, se dividen en sub-
categorias interrelacionadas entre si por un identificador unico.

Para llevar a cabo el estudio ontolégico de los genes diferencialmente expresados entre
masculos y entre grupos se utilizd el paquete de herramientas bioinformaticas DAVID
(Huang et al., 2009), disponible en http://david.abcc.ncifcrf.gov/.

Correspondencia entre resultados de OTL v transcriptdmica

Finalmente se realizd una busqueda de genes diferencialmente expresados en los intervalos de
confianza de los QTL detectados, a fin de elaborar una lista de genes candidatos posicionales
y funcionales, utilizando la aplicacion para el alineamiento de los elementos Affymetrix
incluida en Pig QTL DataBase (http://www.animalgenome.org/QTLdb/pig.html).
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RESULTADOS

Variables relacionadas con la cantidad y composicion de la grasa
intramuscular en los musculos longissimus dorsi y gluteus medius

En la tabla 111.1 se pueden observar los valores fenotipicos relativos a las variables analizadas
en el estudio de QTL: porcentaje de GIM, contenido de colesterol y composicion de los
acidos grasos mayoritarios en los masculos GM y LD. Respecto al porcentaje de GIM se
observa una mayor deposicion en el musculo GM (5.21%) frente al musculo LD (3.91%),
resultado también destacable en el caso del contenido de colesterol con una media de 64.65
mg/g en el masculo GM frente a una media de 58.60 en el muasculo LD. A pesar de estas
diferencias en lo referente al contenido de grasa y de colesterol, los masculos LD y GM no
diferian sustancialmente en el perfil de acidos grasos. Como esperdbamos, el acido oleico ha
sido el &cido graso mayoritario tanto en el musculo GM (35.10%) como en el LD (34.92%),
seguido del acido palmitico (23.22% en GM y 23.47% en LD) y el 4cido linoleico (14.95% en
GM vy 14.16% en LD).

Tabla I11.1 Media y desviacién estandar (SD) fenotipicas del contenido y la composicién lipidica en
los musculos GM y LD.

_ gluteus medius longissimus dorsi

CARACTER SIMBOLO MEDIA SD MEDIA SD

Grasa intramuscular (%) GIM 5.21 2.05 3.91 1.53
Contenido colesterol (mg/g) COL 64.65 11.06 58.6 9.45
Miristico (%) C14:0 1.39 0.23 1.37 0.28
Palmitico (%) Cle6:0 23.22 1.42 23.47 1.63
Palmitoleico (%) C16:1(n-7) 2.82 049  2.98 0.59
Esteérico (%) C18:0 11.21 1.12 11.71 1.21
Oleico (%) C18:1(n-9) 35.1 448  34.92 5.18
Vacceénico (%) C18:1(n-7) 4.06 0.31 4.28 0.34
Linoleico (%) C18:2 14.95 41 14.16 511
Araquiddnico (%) C20:4 3.2 155 353 1.81
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Identificacién de QTL para grasa intramuscular, contenido de colesterol y
composicion de acidos grasos en los musculos longissimus dorsi y gluteus
medius

Un primer andlisis de QTL (tabla 111.2) con el conjunto de todos los datos disponibles ha
permitido identificar 4 y 2 QTL afectando el porcentaje de GIM en los musculos GM (en SSC
1,3,6y7)yLD (en SSC 3y 13) respectivamente. Todos ellos a excepcion del QTL para
GIM_GM del SSC1 fueron significativos independientemente de la covariable utilizada en el
andlisis (peso vivo o grasa dorsal), si bien en el caso del SSC 3 la localizacién del QTL se
modificd sustancialmente. Estos resultados son consistentes con la existencia de un QTL para
el carécter espesor de grasa dorsal encontrado en esta misma poblacion Duroc en posiciones
cercanas a las de los QTL del SSC1 y SSC3 (resultados no mostrados en tablas).

Tabla 111.2 QTL para la GIM (%) de los musculos GM y LD detectados en el analisis conjunto de
toda la poblacion.

gluteus medius
Covariable Peso

P-value
SSC POS F Nominal Fam.1 Fam.2 Fam.3 Fam.4 Fam.5
1 62cM 267" 0.0219 -1.085 0.213 0.034  -1.484** 0.724
3 28cM  3.00" 0.0115 -0.847 -0.715 1.731** -0.108 -0.768
6 92cM  3.68" 0.0029 2.412** 0.58 -1.103* 0.108 1.351
7 133cM  3.75" 0.0025 -2.787** 0.411 -0.627 -0.254 -0.85
Covariable Grasa dorsal

P-value
SSC POS F Nominal Fam.1 Fam.2 Fam.3 Fam.4 Fam.5
3 15cM  3.10" 0.0094 -0.712 -0.257 1.655** 0.074 -1.479*
6 92cM  3.43" 0.0049 2.381** 0.501 -0.892 0.259 0.882
7 133cM  3.55" 0.0038  -2.752** 0.157 -0.547 -0.311 -0.425
longissimus dorsi
Covariable Peso

P-value
SSC POS F Nominal Fam.1 Fam.2 Fam.3 Fam.4 Fam.5
3 33cM  3.33" 0.0059 -0.551  -1.134** 0.467 -0.035 0.141
13 111cM  2.63" 0.0237 0.655 -0.174  -1.230** 0.406 -0.698
Covariable Grasa dorsal

P-value
SSC POS F Nominal Fam.1 Fam.2 Fam.3 Fam.4 Fam.5
3 86cM  4.72" 0.0003 0.624  -0.868** -0.012 -0.218  -1.276**
13 108cM  2.85" 0.0154 0.658 -0.445 -0.998*(*) 0.383 -0.855

& * p<0.05 a nivel gendmico; ++ p<0.01 a nivel cromosémico; + 0.01<p<0.05 a nivel cromosémico.

En lo que respecta al contenido en colesterol en musculo (tabla 111.3), cabe destacar los
resultados obtenidos en el cromosoma 11, donde se han detectado sendos QTL vinculados a la
concentracion de colesterol en ambos musculos, GM y LD, siendo uno de ellos significativo a
nivel gendmico. Este es el unico QTL significativo para este caracter en el musculo GM,
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mientras que en el musculo LD hay cinco posiciones méas que alcanzan la significacion a nivel
cromosoémico, en los cromosomas 1, 6, 8, 14 y 18.

Tabla 111.3 QTL para el contenido de colesterol (mg/g) de los musculos GM y LD detectados en el
analisis conjunto de toda la poblacion.

gluteus medius
Efectos de sustitucion dentro de familias
P-value
SSC POS F Nominal Fam. 1 Fam. 2 Fam. 3 Fam. 4 Fam. 5
11 33 3.10° 0.0094 7.868 -5.219 -6.107* -7.999* -4.568
longissimus dorsi
Efectos de sustitucion dentro de familias
P-value
SSC POS F Nominal Fam. 1 Fam. 2 Fam. 3 Fam. 4 Fam. 5
28cM  2.78" 0.0177 -7.334* -0.925 -6.152* -3.522 -3.064
40cM  2.87° 0.0148 4.828 12.057** -3.7 -1.627 3.194
27cM  2.63* 0.0237 0.938 -5.181 -1.912 9.012* -11.572
11 64cM 447 0.0006 12.129** 3.344 -3.687 0.766 -9.324**
14 79cM  3.31° 0.0062 -5.43 -4.695 6.551* 6.796* 5.069
18 40cM  3.40" 0.0052 6.675 0.797 5.505* -2.398 19.409**

#* p<0.05 a nivel gendmico; + 0.01<p<0.05 a nivel cromosomico.

Para la composicion de &cidos grasos, en el analisis conjunto de toda la poblacién se
detectaron 21 QTL en el musculo GM (tabla I11.4) y 11 QTL en el masculo LD (tabla 111.5)
con un efecto significativo sobre el porcentaje de uno 0 mas acidos grasos o sobre indices
relacionados. De entre ellos destacar el QTL encontrado en el cromosoma 12 vinculado a la
cantidad de acidos grasos saturados del musculo LD, el Gnico que alcanzé la significacion a
nivel genémico. Asimismo destacar la falta de concordancia posicional entre los QTL
detectados para los dos musculos analizados, con escasas excepciones como los QTL para el
acido vacénico encontrados en los cromosomas 6 y 7.

Analizando en su conjunto los resultados obtenidos en el anélisis de QTL llevado a cabo en el
conjunto de la poblacion (tablas I11.2-111.5), pueden observarse que existen importantes
diferencias entre familias. En la mayoria de los casos los efectos medios de sustitucion
estimados para cada uno de los machos parentales en las posiciones mas probables de los
QTL diferian notablemente en magnitud, y en ningin caso se ha visto un efecto medio
significativamente distinto a cero en todas las familias conjuntamente. Estos resultados
sugerian posibles diferencias entre los loci que estan segregando en las distintas familias
paternas. Por este motivo, también se procedid a un segundo analisis de QTL dentro familias.
Los resultados de estos anélisis se muestran en las tablas I11.6, 111.7, 111.8 y 111.9.
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Tabla 111.4 QTL para la composicién de &cidos grasos del masculo GM detectados en el analisis
conjunto de toda la poblacion.

