STER UNIVERSITAT
MIEF) POLITECNICA
DE VALENCIA

Universitat Politécnica de Valéncia

Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agroalimentaria y del Medio Natural
(ETSIAMN)

OPTIMIZACION DE LA
EFICIENCIA
REPRODUCTIVA EN CERDO
IBERICO

TRABAJO DE FIN DE GRADO DE INGENIERIA
AGROALIMENTARIA'Y DEL MEDIO RURAL

Autora: Dia. Zulema Rodriguez Hernandez
Tutora: Dra. Dfia. Noelia Ibafiez-Escriche

Directora experimental: Diia. Cristina Casto Rebollo

Valencia, julio 2019

(@)oo




Optimizacion de la eficiencia reproductiva en cerdo ibérico

RESUMEN

El cerdo ibérico es una raza porcina autoctona de la peninsula ibérica, especialmente adaptada a las
condiciones geoclimaticas del suroeste espafol y con gran capacidad adipogénica. De hecho, es
precisamente esta Ultima caracteristica la que permite la obtencion de productos curados de maxima
calidad y hace que sean animales muy valorados en el mercado. El aumento de la demanda de estos
productos ha hecho aumentar el nimero de explotaciones intensivas. Sin embargo, en comparacion
con el porcino blanco la eficiencia reproductiva del cerdo ibérico es sensiblemente menor debido,
principalmente, a su baja prolificidad. La prolificidad es un caracter regulado genéticamente y de gran
importancia para la viabilidad econémica del porcino, especialmente en ibérico. Hasta hace poco, en
ibérico no habia programas de mejora genética sistematicos en los que la prolificidad fuese un objetivo
claro de seleccion. Por tanto, esta raza sufre un retraso comparada con otras razas comerciales.
Ademas, otro problema del cerdo ibérico es el bajo niUmero de tetinas (casi fijado a diez) que dan
importantes problemas de manejo en granjas de reproductoras donde se pretende aumentar la

eficiencia reproductiva.

En la ultima década los grandes avances en tecnologias de genotipado han permitido la posibilidad de
realizar analisis de asociacion del genoma completo (GWAS) en relacion con caracteres fenotipicos
complejos como, en este caso, los reproductivos. Este tipo de analisis permite la identificacion de las
variantes genéticas asociadas con el caracter de interés, sin restricciones en cuanto a la localizacion
genémica de las mutaciones. La identificacion de variantes asociadas a los caracteres reproductivos
puede posibilitar su uso para seleccionar los progenitores de manera mas eficiente y aumentar la
respuesta a la seleccion de estos caracteres considerablemente. El objetivo de este trabajo es identificar
regiones genodmicas asociadas a los caracteres prolificidad y numero de tetinas en cerdo ibérico a

través de un andlisis de asociacion del genoma completo.
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Optimization of reproductive efficiency in Iberian pig

ABSTRACT

The Iberian pig is an autochthonous breed of the Iberian Peninsula, specially adapted to the
geoclimatic conditions of the Spanish Southwest and with great adipogenic capacity. In fact, this last
characteristic allows to obtain the cured products of the highest quality and makes them highly valued
animals in the market. The increasing demand of these products has caused an increase on the number
of reproductive intensive farms. However, in contrast to white pigs, the reproductive efficiency of the
Iberian pig is significantly lower, mainly due to its low prolificacy. The prolificacy is a genetically
regulated trait and of great importance for the economic viability of the pig production, especially in
Iberian. Until recently, in Iberian pig there were no systematic genetic selection programs in which
prolificacy was a clear objective of selection. Therefore, this breed suffers a delay compared to other
commercial breeds. In addition, another problem of the lberian pig is the low number of teats (almost
set to ten) which gives important management problems in breeding farms with a better reproductive

efficiency.