Efectos de sustitucion dentro de familias

P-value
SSC Caréacter F Nominal POS Fam.1 Fam.2 Fam.3 Fam.4 Fam.5
2 Vaccénico 2.96° 0.0124 93cM 0.291 -0.041  -0.117 0.263** -0.624
3 Vaccénico 2.64° 0.0233 15¢cM 0.003 0.213* 0.119 0.011 -0.004
5 Miristico 3.25°  0.007 89cM -0.128 -0.061  0.059 0.289** 0.007
6 Vaccénico 3.15° 0.0085 73cM 0.353* -0.146  -0.287* -0.026  -0.079
7 Palmitico 2.95° 0.0127 70cM  1.247* 0.11 0.463 -0.417  0.542
7 Vaccénico 3.83"" 0.0022 82cM -0.111  0.125 0.254** 0.059 0.106
7 Linoleico 2.74% 0.0191 80cM 0.621 -0.615  -3.037** -0.278  -2.492
8 Miristico 3.54" 0.0039 76cM -0.008 -0.032  -0.055 0.184** 0.249*
8 Linoleico 2,717 0.0203 OcM  -2528 -1.363  -3.150* 2.357* 2.481
11 Palmitoleico  3.43" 0.0049 69cM 0.402* -0.27 -0.207 -0.148  -0.344*
12 Vaccénico 2.87° 0.0148 73cM 0.277* -0.174  -0.077 0.148* 0.022
14 Palmitoleico 3.14" 0.0087 50cM -0.427* 0.302 -0.271 0.324 0.095
14 Estearico 3.61" 0.0034 45cM 1.415** -0.201  0.313 0.988* 0.263
15 Oleico 3.41% 0.0051 66cM -1.188  3.874 -3.399* -2.620* 2.419
15 Linoleico 3.54% 0.0039 66cM 0.592 -3.1 3.394** 2.065* -2.003
15 Araquidonico 2.91" 0.0137 63cM 0.035 -1.685* 1.080* 0.675 -0.616
15 MUFA 3.31% 0.0062 66cM -1.218  3.928 -3.773* -2.808* 2.567
15 PUFA 3.37" 0.0055 66cM 0.683 -5.467  4.839** 2.936 -2.671
15 Omega 6 3.45° 0.0047 66cM 0.5697 -5.265  4.595** 2.821* -2.685
18 Palmitico 3.44% 0.0048 35cM 1.095* 0.643* 0.776** 0.226 -0.524
18 SAT 3.28" 0.0066 37cM 1.584* 1.003* 1.013* -0.285  -0.621

% ++ p<0.01 a nivel cromosémico; + 0.01<p<0.05 a nivel cromosdémico.

Tabla I111.5 QTL para la composicién de acidos grasos del misculo LD detectados en el analisis
conjunto de toda la poblacion

Efectos de sustitucion dentro de familias

P-value
SSC Carécter F Nominal POS Fam. 1 Fam. 2 Fam. 3 Fam. 4
4 Palmitico 2.53" 0.0288 74cM 9676 0.769*  -0.251 0.765
Palmitoleico 2.78" 0.0177 107cM  -0.051 -0.350**  -0.101 -0.342
Vaccénico 2.60° 0.0251 96cM  -0.013 -0.263**  -0.065 0.007
Vaccénico 3.32°  0.0061 76cM  0.136 0.230**  0.177* 0.071
12 Palmitico 2.80° 0.017 74cM  -0.314 0.988* 0.218 -0.824**
12 Esteérico 3.65° 0.0031 65cM  -1.973**  0.39 -0.027 -0.810**
12 SAT 429" 0.0008 73cM  -1.889* 1.646* 0.25 -1.635**
14  Vaccénico 3.98™ 0.0016 9lcM  -0.318* 0.276**  0.182* 0.194
14  Esteérico 3.09" 0.0096 85cM  1.225%(*) -0.026 0.222 -0.008
14 Miristico 2.78° 0.0177 11cM  0.179 0.115(*) -0.120 0.179*
16 Miristico 3.03" 0.0108 19cM  0.178* -0.078 -0.228**  -0.056

#* p<0.05 a nivel gendmico; ++ p<0.01 a nivel cromosémico; + 0.01<p<0.05 a nivel cromosémico.
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El analisis intra-familia permitio confirmar varios de los QTL anteriormente detectados en el
andlisis conjunto de la poblacion, si bien hubo cambios sustanciales en la significacion de
algunos de ellos. Asimismo, también hubo algunos QTL que no aparecieron como
significativos en este segundo analisis y otros QTL que tan solo resultaron significativos en el
analisis intra-familia. Estas discrepancias entre los resultados obtenidos en ambos analisis
pueden ser debidas a varias razones, tal y como sefialaba Knott (2005) al referirse a las
diferencias en los QTL obtenidos en distintos analisis en poblaciones outbred y Gallardo et al.
(2008) en el caso concreto de la poblacion analizada. Por un lado, los padres tan solo resultan
informativos cuando estos son heterocigotos para el marcador y el QTL, y a esto se afiade que
las fases de ligamiento entre los alelos del QTL y el marcador pueden variar entre familias.
Teniendo en cuenta que los analisis conjuntos asumen un maximo comun para todas las
familias, las diferencias entre la informatividad de los marcadores y los patrones de
segregacion entre familias podrian explicar las diferencias entre estos resultados y los
obtenidos en el andlisis intra-familia. Por ultimo las diferencias de potencia ligadas a los
distintos tamarios familiares, asi como las diferencias en la estimacion de los efectos fijos y
covariables también podrian haber intervenido en la obtencion de distintos resultados. En
resumen, las discrepancias entre los resultados obtenidos en ambos andlisis deben
interpretarse con cautela, ya que resulta dificil discernir si se deben a factores genéticos o
experimentales. La realizacion de estudios mas potentes con un mayor nimero de individuos
contribuird a dilucidar estas cuestiones.

Tabla 111.6 QTL para la GIM (%) de los musculos GM y LD detectados en los analisis intra-familia.

gluteus medius

Covariable Peso Covariable Grasa dorsal
P-value Ef. medio P-value Ef. medio
SSC FAM F nominal POS (SD) F nominal POS (SD)
1 4 10.10++ 0.0022 63cM  -1.553(0.489) - - - -
3 3 12.90*  0.0006 28cM  2.035(0.567) 12.64*  0.0007 15cM  1.721(0.484)
6 1 9.88+ 0.003 92cM  2.514(0.800) 11.70++ 0.0014 92cM  2.653(0.776)
7 1 16.11** 0.0002 133cM -2.750(0.685) 16.48** 0.0002 133cM -2.798(0.689)
11 1 - - - - 9.24+ 0.004 19cM  2.741(0.902)
15 5 8.37+ 0.0053 98cM  2.107(0.728) - - - -
longissimus dorsi
Covariable Peso Covariable Grasa dorsal
P-value Ef. medio P-value Ef. medio
SSC FAM F nominal POS (SD) F nominal POS (SD)
1 4 13.31*  0.0005 66cM  -1.025(0.281) - - - -
3 2 11.57++ 0.001 33cM  -1.123(0.330) 10.24++ 0.0019 53cM -1.149(0.359)
3 5 - - - - 10.73++ 0.0018 85cM -1.227(0.374)
13 2 - - - - 9.46+ 0.0028 58cM -1.006(0.327)
13 3 7.60+ 0.0075 113cM -1.187(0.430) - - - -

17 2 9.05+ 0.0034 11cM  -1.040(0.346) 8.85+ 0.0038 9cM -0.953(0.320)

& ** p<0.01 a nivel gendmico; * p<0.05 a nivel genémico; ++ p<0.01 a nivel cromosdmico; + 0.01<p<0.05 a nivel
cromosémico.

A diferencia del andlisis conjunto de toda la poblacion, en el andlisis intra-familia se han
identificado un numero importante de QTL significativos a nivel genémico que
aparentemente estan segregando en al menos una de las familias. De este modo, para el
porcentaje de GIM (tabla 111.6) se observa un QTL altamente significativo a nivel genémico
(p-value<0.01) para la GIM del GM en el cromosoma 7. En los SSC1 y 3 se observan
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asimismo QTL afectando la GIM de ambos musculos (GM y LD), siendo dos de ellos
significativos a nivel gendmico (p-value<0.05). Al igual que en el analisis conjunto de toda la
poblacién, los QTL del SSC1 pierden significacion cuando consideramos la covariable grasa
dorsal en el modelo y el del SSC3 cambia su posicién méas probable.

En referencia al contenido de colesterol, el andlisis intra-familias (tabla 111.7) permitio
confirmar algunos de los QTL anteriormente descritos si bien no siempre se mantuvo su
relevancia. El resultado mas destacable para este caracter fue el QTL altamente significativo
(p-value<0.01 a nivel gendémico) del cromosoma 6 detectado en una de las familias, asi como
el QTL del SSC11, con efectos similares sobre el contenido en colesterol de ambos musculos,
GMy LD.

Tabla 111.7 QTL para el contenido en colesterol (mg/g) de los musculos GM y detectados en los
analisis intra-familia.

gluteus medius

SSC Fam. F-value P-value nominal POS Ef. medio (SD)

11 4 8.27+ 0.0053 69cM -8.875(3.085)

longissimus dorsi

SSC Fam. F-value P-value nominal POS Ef. medio (SD)
6 2 16.57** 0.0001 35cM 14.063(3.455)
8 4 9.30+ 0.0032 41cM 12.486(4.094)
11 1 7.87+ 0.0075 63cM 10.954(3.904)
11 5 11.25++ 0.0014 71cM -10.020(2.987)
14 4 11.42++ 0.0012 40cM 13.095(3.874)
17 5 8.39+ 0.0053 0cM 7.665(2.646)
18 5 8.59+ 0.0048 6cM 9.946(3.394)

& %* n<0.01 a nivel genémico; ++ p<0.01 a nivel cromosémico; + 0.01<p<0.05 a nivel cromosémico.

Respecto al perfil de &cidos grasos de la grasa asociada a los musculos estudiados, también se
identificaron varios QTL significativos a nivel gendmico, la mayor parte de ellos para el
musculo GM. De este modo, en la tabla 111.8 se observan dos QTL altamente significativos
(p<0.01 a nivel genémico) en los cromosomas 7 y 18 relacionados con los acidos vacénico y
palmitico respectivamente; asi como otros dos QTL (p<0.05 a nivel genémico) en los
cromosomas 3y 5 ligados al contenido en acidos vacénico y palmitico del musculo GM.

En cuanto al musculo LD (tabla 111.9), también a nivel genémico se detectaron tres QTL.: para
acido vacenico en el cromosoma 6, para el contenido total de acidos grasos saturados en el
cromosoma 12, y para acido estearico en el cromosoma 14.
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los andlisis

Tabla 111.8 QTL para la composicion de acidos grasos del masculo GM detectados en
intra-familia.

P-value
SSC  Carécter Fam. F nominal Posicién Ef. medio (SD)
1 Palmitico 2 9.04+ 0.0044 8cM -1.465(0.487)
3 SAT 2 7.56+ 0.0073 23cM -1.084(0.394)
3 SAT 1 9.12+ 0.0042 86¢cM -2.217(0.734)
3 Vaccénico 2 12.95* 0.0005 15¢cM 0.207(0.058)
4 Palmitico 5 8.11+ 0.0060 90cM -1.378(0.484)
5 Miristico 4 13.98* 0.0004 94cM 0.346(0.092)
5 Palmitoleico 4 9.55+ 0.0028 86cM 0.568(0.184)
5 Estearico 4 9.24+ 0.0033 79cM -1.124(0.370)
6 Vaccénico 2 7.74+ 0.0066 120cM -0.208(0.075)
6 Vaccénico 3 9.40+ 0.0031 59cM -0.324(0.106)
7 Palmitico 1 7.72+ 0.008 79cM 1.597(0.575)
7 Vaccénico 3 17.60**  0.0001 81cM 0.250(0.060)
7 Linoleico 3 8.73+ 0.0043 82cM -2.915(0.986)
7 MUFA 3 7.96+ 0.0062 82cM 3.493(1.238)
7 PUFA 3 7.71+ 0.0071 82cM -4.029(1.451)
7 Omega 6 3 7.70+ 0.0071 82cM -3.904(1.407)
8 Miristico 4 9.17+ 0.0034 69cM 0.229(0.076)
8 Vaccénico 5 9.72+ 0.0028 OcM -0.297(0.095)
11 Palmitoleico 1 7.91+ 0.0073 71cM 0.409(0.145)
13 Estedrico 5 11.82++  0.0011 73cM -0.758(0.220)
13 Miristico 1 9.88+ 0.0030 101cM 0.166(0.053)
13 Linoleico 5 9.16+ 0.0036 72cM 2.777(0.917)
13 PUFA 5 7.70+ 0.0074 72cM 3.949(1.423)
13 Omega 6 5 7.47+ 0.0082 72cM 3.681(1.347)
14 Estearico 1 9.15+ 0.0041 42cM 1.358(0.449)
14 Linoleico 4 7.69+ 0.0070 40cM -4.536(1.636)
15 Linoleico 3 7.85+ 0.0066 67 cM 3.295(1.176)
15 PUFA 3 7.52+ 0.0078 64cM 4.870(1.781)
15 Omega 6 3 7.50+ 0.0078 65cM 4.679(1.708)
15 PUFA/MUFA 3 7.64+ 0.0073 63cM 0.182(0.066)
18 Palmitico 3 15.67**  0.0002 39cM 0.912(0.230)
18 SAT 3 14.46* 0.0004 40cM 1.302(0.342)

& ** p<0.01 a nivel gendmico; * p<0.05 a nivel genémico; ++ p<0.01 a nivel cromosémico; + 0.01<p<0.05 a nivel
cromosémico.

Tal y como puede observarse en las tablas I11.6-111.9, ademéas de los QTL anteriormente
mencionados se ha identificado un nimero mucho mayor de QTL significativos nivel
cromosomico pero que no alcanzan el umbral de significacién a nivel genémico, y que en
cualquier caso deberan confirmarse con una muestra mayor de animales. Asimismo en estas
tablas puede observarse la existencia de algunas regiones cromosémicas con efecto sobre mas
de uno de los caracteres relacionados con la cantidad y composicion de grasa muscular en los
cromosomas 3, 6, 7, 11, 12, 13, 14 y 15, sugiriendo la posible existencia de pleiotropia.
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Tabla 111.9 QTL para la composicién de acidos grasos del musculo LD detectados en
intra-familia.

P-value

SSC  Caracter Fam. F nominal POS Ef. medio (SD)
1 Vaccénico 3 9.36+ 0.0033 54cM 0.258(0.084)
4 Palmitico 1 7.58+ 0.0087 70cM -0.882(0.320)
4 Linoleico 4 8.30+ 0.0052 46¢cM 3.119(1.083)
4 PUFA 4 7.73+ 0.0069 46cM 4.392(1.579)
4 Omega 6 4 7.80+ 0.0066 46cM 4.258(1.525)
6 Vaccénico 2 14.56* 0.0003 95¢cM -0.275(0.072)
7 Vaccénico 2 11.19++  0.0012 75¢cM 0.230(0.069)
12 Palmitico 4 9.37+ 0.0031 74cM -0.809(0.264)
12 Estearico 4 7.90+ 0.0063 69cM -0.714(0.254)
12 SAT 4 13.31* 0.0005 74cM -1.534(0.421)
12 Palmitoleico 1 8.27+ 0.0062 74cM 0.527(0.183)
12 Estedrico 1 9.94+ 0.0029 62cM -2.168(0.688)
12 Vaccénico 1 8.22+ 0.0063 80cM 0.598(0.209)
13 Estedrico 5 11.76++  0.0011 56¢cM -1.028(0.300)
13 Miristico 4 7.58+ 0.0074 101cM -0.148(0.054)
14 Estearico 5 12.28* 0.0009 85cM -1.110(0.317)
14 Vaccénico 2 11.24++  0.0012 68cM 0.410(0.122)
16 Miristico 1 11.24++  0.0017 18cM 0.185(0.055)
16 Miristico 3 11.48++ 0.0012 43cM -0.178(0.053)
17 Miristico 5 8.39+ 0.0053 44cM 0.181(0.062)

#* p<0.05 a nivel gendmico; ++ p<0.01 a nivel cromosoémico; + 0.01<p<0.05 a nivel cromosémico.

los analisis
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Estudio de expresion diferencial entre los musculos longissimus dorsi y
gluteus medius y entre los grupos con niveles alto y bajo de parametros
lipidicos

El analisis de varianza considerando los efectos musculo y grupo y heterogeneidad de
varianzas entre sondas nos proporciond una lista de sondas (genes) que mostraban expresion
diferencial considerando un umbral de significacion de p<0.001 y un FDR<0.05. La figura
I11.1 muestra el nimero de sondas diferencialmente expresadas entre los masculos LD y GM
(350, correspondientes a 292 genes) y entre los grupos de animales con niveles Alto y Bajo de
parametros lipidicos (579 sondas, correspondientes a 459 genes). Debemos por tanto sefialar
en primer lugar que el efecto “grupo de metabolismo lipidico” conlleva un mayor niumero de
diferencias en expresion que las asociadas a pertenecer a distintos masculos, si bien como
veremos mas adelante estas diferencias son en los casos mas extremos de menor magnitud.
De entre los genes diferencialmente expresados, tan solo 35 genes mostraron expresion
diferencial simultaneamente para ambos efectos, musculo y grupo.

NUmero
sondas
600
500
400 459 sondas
419 50ndas gl
300 reexpresadas en grup
GM
200
ondas
100 esadas ondas
D esadas
0 o BAJO

Musculo Grupo
Efectos

Figura I11.1 Numero de sondas diferencialmente expresados entre los misculos GM y LD y entre los
grupos con niveles Alto y Bajo de parametros lipidicos con el programa BRB-ArrayTools.

De la figura Il1l.1 debemos también destacar que hubo un mayor nimero de sondas
sobreexpresadas en el musculo LD (231, correspondientes a 196 genes; en color verde oscuro)
frente a las sondas que se sobreexpresaban en muasculo GM (119, correspondientes a 96
genes; en color verde claro). Asimismo, una elevadisima proporcion (80%) de las sondas
diferencialmente expresadas entre grupos de metabolismo lipidico mostraron sobreexpresion
en los individuos del grupo Alto (459 sondas correspondientes a 376 genes; en color verde
claro). Estos resultados concuerdan con los observados por Céanovas et al. (2008), quienes
trabajando con un Unico tejido encontraron un claro predominio de los genes sobreexpresados
en animales con valores elevados de pardmetros lipidicos. Estos resultados estarian indicando
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una sobreactividad transcripcional para un importante numero de genes en aquellos
individuos con un mayor nivel de engrasamiento, lipidos en sangre y deposiciéon de grasa
intramuscular.

En la figura I11.2 se muestra la distribucion de los p-value y de los FDR de todas las sondas
diferencialmente expresadas entre musculos (GM y LD) y entre grupos (niveles Alto y Bajo
de parametros lipidicos). Puede observarse como el criterio por el cual se establece el “umbral
de corte” puede llevarnos a resultados cuantitativamente (en términos de nimero de sondas
que se consideran diferencialmente expresadas) muy distintos. Si bien en los analisis de
expresion donde se llevan a cabo un ingente nimero de andlisis de modo simultaneo el FDR
parece un criterio mas adecuado que el p-value, en el presente analisis preliminar en el que
analizaban dos efectos en un disefio considerablemente desequilibrado se ha preferido
incorporar los dos parametros (p-value y FDR) como criterio de corte. La figura 111.2 muestra
claramente como en la comparacion de la expresion entre masculos y a pesar de los menores
p-value, hay un mayor grado de incertidumbre que se traduce en mayores probabilidades de
que se trate de un resultado falsamente positivo. Esta circunstancia, probablemente ligada al
mayor desequilibrio en el disefio (68 muestras de GM vs 19 muestras de LD) y en
consecuencia el mayor error en la estimacion de las diferencias, esperamos se subsanara
parcialmente cuando se disponga de la totalidad de los datos de expresion del musculo LD.