In the last decade, the great advances in technologies of genotyping have allowed the possibility of
carrying out genome wide association analysis (GWAS) with complex phenotypic traits as, in this
case, the reproductive ones. This kind of analysis allows the identification of the genetic variants
associated with the trait of interest, without restrictions regarding the genomic location of the
mutations. The identification of variants associated with reproductive traits can make possible to use
them for selecting parents more efficiently, so increasing considerably the response to the selection of
traits. The objective of this work is to identify genomic regions associated with the prolificacy and

number of nipple in Iberian pigs through genome wide association analysis.

Key words: Iberian pigs, GWAS, nimero de tetinas, eficiencia reproductiva, prolificidad, litter size.

Autora: Dfia. Zulema Rodriguez Hernandez
Tutora: Dra. Dfia. Noelia Ibafiez-Escriche

Directora experimental: Diia. Cristina Casto Rebollo

Valencia, julio 2019



Cuatro afios despues...
Por todos los que han confiado en mi, incluso cuando yo dudaba de mi misma.

Noelia y Cristina no s¢ por donde empezar... en fin, sois todo un referente a seguir, GRACIAS.

A mi L2 porque siempre has estado ahi.

A MT porque tus “mandamientos” siempre estaran conmigo.



INDICE GENERAL

1. INTRODUCCION.......ccoviiiteterieetesee sttt s st se s ss st ss et naesensnses s 1
2. OBUIETIVOS. ...ttt bbbttt b et b ekt e e s bt st e bt s bt et e ke e e nbe b et nae s 5
3. MATERIAL Y METODOS ......oiiiiiieiceeee ettt s st seneesas 6
TS T = ¢ T LN o T ] [o ool TSR 6
3.2, ProCeSat0 08 GALOS .........ccuiuiiiiiiiiiiieir ettt 7
3.2.1.  Control de calidad y filtrado de muestras y SNPS...........ccccerirereriieeseeee e 7
3.2.2. Imputacion de genotipos faltantes ...........ccvieiriiiiiie e 7

3.3.  Andlisis de asociacion del genoma completo (GWAS).......coeiiiireiieiinesese s 7
3.4.  BuUsqueda de genes CaNIGAOS .........cvueiriririeisieese et 8

4. RESULTADOS ... oottt ettt b e b e b e b bt e bt e bt e she e s heeshb e st e e beenbeenbeennneas 9
4.1.  Analisis de asociacion del genoma completo (GWAS).......cociviie e 9
4.2. Busqueda de genes Candidatos. .......c.cceiveieiiiiiie i 11

B, DISCUSION......ciieitceeeetiee et es et s sttt sttt ena s n s s s et s s s, 14
6.  CONGCLUSIONES.......ooi ettt b e sb e sbe e s s bt st e e beesbeesbeesbneseneas 19
7. REFERENCIAS. ...ttt et e be e bt e sb e e sbe e srbe s beebeenbeenbeesbeeneaeas 20

8. DATOS SUPLEMENTARIOS. ...ttt 25



INDICE TABLAS

Tabla 1. Estructura de 12 PODIACION. ........coiiiiiiiiiieece b 6
Tabla 2. Anélisis descriptivo de los caracteres nimero de tetinas (NT), tamafio de camada al primer
parto (TC,) y tamafio de camada en el segundo Parto (TC2).....coevriririiniriierereee e 6
Tabla 3: SNPs significativos asociados al tamafio de camada en el primer parto (TC1) y al nimero de
EEEINAS (NT ). coeiiiii ittt e e st e et e e beshe et e s beesee st e ebe e besbeesteatease e besteessesteeseestenrees 10

Tabla 4: Genes localizados en las regiones genémicas de interés para el caracter TC1y NT............... 12

Tabla S1. Genes localizados en las regiones candidatas de TC1 implicados en la reproduccion y el
deSarrollo EMBIIONAITO. .....eccveeiieeieiieie ettt ettt e st eeaeestesteess e sesssensesseensessenneens 25