0.014 - Efecto MUSCULO 0.014 - Efecto GRUPO

0.012 0.012

0.01 - 0.01 -
o 0,008 - 0.008 -
EO.OOG 1 E 0.006 -
0.004 - 0.004

0.002

0.002

0 T 1

p-value p-value

Figura 111.2 Distribucién de los p-value y FDR de los genes diferencialmente expresados entre los
musculos GM y LD (efecto Musculo) y entre los grupos con niveles Alto y Bajo de parametros
lipidicos (efecto Grupo).

Para poder evaluar en mayor detalle las diferencias de expresion entre musculos y entre
grupos, se estudiaron también las tasas de cambio (Fold-change) entre clases, definidas como
el cociente entre la expresion media de cada sonda dentro de las dos clases de cada efecto. En
la figura I11.3 se representan en escala logaritmica dichas tasas de cambio para las sondas
diferencialmente expresadas entre los muosculos LD y GM. Para todas las sondas
diferencialmente expresadas entre los musculos, este cociente entre las expresiones medias
mostraba una tasa superior al 20% de sobre/infraexpresion en uno de los musculos. La figura
I11.3 permite apreciar ademas cdémo, a pesar de haber un mayor numero de sondas
sobreexpresadas en el musculo LD (como ya hemos dicho anteriormente), el rango de las
diferencias en cuanto a niveles de expresiébn es mayor en el caso de las sondas
sobreexpresadas en el musculo GM, donde 55 sondas (43 genes) superaron el 50% de
sobreexpresion en GM vs LD y llegaron incluso a encontrarse sondas que se expresaban hasta
8 veces mas en el masculo GM que el musculo LD.
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De la misma manera, la figura I11.4 muestra la dispersion de las tasas de cambio entre las
sondas diferencialmente expresadas entre individuos con niveles extremos para diversos
caracteres relacionados con el metabolismo lipidico. En este caso, y a pesar de que haya un
namero considerablemente mayor de genes diferencialmente expresadas, cabe sefialar que el
rango de sobre/infra-expresion es considerablemente menor que en el caso del efecto
musculo.

Sobre-expresion LD Sobre-expresion GM

Tasa de cambio
35 25 -15 -05 05 15 25 35 log, exp GM / exp

Figura 111.3 Tasa de cambio de los genes diferencialmente expresados entre los misculos GM y LD.

Sobre-expresion BAJO Sobre-expresion ALTO

Tasa de cambio
35 25 -15 -05 05 15 25 3.5 log,exp GM/exp LD

Figura I11.4 Tasa de cambio de los genes diferencialmente expresados entre los grupos con niveles
Alto y Bajo de pardmetros lipidicos.

Asimismo y a efectos de evaluar la posible existencia de interaccion entre los efectos masculo
y grupo de parametros lipidicos, dada la imposibilidad de hacer este andlisis de forma
sistematica en todas las sondas con los software disponibles, se analizaron las tasas de cambio
de la expresién en las distintas combinaciones musculo*grupo. Las figuras I11.5 (6) muestran,
para aquellas sondas que resultaron diferencialmente expresadas entre muasculos (grupos), la
dispersion de las “tasas de cambio” de las expresiones entre musculos (grupos) dentro de cada
subclase del efecto grupo (musculo). En ambos casos podemos apreciar como las tasas de
cambio siguen una tendencia lineal, y tan solo para un reducido nimero de sondas la tasa de
cambio de las expresiones entre grupos (figura I11.6) difiere notablemente o llega a invertirse
entre los musculos LD y GM. Estos resultados, si bien no constituyen un contraste formal que
nos permita descartar de forma concluyente la existencia de interaccién en todos los casos,
avalan en cierta medida y para la mayor parte de las sondas el modelo aditivo sin interaccion
entre los efectos utilizado en el analisis de expresion.
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Figura I11.5 Distribucion de la tasa de cambio de los genes diferencialmente expresados entre los
musculos GM y LD dentro de los grupos Alto y Bajo nivel de parametros lipidicos.
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Figura 111.6 Distribucion de la tasa de cambio de los genes diferencialmente expresados entre los
grupos con niveles Alto y Bajo de parametros lipidicos dentro de los masculos GM y LD.

Por altimo vy tras asignar las sondas a los genes correspondientes utilizando la notacién
proporcionada por Affymetrix, se confecciond una relacion de los genes con resultados mas
relevantes en términos de expresion diferencial entre musculos y entre grupos. La tabla I11.10
muestra dicha relacion de genes, pudiéndose distinguir 4 grupos correspondientes a: 1) genes
sobreexpresados en el musculo LD (cuadro verde); 2) genes sobreexpresados en el musculo
GM (cuadro naranja); 3) genes sobreexpresados en el grupo con nivel Bajo de pardmetros
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lipidicos (cuadro azul); y 4) los genes sobreexpresados en el grupo con nivel Alto de
pardmetros lipidicos (cuadro lila). De nuevo cabe destacar que las mayores significaciones en
términos de p-value y las mayores tasas de cambio, incluso los menores FDR, se observan en
los genes con mayor expresion diferencial entre masculos, si bien en la comparacién entre
grupos se obtuvo un mayor nimero de genes diferencialmente expresados y los FDR en su
conjunto fueron menores (ver figura 111.6).

Entre los genes diferencialmente expresados entre musculos, aquellos sobreexpresados en el
GM y que obtuvieron las mayores diferencias de expresion pertenecen en su mayor parte a la
familia de los genes HOX. Esta familia de genes se caracteriza por participar durante en el
desarrollo embrionario en procesos de regulacion de la morfogénesis y diferenciacion celular,
pero también se pueden expresar en tejidos adultos (EI-Mounayri, 2005).

En cuanto a los genes con una mayor sobreexpresion en el grupo con nivel Alto de parametros
lipidicos, hemos centrado nuestra atencion en aquellos relacionados con el metabolismo
lipidico. Entre ellos queremos destacar el gen LIPE u Hormone-sensitive lipase, que presenta
una tasa de cambio (cociente entre expresiones) particularmente elevada dentro de este grupo
de genes: se expresa 2.8 veces mas en los individuos con un mayor nivel de engrasamiento,
lipidos en sangre y deposicion de grasa intramuscular. EL gen LIPE codifica para una lipasa
clave en el proceso de movilizacion de los acidos grasos ya que controla la hidrolisis de los
triglicéridos en el tejido adiposo y que también se expresa en otros tejidos.
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Tabla I111.10 Principales genes diferencialmente expresados (con p-value y FDR maés significativos)
entre los masculos GM y LD y entre los grupos con niveles Alto y Bajo de pardmetros lipidicos.

GEN p-value FDR cFr?:ri\ge Ic_r% Sg':o'd' GEN p-value  FDR C':r?;?]ge 'gﬁgn';g'd'
Sobreexpresados musculo LD Sobreexpresados grupo BAJO

NIT1 0 <1e-07 0546  -0.872 PGM3 0 <1e-07 0687  -0.543
TMEM183A 0 <1e-07 0558  -0.841 RAB3A 0 <1e-07 0690  -0.536
LAMA2 0 <1e-07 0415 -1.271 ORAI1 0.0000002 8.54E-05 0.647  -0.629
LMCD1 0 <1e-07 0321 -1.641 ZDHHC14 0.0000014 0.00023  0.679  -0.559
PGF 0 <1e-07 0540 -0.888 TMEM60  0.0000017 0.000259 0.711  -0.491
MUSTNI 0 <1e-07 0465 -1.104 Sobreexpresados grupo ALTO

C180rf37 0 <1e-07 0634  -0.658 MST150  0.0000001 5.33E-05 1.865  0.899
C100rf11 0 <1e-07 0511  -0.968 ALDOC  0.0000001 5.33E-05 1792  0.841
AKAP11 0 <1e-07 0553  -0.855 AHSA1  0.0000001 5.33E-05 1368  0.452
ZMYND17 0 <1e-07 0354  -1.498 CES1 0.0000001 5.33E-05 2.053  1.038
ITIH4 0 <1e-07 0334  -1582 ITIH3 0.0000002 854E-05 2171  1.119
ZNF697 0 <1e-07 0601 -0.736 GNL2 0.0000003 0.000116 1.469  0.554
PALMD 0 <1e-07 0500 -0.999 LIPE 0.0000004 0.000122 2.765  1.467
Sobreexpresados musculo GM HSPH1 ~ 0.0000005 0.000142 2.045  1.032
HOXAI0O 0 <1e-07 7973 2995 PTPLB 0.0000006 0.000151 1.766  0.821
HOXAI0 0 <1e-07 3.201 1678 SFRP1 0.0000008 0.00019  1.979  0.985
HOXB6 0 <1e-07 3542 1.824 PLCD4 0.0000009 0.000202 1.491 0576
HOXB7 0 <1e-07 2131  1.092 ASPH 0.000001  0.000204 1.745  0.803
HOXAI0O 0O <1e-07 4516 2175 GPKOW  0.0000011 0.000204 1.374  0.458
HOXA9 0 <1e-07 2490 1.316 PTX3 0.0000011 0.000204 2.428  1.280
HOXAI0O 0 <1e-07 7.825  2.968 LAMC2  0.0000011 0.000204 1.480  0.566
SLC37A1 0 <1e-07 1.907  0.932 PLSCR4  0.0000014 0.00023  1.372  0.456
FABP3 0 <1e-07 1769  0.823 SLC25A5  0.0000016 0.000253 1.618  0.695
PITX2 0 <1e-07 1832 0873 PPID 0.0000018 0.000265 1.439 0525
MAOB 0 <1e-07 2340 1.226 SLC25A17 0.0000019 0.00027  1.882  0.912
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Estudio ontolégico de los genes diferencialmente expresados entre los
musculos longissimus dorsi y gluteus medius y entre los grupos con niveles
alto y bajo de parametros lipidicos

Con el objetivo de determinar diferencias funcionales ligasa a los dos factores estudiados, se
realizd un estudio ontoldgico de las dos listas de genes que habian presentado expresion
diferencial entre musculos (LD y GM) y entre grupos (Alto y Bajo nivel de pardmetros
lipidicos). En las figuras I11.7 y 111.8 se muestra la agrupacion de las principales categorias
GO bioldgicas de las sondas diferencialmente expresadas entre musculos (figura 111.7) y entre
grupos (figura 111.8). Un primer resultado a destacar es, tal como cabia esperar, las
importantes diferencias en cuanto a las categorias GO en las que se clasifican los genes que
muestran expresion diferencial entre musculos y entre grupos. De hecho ambas
clasificaciones tan solo comparten una Unica categoria GO bioldgica que ademéas no es una de
las categorias mas representadas: la categoria “protein folding” (en amarillo).

En cuanto a la clasificacion funcional de los genes diferencialmente expresados entre los
muasculos GM y LD, la figura I11.7 muestra que las diferencias entre estos musculos a nivel
transcriptomico vienen determinadas principalmente por la expresion de genes relacionados
con el desarrollo, la regulacion y la funcionalidad del mdsculo. Méas concretamente, el 12.4%
de las entradas GO para los genes que se expresan diferencialmente entre estos musculos
corresponden al grupo formado por categorias GO relacionadas con las caracteristicas
musculares con una significacion inferior al 0.00085. De este modo, a pesar de la
considerable generalidad de muchas de las categorias GO, esta clasificacion nos permite
afirmar que entre los masculos GM y LD existen importantes diferencias en la expresion de
genes relacionados con las caracteristicas funcionales del masculo.

H anatomical stucture development

Categorias GO biologicas

H biological regulation
| developmental process

M multicellular organismal development

M muscle contraction
M muscle development

I muscle system process

M organ development

U primary metab olic process
-'protein folding

Mregulation of biological process
K regulation of cellular process
Hresponse to protein stilmulus

Lresponse to unfolded protein

Figura I11.7 Agrupacion en categorias GO biol6gicas de los genes diferencialmente expresados en los
musculos GM y LD.

En lo referente a las categorias GO en las que se clasifican los genes que presentan diferencias
de expresion entre los grupos con Alto y Bajo nivel de parametros lipidicos, la figura I11.8
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muestra como la principal categoria en la que se agrupan estos genes es la relacionada con la
organizacion de los componentes celulares y la biogénesis, categoria que abarca multitud de
procesos. Las cuatro siguientes categorias estan directamente relacionadas con el metabolismo
lipidico, lo cual es del todo coherente con las diferencias fenotipicas que determinan la
clasificacion de los animales en los grupos con Alto y Bajo nivel de pardmetros lipidicos. Los
animales de ambos grupos diferian en cuanto al engrasamiento y los niveles de lipidos en
sangre, asi como la cantidad y composicion de la grasa intramuscular. Coherentemente, un
20.8% de las entradas GO para los genes que se expresan diferencialmente entre estos dos
grupos de animales corresponden a procesos relacionados con el metabolismo lipidico
(intracelular y en su conjunto), el metabolismo de los &cidos grasos o0 mas concretamente del
acido monocarboxilico con una significacion inferior al 0.0078.

H cellular comp onent organization

Categogias GO biologicas and biogenesis

cellular ipid metab olic process

M fatty acid metabolic process

Hlipid metab olic process

M monocarb oxylic acid metab olic
proces.

MmRNA processing

~Iprotein folding

Myesponse to chemical stimulus

Hyesponseto stress

Hribonucleoprotein complex
biogenesis and assembly

“‘ribosome biogenesis and assembly

HRNA processing

L RNA splicing

Figura 111.8 Agrupacion en categorias GO bioldgicas de los genes diferencialmente expresados en los
individuos con Alto y Bajo nivel de parametros lipidicos.

Por otro lado, las figuras I11.9 — 111.12 presentan la clasificacion de las principales categorias
GO moleculares (figuras 111.9 y 111.10) y celulares (figuras 111.11 y 111.12) de los genes
diferencialmente expresados entre musculos y entre grupos con un p-value inferior a 0.05 en
todos los casos.

En lo referente a las categorias GO moleculares (figuras 111.9 y 111.10) se observa como en
ambos casos la categoria mas representada es la de binding o unién en general, si bien si
valoramos todo el conjunto observamos diferencias entre ambas clasificaciones de los genes
diferencialmente expresados entre muasculos y entre grupos. Asi la figura 111.9 muestra que,
aunque existan varias categorias binding, la mayoria de categorias en las que se agrupan los
genes estan relacionadas con la transcripcion; concretamente el 38.5% de las entradas GO de
los genes con expresion diferencial entre masculos se clasifican dentro de estas categorias.
También podemos distinguir mas detalladamente que, entre estas categorias, algunas guardan
relacion con la regulacion a nivel transcripcional, lo que podria estar indicando diferencias en
la regulacion de los genes entre los musculos GM y LD.
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A diferencia de los resultados anteriores, en lo tocante a los genes diferencialmente
expresados entre los grupos con Alto y Bajo nivel de parametros lipidicos, la figura 111.10
muestra que la mayoria de categorias en las que se agrupan estos genes estdn a su vez
“anidadas” a la categoria general de union o binding, que en su conjunto abarca
aproximadamente el 70% de las entradas GO de los genes diferencialmente expresados entre
los dos grupos con distintos parametros lipidicos.

Categorias GO moleculares pndms
Hheparin binding
Mintegrin binding
HL.-ascorbic acid binding
M protein binding
M protein dimerization activity
M sequence-specific DNA binding
H aranscription cofactor activity
M ranscription corepressor activity
H transcrip tion factor activity
H qranscription factor binding
ltranscription regulator activity

H qranscription repressor activity

Munfolded protein binding

Figura 111.9 Agrupacion en categorias GO moleculares de los genes diferencialmente expresados en
los musculos GM y LD.

HMbinding
Categorias GO moleculares 4 gy cosaminoglycan binding
U GTP binding
H GTPase activity
H hep arin binding
“nucleotide binding
Hpattern binding

Hpolysaccharide binding

H protein binding

L purine nucleotide binding

I purineribonucleotide binding
Hribonucleotide hinding

HMRNA binding

I RNA splicing factor activity,
transesterification mechanism

Figura 111.10 Agrupacion en categorias GO moleculares de los genes diferencialmente expresados en
los individuos con Alto y Bajo nivel de parametros lipidicos.

En cuanto a la clasificacion a nivel celular (figuras 111.11 y I11.12) observamos diferencias

menos notables entre las categorias en las que se agrupan las dos listas de genes
diferencialmente expresados, siendo la mitad de las categorias compartidas entre los genes
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que diferencian los musculos y los grupos con distintos parametros lipidicos. Podemos
destacar no obstante algunas diferencias bastante razonables. Por ejemplo, el 7.2% de las
entradas GO de genes que se expresan diferencialmente entre los musculos GM y LD se
agrupan en una categoria relacionadas con la contraccion de las fibras (figura 111.11) que no
aparece en la clasificacion GO de los genes diferenciales entre grupos. En la figura 111.12 por
su parte se ve un grupo de categorias relacionadas con el nucleo y el nucléolo, que entre las
dos abarcan mas del 50% de las entradas GO de los genes diferencialmente expresados entre
los grupos con Alto y Bajo nivel de parametros lipidicos.

Figura 111.11 Agrupacion en categorias GO celulares de los genes diferencialmente expresados en los
musculos GM y LD.

Figura 111.12 Agrupacion en categorias GO celulares de los genes diferencialmente expresados en los
individuos con niveles Alto y Bajo de parametros lipidicos.
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Identificacidbn de genes candidatos funcionales y posicionales para la
cantidad y composicién de la grasa intramuscular

Finalmente, se realizd una busqueda de genes diferencialmente expresados entre individuos
con Alto y Bajo nivel de pardmetros lipidicos que estuvieran en los intervalos de confianza de
los QTL detectados a nivel gendémico, utilizando la aplicacion para el alineamiento de los
elementos Affymetrix incluida en la base de datos de QTL para porcino o “pig QTL DataBase”
(http://www.animalgenome.org/QTLdb/pig.html). Este estudio de concordancia posicional
entre las sondas diferencialmente expresadas y los principales QTL detectados para algunos
parametros lipidicos nos permitié elaborar una lista de genes candidatos (tabla I111.11) que
podrian presentar una asociacion estructural y funcional con la cantidad y composicion de la
GIM de los musculos GM y LD en porcino.