INDICE FIGURAS

Figura 1. A) Manhattan plot para el caracter tamafio de camada en el primer parto (TC,). B) Manhattan

plot para el caracter NUMEr0 dE TELINGS. .....cviiviiieiece e et sreera e reare s 9
Figura 2. Efecto de T3 sobre la prolificidad, regulada por el eje hipotalamo-hipofisiario.................... 15
Figura 3. Tendencia de las frecuencias genotipicas del SNP WU_10.2_13 13314717.......cccccevvennne. 16
Figura 4. Mecanismos reguladores de la formacion de 1as mamas. ..........ccccceovvevevieeiicne s 18

Figura S1. Manhattan plot para el caracter tamafio de camada en el segundo parto (TC2).......ccccervneee 25


file:///C:/Users/zU/Documents/TFG/Zulema/Trabajo/DOCUMENTOS%20FINALES/TFG_050719.docx%23_Toc13213721
file:///C:/Users/zU/Documents/TFG/Zulema/Trabajo/DOCUMENTOS%20FINALES/TFG_050719.docx%23_Toc13213721
file:///C:/Users/zU/Documents/TFG/Zulema/Trabajo/DOCUMENTOS%20FINALES/TFG_050719.docx%23_Toc13213722
file:///C:/Users/zU/Documents/TFG/Zulema/Trabajo/DOCUMENTOS%20FINALES/TFG_050719.docx%23_Toc13213724
file:///C:/Users/zU/Documents/TFG/Zulema/Trabajo/DOCUMENTOS%20FINALES/Rodríguez%20Hernández,%20Zulema.docx%23_Toc13427241

1. INTRODUCCION

Espafia es el cuarto pais productor de carne de cerdo a nivel mundial después de China, Estados
Unidos y Alemania (datos 2018, Fuente: SG Estadisticas). El sector porcino espafiol juega un papel
fundamental en la economia del pais, representando hasta el 36,4% (en el afio 2017) de la Produccion
Final Ganadera segun el informe anual emitido por el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente (MAPAMA). Dentro de este sector, Espafia destaca por la produccién de cerdo
ibérico, cuyos productos derivados son de alta calidad y bien valorados por el consumidor (Martinez et
al., 2000). El término cerdo ibérico, catalogado por el MAPAMA como una raza autoctona de
fomento, define una agrupacion racial de cerdos nativos de la peninsula ibérica originados a partir de
Sus Mediterraneus (Lopez-Bote, 1998). Su produccion esta limitada, tradicionalmente, al sudoeste de
la peninsula ibérica en consonancia con la superficie de la dehesa arbolada. Su mayor representacion
se encuentra en las provincias espafiolas de Salamanca, Céaceres, Badajoz, Ciudad Real, Toledo,
Sevilla, Coérdoba, Huelva, Cédiz y Malaga. El sector de porcino ibérico se ha caracterizado por ser un
sector muy tradicional, ligado a una produccion extensiva debido a la morfologia del animal, que lo
hace resistente a las insolaciones y altas temperaturas estivales (Fabuel et al., 2004). No obstante, en
los altimos afios la demanda de porcino ibérico se ha incrementado considerablemente provocando una
profunda transformacién hacia una produccion mas intensiva e industrializada. En la actualidad, la
industria transformadora se surte mayoritariamente de cerdos provenientes del cruce de una madre
ibérica con un macho de la raza Duroc y cebados en sistemas intensivos (Noguera e Ibafiez-Escriche,
2017). El cebo de ejemplares ibéricos puros se limita casi exclusivamente a aquellos que aprovechan

la montanera (cebo extensivo a base de bellotas y pastos) (Lopez-Bote, 1998).

Al contrario de lo que ha ocurrido con la mayoria de las razas porcinas comerciales, el cerdo ibérico
apenas ha sufrido presion selectiva organizada salvo aquella vinculada a potenciar determinadas
caracteristicas morfoldgicas, que han concretado su actual patrén racial, o fisiologicas relacionadas
con su rusticidad y capacidad de engrasamiento (AECERIBER, 2012). En la actualidad, hay cinco
variedades de cerdo ibérico (Retinto, Entrepelado, Torbiscal, Lampifio y Manchado de Jabugo)
reconocidas en el libro genealdgico oficial gestionado por la Asociacion Espafiola de Criadores de
Ganado Porcino Selecto Ibérico Puro y Tronco Ibérico (AECERIBER, 2012). La estirpe Retinto (RR),
de pelaje rojo, es la principal variedad de ibérico debido a su densidad de poblacion y amplia
distribucion. Lampifio es una variedad de color negro que se caracteriza, como su nombre indica, por
no presentar pelo. La estirpe Torbiscal (TT), de pelaje negro, proviene del cruce de dos lineas negras
de Lampifio y otras dos rojas: Retinto y una autéctona portuguesa (Martinez et al., 2000). El
Entrepelado (EE), hibrido fijado del cruce entre Lampifio con Retinto, es una cepa peluda negra que
presenta un color rojo al nacimiento (Martinez et al., 2000; AECERIBER, 2012). Por ultimo, se

encuentra el Manchado de Jabugo, con manchas diseminadas por todo el cuerpo e introgresion de
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genes asiaticos (Fang y Andersson, 2006). No obstante, al igual que en el cerdo blanco existe
variabilidad inter e intrarracial tanto a nivel genético como fenotipico. Estudios en caracteres como el
peso de los lechones al nacimiento (Barba et al., 2002; Ibafiez- Escriche et al., 2014) o el tamafio de
camada (Suarez et al., 2002; Casellas et al., 2019) han encontrado diferencias genéticas relevantes
entre lineas, asi como heredabilidades similares al cerdo blanco, lo que indica la posibilidad de

mejorar los caracteres en porcino ibérico a traves de la seleccion genética.

En produccion porcina uno de los caracteres econdmicos més importantes, debido a su relacion directa
con la cantidad de lechones producidos por cerda y afio, es el tamafio de camada. Notese, que el
numero creciente de lechones destetados reduce los costes de amortizacion por hembra (Distl, 2007;
Ma et al., 2018). Este caracter, aunque es de dificil seleccion por su baja heredabilidad (h?=0.1), es
uno de los principales objetivos de mejora en las lineas maternales de cerdo blanco (Ma et al., 2018).
De hecho, en los ultimos 60 afios, las lineas maternas de cerdo blanco han aumentado
considerablemente el tamafio de camada gracias a la seleccion genética llevada a cabo (Chalkias,
2013). No obstante, en algunos casos la mejora del tamafio de camada no ha venido acompafiada por
un aumento del nimero de tetinas. Este hecho puede conllevar problemas de manejo (adopciones) e
incluso una mayor mortalidad debido a la competencia entre lechones después del nacimiento
(Rutherford et al., 2013). La competencia se produce, principalmente, por el acceso de los lechones a
las tetas y esta puede existir incluso cuando el nimero de pezones funcionales es igual al nimero de
crias, ya que los lechones con una alta capacidad competitiva pueden monopolizar mas de una teta
(Andersen et al., 2011). Por tanto, las crias que no pueden acceder a una teta funcional se enfrentan a
una situacion critica, puesto que los lechones nacen con una inmunidad baja dependiendo totalmente
de la ingesta de anticuerpos a través del calostro, y pueden morir de hambre (Rutherford et al., 2013;
Chalkias, 2013).

Hasta ahora, el cerdo ibérico apenas se habia seleccionado por tamafio de camada, lo que se ha
traducido en un retraso considerable en la eficiencia reproductiva de esta raza respecto al cerdo blanco
(Ibahez-Escriche et al., 2016). En la actualidad, existe un creciente interés por el aumento del tamafio
de camada en ibérico y, diversos programas de mejora genética de esta raza han definido este caracter
como un objetivo principal de seleccién (Noguera, 2011). Sin embargo, ademas de la dificultad que
conlleva la mejora del tamafio de camada, el nimero de tetinas en cerdo ibérico (10) es menor que en
cerdo blanco y presenta muy poca variabilidad (Ferndndez et al., 2004). Por tanto, para optimizar la
eficiencia reproductiva en cerdo ibérico seria deseable un incremento conjunto de ambos caracteres: el

tamafio de camada y el nimero de tetas.