Tras una primera lista de genes obtenida a partir del alineamiento de QTL y sondas
diferencialmente expresadas (tabla I111.11), se procedié a comprobar la asignacion del gen a la
sonda proporcionada por Affymetrix, utilizando para ello el alineamiento de las secuencias
sonda-gen mediante la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).
Asimismo, también se comprobd que el gen descrito mapease efectivamente en la zona del
genoma humano homologa al QTL, segin la base de datos ncbi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Ambas comprobaciones condujeron a  descartar
aproximadamente la mitad de los genes inicialmente descritos, bien por no mapear en la zona
del genoma humano homologa al QTL (genes de color gris en tabla 111.11), bien por haber
una homologia del 100% entre la sonda de Affymetrix y otro gen distinto al anotado por
Affymetrix (gen de color verde en tabla I11.11).

Finalmente, se dispuso de una lista de genes que presentaban una asociacion funcional con un
conjunto de caracteres relacionados con el metabolismo lipidico y que tenian una
concordancia posicional con los QTL detectados. Después de analizar la funcionalidad de
cada uno de estos genes, se seleccionaron tres de ellos (enmarcados en rojo en la tabla I11.11)
como posibles genes candidatos a ser estudiados en un futuro por su relevante papel dentro
del metabolismo lipidico. EI gen GPD1 o “Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1”,
relacionado con el incremento en la produccién de triacilglicerol en el tejido adiposo de los
humanos obesos y, los genes NPC1 y NCP2 o “Niemann-Pick disease”, que codifican para
proteinas relacionadas con la captacion de colesterol.
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Tabla I11.11 Genes con expresion diferencial entre los grupos con Alto y Bajo nivel de parametros
lipidicos y concordancia posicional con los QTL detectados. * El subindice denota los genes
diferencialmente expresados entre Musculos.

sSC POS. Reglpn cromosomica Region cromosomica Genes candidatos
QTL porcina humana

3 15cM chr.3 (0-33 cM) chr.7 (63-102 cM) GNAI2
chr.16 (0-31 cM); RRN3 ;

3 53cM chr.3 (33-76 cM) chr.2 (50-114 cM) IK

5 94cM | chr.5 (88-118 cM) chr.12 (0-105 cM) MRLC2*(GPD) MKRNL® SP1* TAF9
chr.1 (11-40 cM); QXCT1 ;

6 95cM chr.6 (84-107 cM) chr.18 (0-40 cM) AQP4

6 35cM chr.6 (0-53 cM) chr.16 (56-89 cM) SERF1A

7 133cM | chr.7 (100-137 cM) chr.14 (72-92 cM)
chr.15 (31-95 cM); TCF12* IDH1 ;

7 81cM chr.7 (74-100 cM) chr.14 (18-73 cM) MYH10° PRPF39

12 74cM chr.12 (56-89 cM) chr.17 (31-65 cM) GALNT1* COASY

14 85cM chr.14 (80-101 cM) chr.10 (118-130 cM) TIAL1® BAG3 LYRM2 ALDOC

18 40cM chr.18 (27-50 cM) chr.7 (25-120 cM) GNAI2 COASY
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DISCUSION

La cantidad y la composicion de la GIM constituyen parametros determinantes de las
caracteristicas organolépticas y tecnoldgicas de la carne (Garcia-Regueiro et al., 1994,
Fernandez et al., 1999; Lopez-Bote, 1998). Este hecho, unido a la relacion existente entre la
composicion de la grasa de la carne y la salud humana, ha despertado un creciente interés por
estos caracteres. Los valores fenotipicos de la poblacion Duroc analizada en el presente
trabajo confirman el elevado contenido en GIM de la raza Duroc cuando se compara con otras
poblaciones comerciales (Morales et al., 2003), y avala la idoneidad de la poblacién estudiada
para la produccion de productos curados de calidad. Asimismo estos valores muestran una
composicion de la grasa muscular particularmente rica en acido oleico, cuyo valor nutritivo y
cuya positiva influencia sobre la salud humana son sobradamente conocidos, y que ademas es
importante para la adecuada maduracion y flavor de los productos curados (Lopez-Bote,
1998; Chizzolini et al., 1998). En el presente trabajo se han analizado dos musculos de
relevante interés comercial, observando que el misculo GM es sensiblemente mas graso y con
mayor contenido en colesterol que el musculo LD, tal como habian observado anteriormente
Kim et al. (2008) y Fiedler et al. (2003). No hubo sin embargo diferencias relevantes en lo
que respecta al perfil de los acidos grasos mayoritarios, si bien es importante sefialar que en el
musculo GM hubo un mayor contenido en acidos grasos omega-3.

En relacion a estos caracteres, hasta la fecha han sido numerosos los estudios que han
abordado la busqueda de loci con efecto sobre el contenido en GIM (e.g. de Koning et al.,
1999; Paszek et al., 2001; Ovilo et al. 2002; Rohrer et al., 2006; Sanchez et al. 2007). Aunque
mas escasos, también existen diversos barridos gendmicos para encontrar QTL ligados a la
composicion en acidos grasos de distintos tejidos como la grasa dorsal (Pérez-Enciso et al.
2000; Clop et al. 2003; Nii et al. 2006; Guo et al. 2009), la grasa perirenal (Nii et al. 2006) o
la GIM (Sanchez et al. 2007; Guo et al. 2009). La mayoria de estos trabajos han sido
realizados a partir de cruzamientos divergentes, por lo que no existe demasiada informacion
acerca de la segregacion de loci asociados a estos caracteres en poblaciones comerciales. El
contenido en colesterol del musculo ha sido sin embargo un caracter escasamente estudiado
hasta la fecha, encontrandose en la bibliografia un unico estudio de QTL para este caracter
que permitio detectar un QTL sugestivo en el SSC18 (Malek et al., 2001).

En el presente trabajo se han identificado un nimero considerable de QTL relacionados con la
GIM, la composicion de acidos grasos y el contenido de colesterol para los musculos GM y
LD en una poblacion comercial de raza Duroc. Debe tenerse en cuenta no obstante que
muchos de estos QTL han sido detectados solamente en una de las cinco familias analizadas,
que existieron algunas discrepancias entre los dos analisis expuestas en el apartado de
Resultados, y que existen limitaciones de potencia ligadas a la estructura poblacional y el
reducido tamafio muestral. Estas limitaciones del experimento aconsejan tomar con cautela
estos resultados y no descartar la posible presencia de algunos resultados esplreos. No
obstante y més alld de estas limitaciones, estos resultados en su conjunto representan un
indicador de la existencia de variabilidad genética para estos caracteres en la poblacién
analizada, y estarian en la linea de las heredabilidades medias-altas estimadas por Casellas et
al. (2009). La realizacion de futuros estudios con un mayor tamafio poblacional permitira
confirmar la consistencia de los QTL detectados.

Uno de los QTL mas relevantes ha sido el detectado para GIM del musculo GM en el SSC7
(133cM, tabla 111.6), localizado en una region gendmica donde ya se habian descrito
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anteriormente varios QTL para la GIM (de Koning et al. 2000, Szyda et al. 2002, Sato et al.
2003). Ademaés, el alineamiento realizado con las sondas diferencialmente expresadas
permitio describir un gen ubicado en la region del QTL y que muestra importantes diferencias
en sus niveles de RNA entre individuos con niveles extremos de parametros lipidicos: el gen
NPC2 o “Niemann-Pick disease”, sobreexpresado en el grupo Alto; el papel de este gen serd
discutido mas adelante. Adicionalmente, se han encontrado diversos QTL para GIM
segregando en nuestra poblacion en posiciones homologas a las de QTL previamente
descritos por otros autores en cruces divergentes, como son los QTL para GIM en el SSC6
(Ovilo et al., 2002) y en el SSC13 (Sanchez et al., 2007). Asimismo, hemos detectado un
QTL en el SSC3 que aparentemente esté relacionado con la GIM de ambos musculos GM y
LD y que no habia sido descrito anteriormente, y un QTL en el SSC 1 ligado tanto a la GIM
como a la deposicion de grasa dorsal.

Entre los resultados del analisis de QTL debemos también destacar los QTL descritos para la
concentracion de colesterol en musculo, por ser un caracter apenas estudiado hasta la fecha a
pesar de su importancia de cara al consumidor. En este sentido, debemos decir que sélo
hemos detectado un QTL con efecto significativo sobre ambos musculos en el SSC11 (tabla
I11.7). El resto de QTL para este caracter han sido identificados afectando al musculo LD
exclusivamente (ver tabla 111.7); entre ellos cabe destacar un QTL altamente significativo en
el SSC6 y un QTL significativo a nivel cromosémico en el SSC 18 que podria corresponder al
QTL previamente descrito por Malek et al. (2001).

En cuanto al perfil de acidos grasos del musculo, el presente trabajo ha permitido detectar un
elevado nimero de QTL ligados a la proporcién de uno o mas &cidos grasos en la grasa
muscular o indices relacionados. De entre ellos el mas significativo (p<0.001 a nivel
gendmico) ha sido el QTL del SSC7 detectado en una de las familias, que afecta al contenido
en acido vacénico del musculo GM. Este QTL esta localizado en una region en la que se han
descrito ademas otros QTL sugestivos ligados al contenido de otros acidos grasos (palmitico y
linoleico) y a los porcentajes de PUFA, MUFA y omega-6, asi como de un QTL para el
contenido de vacenico del musculo LD. Este QTL se encuentra asimismo préximo a las
regiones donde Guo et al. (2009) y Sanchez et al. (2007) han descrito diversos QTL para la
composicion en acidos grasos.