Tradicionalmente, la mejora genética en porcino se ha realizado a través de la aplicacion del Modelo

Animal que utiliza metodologia BLUP (Best Linear Unbiased Predictor) y en el que se asume que los
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caracteres estan regulados por muchos genes de pequefio efecto (Phocas y Colleau, 1996). Este tipo
de modelos utilizan principalmente la informacion de los fenotipos y genealogia de la poblacion y su
aplicacién sistematica ha supuesto importantes tasas de respuesta genética (Noguera, 2011). Sin
embargo, su aplicacion todavia tiene limitaciones en caracteres de baja heredabilidad y en aquellos que
solo se miden en un solo sexo como son los caracteres reproductivos (Ibafiez-Escriche y Gonzalez-
Recio, 2011). Por otra parte, el desarrollo de la genémica en los Gltimos afios ha revolucionado los
métodos y herramientas de investigacion en el campo de la genética y la biologia. Ademas, la
gendmica no solo ha permitido descifrar la secuencia completa de la mayoria de los genomas de
animales de produccién, sino que también ha permitido obtener una mejor comprension de los
mecanismos genéticos que regulan los caracteres complejos (Noguera, 2011). La disponibilidad de
grandes densidades de marcadores moleculares (cada vez a menor coste) a lo largo del genoma
acomparfiada de avances estadisticos y bioinformaticos han permitido realizar estudios de asociacion
de todo el genoma de los individuos con su fenotipo (GWAS). Los GWAS generalmente relacionan
los fenotipos de interés con las variaciones entre polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs por sus
siglas en inglés) (Bush y Moore, 2012). Los SNPs son cambios de un par de bases en la secuencia de
ADN, que ocurren con alta frecuencia en el genoma vy, que se utilizan normalmente
como marcadores de una regiéon genémica (Bush y Moore, 2012). En humanos, gracias a esta
herramienta, se han identificado asociaciones estadisticamente significativas entre cientos de genes y
enfermedades complejas comunes, lo cual ha contribuido a incrementar el conocimiento de las bases
moleculares implicadas en la predisposicién a padecerlas (Anaya-Chavez y Martinez, 2010). En
produccién animal, los GWAS también se han empleado para localizar regiones gendmicas asociadas
a caracteres complejos (Xie et al., 2012; Jang et al., 2018; Jardim et al., 2018). Normalmente, los
métodos estadisticos utilizados para identificar las regiones genémicas (QLTS) asociadas a un caracter
aprovechan el desequilibrio de ligamiento (LD) entre el marcador y la mutacion causal. El analisis de
regresion sobre un Unico marcador (SMR) constituye uno de los métodos estadisticos mas empleados
en los GWAS y asume que los QLTs son unidades independientes con gran efecto sobre el caracter
(YYang et al., 2014). En el anélisis SMR se consideran los marcadores SNPs como efectos fijos y se
analizan uno por uno (Yang et al., 2014). Uno de los inconvenientes del método SMR a tener en
cuenta, es la asociacion errénea de SNPs con el fenotipo (falso positivo o error de tipo 1) debido a
factores de confusién como la estratificacion de la poblacion. Por ello, normalmente el modelo SMR
también se corrige por la matriz de relaciones de parentesco genémica (GRM), en la que se incluye
todos los marcadores a excepciéon del SNP candidato y los marcadores del cromosoma del SNP a
estudiar (Yang et al., 2014).

A partir de la secuenciacién completa del genoma de cerdo en 2009 y la comercializacion del primer
chip de SNPs especificos para esta especie, el descubrimiento de regiones genémicas que contribuyen

a la variabilidad genética de caracteres complejos se ha visto incrementado (Ramos et al., 2009). En



cerdo blanco, estudios GWAS y de expresion diferencial han identificado genes que podrian estar
regulando caracteres reproductivos como el tamafio de camada y el nimero de tetinas. Para el tamafio
de camada se han encontrados genes que participan en el desarrollo uterino, la implantacion del
embrion en Utero y la ovulacion (Zhang et al., 2013; Rohrer y Nonneman, 2017; Ma et al., 2018;).
Respecto al nimero de tetinas se han encontrado genes que intervienen en el desarrollo de las mamas y
de las vértebras durante la embriogénesis (Rohrer y Nonneman, 2017; van Son et al., 2019; Verardo et
al., 2016 a). No obstante, a pesar de los numerosos estudios de asociacién realizados en porcino,
todavia no se han realizado GWAS para caracteres reproductivos en cerdo ibérico. El presente estudio
tiene como objetivo identificar las regiones gendmicas asociadas con el caracter nimero de tetinas y
tamafio de camada en el primer y segundo parto. Otra de las finalidades de este trabajo, es identificar
genes candidatos en estas regiones que pudieran realizar funciones y/o estar implicados en rutas
metabolicas asociadas a estos caracteres de interés. Este estudio, ademas de ser pionero tiene una gran
importancia para el porcino ibérico ya que es un primer paso para establecer estrategias de mejora en
caracteres econémicos tan importantes como es el tamafio de camada. La mejora de este caracter junto
con el del nimero de tetinas, podria suponer una ventaja tanto a nivel productivo como de bienestar
animal, en un sector que es econémicamente importante en Espafia y valorado internacionalmente por

sus productos de alta calidad.



OBJETIVOS

. ldentificar regiones gendmicas asociadas a los caracteres numero de tetinas y tamafio de camada
en el primer y segundo parto.

. Identificar genes candidatos en esas regiones que estén asociados con los caracteres que se
estudian.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material bioldgico

Los datos utilizados en este estudio corresponden a un proyecto de investigacion (CGL2016-80155-R)
en colaboracion con la empresa Inga Food S.A. y provienen de cuatro granjas de cerdo ibérico
(Morantes, el Muerto, Chorrero y Risco). En total se utilizaron 751 animales (724 hembras y 27
machos) de distintas estirpes de cerdo ibérico (Torbiscal [TT], Retinto [RR], y Entrepelado [EE]) y de
sus respectivos cruces (Tabla 1).

Los animales fueron genotipados con el chip de Illumina GGP Porcine HD Array para un total de
68.516 SNPs. La extraccion del ADN de los individuos se realiz6 a partir de muestras de sangre y de

tejido de la cola.

Tabla 1. Estructura de la poblacién.

Linea Materna

E® R®) TGO
E 145 181 5

Linea Paterna R 140 257 11
T 11 1 0

@ Entrepelado; ® Retinto; © Torbiscal.

Los caracteres estudiados fueron el nimero de tetinas (anotadas al destete de los animales) y el tamafio
de camada (nimero de nacidos totales) en los dos primeros partos. En la tabla 2 se presentan los

estadisticos descriptivos de los caracteres de interés.

Tabla 2. Analisis descriptivo de los caracteres nimero de tetinas (NT), tamafio de camada al

primer parto (TC,) y tamafio de camada en el segundo parto (TC,).

CARACTER N®@ u® Me© Ccv@ Min® Max®
NT 730 10,04 10 0,02 9 12
TCy 701 7,72 8 0,24 4 14
TC, 680 8,66 9 2,23 4 17

@NUmero total de datos; ®media; ©mediana; @coeficiente de variacion; ©@minimo y ®maximo del rango
de datos.



3.2. Procesado de datos

Los datos fenotipicos y genotipicos de los animales pertenecientes a las cuatro granjas se organizaron
y agruparon mediante el software Rstudio ( https://www.r-project.org/). Con este mismo software,
también se obtuvieron los estadisticos presentados anteriormente y se crearon todos los archivos que
se usaron posteriormente para llevar a término el estudio de asociacién del genoma completo
(GWAS).