Para el masculo LD vale la pena destacar el QTL relacionado con el contenido de AGS,
afectando a los dos AGS mayoritarios, palmitico y estedrico, ademas de a los &cidos
palmitoleico y vacénico. La posicién de este QTL coincide con la del gen acetyl-coenzyme A
carboxylase a (ACACA). Cabe mencionar que en un experimento anterior sobre la misma
poblacidn se detectaron asociaciones significativas entre diversos polimorfismos para este gen
y los contenidos en AGS, MUFA, PUFA y GIM (Gallardo et al. 2009a). También Mufioz et
al. (2007) detectaron asociaciones significativas entre dos polimorfismos de este gen y el
contenido en diversos &cidos grasos. Sin embargo todos los polimorfismos detectados en estos
trabajos fueron sinébnimos o no codificantes, lo que a priori los descartaria como mutacién
causal del QTL detectado. Asimismo el estudio de expresion no permitié detectar diferencias
de expresion para este gen entre individuos con niveles extremos de parametros lipidicos, lo
que parece apoyar la hipotesis de que la mutacion causal de este QTL estaria en desequilibrio
de ligamiento con los polimorfismos detectados en este gen.

Por otro lado, cabe sefialar que la mayor parte de los QTL obtenidos para la composicion de

AG estuvieron asociados al contenido en AG que pueden ser sintetizados de novo, como son
los AG saturados y monoinsaturados. Aunque menos numerosos, también se han encontrado
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no obstante algunos QTL para acidos grasos esenciales, como son los AG poliinsaturados, la
mayoria de ellos para el mdsculo GM. Estos resultados son consistentes con los parametros
genéticos estimados por Casellas et al. (2009) en la poblacion estudiada, ya que estos autores
encontraron heredabilidades moderadas para ambos AG poliinsaturados (linoleico y
araquidénico) en el musculo GM, mientras que el determinismo genético de estos acidos
grasos en LD fue menos relevante. En este sentido, también otros autores (e.g. Sanchez et al.,
2007; Guo et al., 2009) han encontrado QTL para el contenido en AG poliinsaturados. A
pesar de que estos acidos grasos proceden exclusivamente de la dieta, no es descartable cierto
grado de determinismo ligado a genes implicados en la absorcién intestinal o la distribucion
organo-especifica de estos AG.

El andlisis de QTL ha permitido asimismo detectar diversas regiones gendmicas con efecto
sobre dos 0 mas caracteres estudiados, que podria ser debido a mutaciones causales en uno o
mas loci con efecto pleiotrépico. Entre estas regiones potencialmente pleiotrépicas podemos
sefialar las encontradas en el SSC7 o SSC12 anteriormente mencionadas, ademas de una
region del SSC13 con efecto sobre los acidos estearico y linoleico juntamente con los indices
PUFA y omega-6 del musculo GM, entre otras. La existencia de regiones con efectos
pleiotrdpicos sobre el perfil de &cidos grasos ya habia sido previamente puesta de manifiesto
por varios autores (e.g. Sanchez et al., 2007; Guo et al., 2009), en varios casos en regiones
homdlogas a las encontradas en el presente estudio. Estos resultados pondrian de manifiesto la
existencia de loci que intervienen paralelamente en diversas rutas del metabolismo lipidico.

Un importante resultado extraido del presente estudio es la ausencia general de
correspondencia entre los QTL detectados para los caracteres de cantidad y composicion de la
GIM de los musculos GM y LD. De los numerosos QTL detectados en el barrido genémico,
tan solo los QTL de los SSC 1y 3 para GIM, del SSC 11 para el contenido de colesterol, de
los SSC6 y 7 para el acido vacénico, y del SSC13 para estearico y miristico, presentan cierta
concordancia posicional entre ambos musculos. Estos resultados avalarian la hipétesis de que
existe distinta determinacidn genética de las caracteristicas de la grasa en los muasculos LD y
GM. Las diferencias en la regulacion de estos caracteres en distintos tejidos grasos del
organismo ya habian sido observadas anteriormente por otros autores. Por ejemplo, Guo et al
(2009) identificaron una clara falta de correspondencia entre los QTL que afectaban la
composicion de los acidos grasos del musculo LD y de la grasa abdominal, hecho que les
llevo a determinar la existencia de distintos factores genéticos afectando a estos caracteres.
Asimismo Nii et al. (2006) mostraron que la localizacion y magnitud de los QTL para el perfil
de &cidos grasos diferian notablemente entre la grasa subcutanea y la grasa perirenal. Ninguno
de estos trabajos habia comparado no obstante la concordancia posicional de los QTL para la
cantidad y composicién de la grasa de dos musculos. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo indican que la puesta en marcha de un esquema de seleccién asistida por marcadores o
por genes para estos caracteres tendria consecuencias distintas dependiendo del musculo
considerado.

En la misma linea de la ausencia de correspondencia entre los QTL, el estudio de expresion
permitio detectar importantes diferencias a nivel transcriptomico entre ambos masculos (ver
figura I11.1). Se identificaron 350 sondas (correspondientes a 292 genes) diferencialmente
expresadas entre ambos mdasculos, de las cuales 119 (96 genes) se sobreexpresaban en el
musculo GM y 231 (196 genes) en el musculo LD. Centrando el interés en los genes que han
mostrado resultados mas relevantes en cuanto a expresion diferencial entre los musculos GM
y LD, cabe destacar el grupo de genes pertenecientes a la familia HOX. Este grupo de genes
estaba notablemente sobreexpresado en el masculo GM vs el musculo LD, llegando a alcanzar

54



un cociente entre las expresiones medias de hasta 800% en el caso del gen HOXA10. Esta
familia de genes abarca multiples funciones, entre la cuales destacamos el papel de algunos de
ellos como el HOXA10 sobre la diferenciacion de células musculares (EI-Mounayri et al.,
2005).

El estudio ontoldgico del conjunto de todos los genes diferencialmente expresados entre los
musculos GM y LD mostré que, a nivel biologico, las diferencias a nivel transcriptomico
entre estos musculos estan asociadas a genes principalmente implicados en el desarrollo, la
regulacién y la funcionalidad del musculo (ver figura I11.7). De la misma manera, el estudio
ontoldgico a nivel molecular (figura 111.9) ha mostrado que los genes diferencialmente
expresados se agrupan en categorias GO moleculares relacionadas con la regulacion
transcripcional, lo que ratifica las diferencias en cuanto a la regulacion de estos dos musculos.
En cuanto a las categorias GO celulares (tabla I11.11), se aprecia un grupo de categorias
relacionadas con las fibras musculares. Este hecho es consistente con la distinta composicion
en cuanto a tipo de fibras entre los dos muasculos que habia sido descrita por algunos autores
(e.g. Serra et al., 1998; Ryu et al., 2008). Los resultados aqui presentados, particularmente los
relativos al estudio ontoldgico, parecen corroborar la teoria demostrada por Essen-Gustavson
y Fjelkner-Modig (1985) sobre la existencia de perfiles metabolicos distintos entre ambos
masculos.

En su conjunto, los resultados de expresion diferencial entre musculos del presente trabajo
estan en la linea de los obtenidos en otros estudios de expresion. De este modo, Bai et al.
(2003) estudiaron la expresion diferencial en distintos tipos de musculos (rojos vs blancos) en
porcino, e identificaron un gran ndmero de genes diferencialmente expresados, siendo el
grupo de las fibras blancas (e.g. LD) el que muestra un mayor numero de genes
sobreexpresados, entre ellos un grupo de genes relacionado con funciones estructurales del
musculo. Asimismo existe un paralelismo con los resultados obtenidos en la comparacion de
distintos tejidos musculares en otras especies. Cabe citar por ejemplo el trabajo de Campbell
et al. (2001), quienes estudiaron las diferencias a nivel de expresion entre las fibras
musculares rojas y blancas de raton, e identificaron varios genes diferencialmente expresados
con funciones relacionadas con el desarrollo y la regulacion.

Otro de los objetivos principales del estudio de expresion fue evaluar las diferencias a nivel
transcriptdbmico ligadas a los fenotipos relacionados con el metabolismo lipidico y la
deposicion de grasa. La comparacion de los niveles de expresidn entre animales de dos grupos
extremos para una combinacion de parametros lipidicos ha permitido detectar un elevadisimo
namero de sondas diferencialmente expresadas (579 sondas; figura 111.1) correspondientes a
459 genes, estando un 82% de estos genes sobreexpresados el en grupo de animales con Alto
nivel de parametros lipidicos. Estos resultados son notablemente paralelos a los obtenidos por
Céanovas et al. (2008) trabajando sobre un Unico tejido muscular (musculo GM), lo cual es
razonable teniendo en cuenta que era el tejido del cual se disponia de un mayor nimero de
muestras en este trabajo. No obstante las diferencias de expresion en términos de cociente
entre expresiones medias (tasas de cambio o fold change, figura 111.3) mostraron un rango
(0.42-2.76) notablemente inferior al encontrado por Cénovas et al. (2008) (0.38-5.58),
obteniéndose ademas un numero notablemente inferior de sondas con una sobreexpresion de
mas del 50% (163 vs 388). Asimismo, tan s6lo un 59% y un 53% de los genes
sobreexpresados e infraexpresados en el grupo Alto coinciden a los obtenidos previamente
por Canovas et al. (2008), si bien se debe tener en cuenta que las diferencias experimentales
entre ambos trabajos. En su conjunto, los resultados relativos a la expresion diferencial entre
animales extremos para diversos parametros lipidicos nos indican que aquellos animales con
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un mayor nivel de engrasamiento, lipidos plasmaticos y deposicion de GIM tendrian una
sobreactividad transcripcional respecto a un importante nimero de genes.