3.2.1. Control de calidad y filtrado de muestras y SNPs

Los controles de calidad y el filtrado de los SNPs y de las muestras genotipadas se llevaron a cabo
mediante el software PLINK v1.9 (Chang et al., 2015). Los individuos con mas del 10% de genotipos
faltantes fueron eliminados del andlisis. También se excluyeron los SNPs con una frecuencia del alelo
minoritario (MAF) menor del 3% (18.186) y con mas del 10% de genotipos faltantes por SNP (4.724).
Ademas, se eliminaron del estudio los SNPs localizados en los cromosomas sexuales X e Y (11.082).

Finalmente 34.524 SNPs y 748 individuos superaron los controles de calidad.

3.2.2. Imputacion de genotipos faltantes

Los genotipos faltantes por SNP se imputaron mediante el software Beagle v.4.1 (Browning and
Browning, 2016) imputandose un total de 36.437 SNPs. Ninguno de los SNPs imputados fueron

descartados, al ser la calidad de la imputacién (R?), en todos los casos, superior a 0.90.

3.3.  Andlisis de asociacion del genoma completo (GWAS)

El analisis de asociacion del genoma completo (GWAS) se realiz6 mediante el método de regresion
marcador por marcador (SMR) con el software GCTA v1.91.beta (Yang et al., 2011). EI modelo lineal

mixto utilizado fue:

y=Xb+zjaj+Zg+e (1)

Donde y es el vector de fenotipos del caracter a estudiar; X es la matriz de incidencia del vector de
efectos fijos b que incluye el tipo de monta (TP; 2 niveles), linea macho (LM; 3 niveles) y el efecto

granja y afo-estacion (GAE; 40 niveles); z; es el vector de genotipos del SNP; codificado segun el
numero de copias del alelo de referencia (0,1,2); a; es el efecto de sustitucion alélica del SNP;; Z es la
matriz de incidencia de los efectos genéticos g que sigue una distribucion N (O,GRMUgZ); e es el
vector de los efectos residuales. La GRM es la matriz de relaciones de parentesco genémica en la que

7


https://www.r-project.org/

se excluye el cromosoma del SNP; y se reestima el valor de aj en cada calculo de la GRM. Esta
matriz ha sido calculada usando el método desarrollado por Yang et al. (2011) y se incluyé en el
modelo para corregir los posibles efectos de estratificacion de la poblacion (Yang et al., 2014). A

partir de este modelo el programa obtiene el valor del efecto de sustitucion alélica para cada SNP; («;)
y el p-valor asociado a la estima de «;. EI umbral de relevancia estadistica para decidir si un SNP esta

asociado al caracter en estudio se establecié en un p-valor de le-4, umbral sugerido para datos de

produccién animal.

Ademas del p-valor se calcul6 el porcentaje de varianza genética explicada por aquellos SNPs con un
p-valor menor de 1e-4. El porcentaje de varianza explicada se calculé como la ratio entre la varianza
genética explicada por un SNP calculada como 2pgb? y la varianza genética total. Notese, que este
porcentaje de varianza explicada por un SNP puede estar sobreestimado ya que el método aplicado
analiza SNP por SNP y asume que los SNPs son independientes. Sin embargo, este pardmetro si que
seria un indicador de la importancia de la region gendmica en la que esté localizado el SNP.

3.4. Busqueda de genes candidatos

La busqueda de genes candidatos en las regiones gendémicas asociadas a los caracteres estudiados se
realiz6 con la base de datos Ensembl (Cunningham et al., 2018) usando como genoma de referencia el
cerdo (Sus Scrofa v11.1). Las regiones genémicas asociadas fueron aquellas situadas a +0.5MB de los
SNPs mas significativos (p-valor < le-4). Los genes localizados en esas regiones se propusieron como
genes candidatos y se revisaron los procesos bioldgicos en los que estaban implicados. Las bases de
datos Enrichr v1.0 (Jawaid, 2017) y DAVID v6.8 (Huang et al., 2009) se utilizaron para conocer las
rutas metabolicas mas relevantes en las que estan implicadas estos genes. La ontologia génica de cada

gen se validé con la base de datos GeneCards (Rappaport et al., 2017).