El estudio de la funcionalidad de los genes diferencialmente expresados entre los grupos de
animales con niveles extremos de parametros lipidicos se abordd también mediante la
realizacion de un anélisis ontolégico a nivel biolégico, molecular y celular. La parte méas
destacable de este analisis ha sido la clasificacion en categorias GO bioldgicas (figura 111.8),
gque muestra como una proporcion importante de los genes diferencialmente expresados
participan en procesos directamente relacionadas con el metabolismo lipidico, como son
“proceso metabolico lipidico celular”, “proceso metabolico de dcidos grasos”, “proceso
metabdlico lipidico”, Yy “proceso metabdlico del dcido monocarboxilico”, 10 cual en cierta
medida nos confirma la validez del disefio del experimento de expresion para el estudio de
genes relacionados con el metabolismo lipidico. La agrupacion desde una perspectiva
molecular (tabla 111.10) permitié observar que muchas de las categorias GO moleculares en
que se clasifican estos genes estan relacionadas con la union molecular (binding). En cuanto a
la clasificacion a nivel celular, tan solo mencionar que estos resultados (tabla 111.12)
aportaban una informacion vaga y general sobre la funcionalidad de estos genes, no
existiendo diferencias relevantes en cuanto a las categorias GO celulares en que se agrupaban
los genes diferencialmente expresados entre los musculos GM y LD y entre los grupos de
animales con niveles extremos de parametros lipidicos. Todos los resultados de este analisis
ontoldgico fueron en su conjunto equivalentes a los previamente obtenidos por Canovas et al.
(2008) a pesar de que estos autores trabajaron sobre un solo tejido, con un menor nimero de
muestras y con distintos umbrales de significacion. Ello nos permite extender algunas
conclusiones al conjunto de los dos musculos.

En el andlisis individual de los genes diferencialmente expresados entre grupos, donde
predominan los genes sobreexpresados en individuos con valores elevados de pardmetros
lipidicos, hemos destacado como gen con una particular relevancia por su importante papel en
el metabolismo lipidico el gen LIPE que codifica para la Hormone-sensitive lipase. Este gen
esta descrito en el cromosoma 6 de porcino (Gu et al., 1992), en una region que ha sido
ampliamente estudiada por la presencia del locus que determina la hipertermia maligna en
cerdos (RYR1). Ademas, este gen codifica para una lipasa clave en el proceso de movilizacién
de los acidos grasos porque interviene sobre la hidrélisis de los triglicéridos en el tejido
adiposo, y también se expresa en otros tejidos (Harbitz et al., 1999). Otros autores como
Oscai et al. (1990) han sugerido ademas que este gen podria mediar la lipélisis intramuscular
a través de la regulacién cooperativa con el gen de la lipoproteina lipasa o LPL. Cabe sefialar
no obstante que este gen mapea en una region del genoma porcino que no esta préxima a
ninguno de los QTL descritos en el presente trabajo, por lo que a pesar de su relacién
funcional y transcripcional con el metabolismo lipidico, no sera considerado a priori como
gen candidato a contener una mutacion responsable de alguno de los QTL observados.

Por ultimo, en el presente trabajo se ha elaborado una lista de genes candidatos tanto
posicionales como funcionales (ver tabla 111.2) considerando aquellos genes que mapean en
las regiones de los QTL mas significativos detectados en la poblacién y que presentan ademas
relevantes diferencias en sus niveles de expresion entre individuos con niveles extremos de
parametros lipidicos. De entre los genes que cumplian estos requisitos, se han seleccionado
tres de ellos por su relevante funcion dentro del metabolismo lipidico. EI primero de ellos es
el gen GPD1 o “Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1”. Este gen se caracteriza por
determinar un incremento de la produccion de triacilglicerol en el tejido adiposo de los
humanos obesos, y ademas en humanos mapea en una regién homéloga a la regién del SSC 5
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donde se ha detectado un QTL altamente significativo para el &cido miristico y donde tambiéen
Nii et al. (2006) encontraron un QTL afectando al contenido de &cidos grasos saturados.
Asimismo los genes NPC1 y NPC2 o de “Niemann-Pick disease” se presentan como genes de
interés puesto que codifican para proteinas relacionadas con la captacion de colesterol. El gen
NPC2 mapearia en una region del SSC 7 donde se ha detectado un QTL particularmente
relevante para GIM del musculo GM, anteriormente comentado. En cuanto al gen NPC1, éste
mapea en una region genomica (SSC6) donde se ha detectado un QTL para acido vacénico
para ambos musculos, GM y LD, siendo el QTL para este ultimo altamente significativo.

Finalmente y a modo de resumen comentar que en el presente trabajo se han identificado un
numero considerable de QTL relacionados con la cantidad y la composicion de la grasa de los
musculos GM y LD en una poblacion comercial de raza Duroc. Asimismo se ha realizado un
estudio de expresion en el que se han detectado un importante ndmero de genes
diferencialmente expresados entre individuos con fenotipos extremos para caracteres
relacionados con el engrasamiento y la deposicion de grasa intramuscular. Mas alla de las
limitaciones del experimento anteriormente mencionadas, estos resultados en su conjunto
corroboran la existencia de variabilidad genética para estos caracteres y avalan la posibilidad
de que sean considerados objetivos de seleccion en la poblacién analizada. Por otro lado
también se han descrito importantes diferencias entre los musculos GM y LD, tanto a nivel de
mutaciones reguladoras (distintos QTL) como a nivel transcriptdmico, con un importante
nimero de genes que mostraron expresion diferencial entre ambos mdsculos. Estas
diferencias hacen muy complejo poder predecir las consecuencias en los distintos muasculos
de las estrategias de seleccion en base a informacién molecular. En este sentido se necesitan
un mayor numero de estudios que permitan caracterizar los factores genéticos implicados en
la cantidad y composicion de grasa de distintos tejidos y localizaciones anatomicas. Por
ultimo el presente trabajo ha permitido identificar una serie de genes candidatos funcionales y
posicionales a tener en cuenta para la realizacion de futuros estudios.
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CONCLUSIONES

1

Se han detectado numerosos QTL asociados a la cantidad y al perfil de &cidos grasos de la
grasa intramuscular de los masculos GM y LD en una poblacion comercial de animales
Duroc caracterizada por un alto contenido de GIM. Varios de estos loci son homologos a
QTL previamente descritos en experimentos con cruces divergentes, demostrando que
existe un relevante grado de variabilidad genética dentro de la poblacion analizada.

Se han identificado también diversos QTL asociados al contenido de colesterol en
musculo, caracter escasamente estudiado hasta la fecha. De entre ellos cabe destacar el
QTL del cromosoma 11 ligado a la concentracion de colesterol en ambos musculos, y un
QTL altamente significativo en el cromosoma 6 detectado para el musculo LD.

La comparacion entre los QTL detectados en los musculos GM y LD ha revelado
importantes diferencias que sugeririan distinta determinacion genética de las variables
relacionadas con la cantidad y composicion de la grasa en estos musculos.

El estudio de expresion ha permitido asimismo identificar un gran ndmero de genes con
distintos niveles de expresion entre los musculos GM y LD, con un rango de
sobre/infraexpresion en uno de los masculos de entre el 20 y el 800%. Las sondas con
mayores diferencias de expresion entre musculos correspondieron a genes
sobreexpresados en el musculo GM, perteneciendo varios de ellos a la familia de los genes
HOX.

El estudio ontol6gico ha revelado que los genes diferencialmente expresados entre los
musculos GM y LD se clasifican principalmente en categorias GO relacionadas con el
desarrollo, la regulacién y la funcionalidad del musculo.

Hemos detectado un nimero ain mayor de genes diferencialmente expresados entre
individuos con niveles extremos para una combinacion de parametros lipidicos; la mayor
parte de estos genes mostraban sobreexpresion en el grupo de animales con niveles altos
de engrasamiento, lipidos sanguineos y deposicion de grasa muscular. Entre la lista de
genes con diferencias de expresién mas significativas cabe destacar el gen LIPE, que
interviene en la hidrolisis de los triglicéridos.

El estudio ontoldgico ha constatado que una proporcién importante de los genes con
expresion diferencial entre los grupos de animales con distintos niveles de parametros
lipidicos se clasificaban en categorias GO relacionadas con el metabolismo de los lipidos
en su conjunto, abarcando el metabolismo y la sintesis de los acidos grasos y de rutas
metabolicas concretas como la del &cido monocarboxilico.

Un estudio de alineamiento entre los QTL mas significativos y las sondas
diferencialmente expresadas ha permitido elaborar una lista preliminar de genes
candidatos posicionales y funcionales para caracteres relacionados con el metabolismo de
las grasas, entre los cuales se han destacado el gen GPD1, relacionado con el incremento
en la produccion de triacilglicerol en el tejido adiposo de humanos obesos, y los genes
NPC1y NCP2, que codifican para proteinas relacionadas con la captacion de colesterol.
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AGS/SFA
BLUP
BFT
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cDNA
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FABP3
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GIM/IMF
GM
GO
GS
HDL
IGF2
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MRNA
MUFA
NPC1
NPC2
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PUFA
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RNA
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SSC
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UCP2

acidos grasos

acidos grasos saturados

Best Linear Unbiased Prediction
grasa dorsal

Calpastatina

acido desoxiribonucleico copia
cantidad de colesterol

acido desoxiribonucleico

Fatty acid binding protein-3

False discovery rate

Seleccion Asistida por Genes
grasa intramuscular

gluteus medius
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Seleccion Genémica

lipoproteinas de alta densidad
Insulin-like growth factor-2
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longissimus dorsi
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Hormone-sensitive lipase
Lipoprotein lipase

Peso Vivo
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Malic enzyme-1

acido ribonucleico mensajero
acidos grasos monoinsaturados
Niemann-Pick disease Type C-1
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p-value (tasa de error tipo )
polimerase chain reaction
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acidos grasos poliinsaturados
Quantitative trait loci
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Stearoyl-CoA desaturase
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single nucleotide polimorfism
cromosoma porcino (Sus Scrofa Chromosome)
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