Posteriormente, se localizaron en el genoma del cerdo los SNPs que mostraron una mayor relevancia
en el analisis GWAS (p-valor<le-0.4). El objetivo fue comprobar si estos SNPs se encontraban dentro
de la secuencia genética de los genes candidatos y si su localizacién era en una zona intrénica o

exonica. Este procedimiento se realizé con la base de datos Ensembl (Cunningham et al., 2018).



4. RESULTADOS

4.1.  Andlisis de asociacion del genoma completo (GWAS)

Los andlisis de asociacion del genoma completo identificaron regiones asociadas al tamafio de camada
en el primer parto, (TC1) y al nimero de tetinas (NT) (Figura 1), pero no para el tamafio de camada en
el segundo parto TC, (Figura S1). Para el primer caracter, TCy, se identificaron un total de nueve SNPs
relevantes localizados en los cromosomas 9, 10, 13 y 15 (Tabla 3). De todos ellos, el SNP
H3GA0028062 situado en la posicién 112181287 pb del cromosoma 9 es el de mayor relevancia, con
un p-valor de 1.37e-05. Destaca también el SNP WU_10.2_13 13314717 situado en el cromosoma 13,
ya que ademas de tener un valor de significancia alto (p-valor de 2.36e-05) explicaria casi un 40% de

la varianza genética del TC;.
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Figura 1. A) Manhattan plot para el caracter tamafio de camada en el primer parto (TC1). B) Manhattan
plot para el caracter niUmero de tetinas (NT). El eje y representa el logaritmo negativo en base diez del p-valor
de asociacion para cada SNP. En el eje x representa la posicion fisica de cada SNP en su cromosoma
correspondiente. La linea horizontal discontinua indica el umbral de significancia sugerido para datos de
produccion animal —(log10(p-value)=4). La leyenda de colores de la derecha indica la densidad de SNPs a lo
largo del genoma del cerdo de 0% (gris) a mayor de 48% (rojo). Los SNPs con mayor relevancia estan resaltados
€Omo puntos rojos.



Para el NT, se identificd un total de 14 SNPs, localizados en los cromosomas 1, 4, 5, 6, 7, 8 y 10
WU_10.2 5 110558175 (cromosoma 5) y el
ALGA0114347 (cromosoma 6), con un p-valor de 2.82e-06 y 9.20e-06, respectivamente. Las regiones
localizadas en torno a los SNPs H3GA0020625 y MARC0033365 (cromosoma 7) fueron también

destacadas debido a que estos SNPs presentaron un p-valor cercano al valor umbral (1,12e-04) y sus

(Tabla 3). Los SNPs mas relevantes son el

regiones (7:28 - 30) mostraban una clara tendencia de asociacion (Figura 1).

Tabla 3: SNPs significativos asociados al tamafio de camada en el primer parto (TC;) y al

namero de tetinas (NT).

Caracter Chr® SNP® AlO A2 pb® Fregq® b®  se® p® Vs0)
9 H3GA0028062 G A 112181287 0,19 -0,56 0,13 1,37E-05 38,61

9 WU_10.2 9 127122055 A G 115478190 0,16 -0,58 0,15 8,47E-05 36,17

9 WU _10.2 9 127092511 C A 115507783 0,06 -0,58 0,15 847E-05 36,17

9 ASGA0044392" C G 115554264 0,13 -0,63 0,16 8,06E-05 3591

TC, 9 WU_10.2 9 127040028° A C 115559818 0,13 -0,63 0,16 8,06E-05 3591
10 WU_10.2_10 4963544 C A 3146772 0,21 -0,5 0,13 9,94E-05 33,18

13 WU _10.2 13 13314717 G A 11767174 0,43 0,45 0,11 2,36E-05 39,71

15 H3GA0054422" G A 135627733 0,05 -0,9 0,23 9,58E-05 30,78

15 H3GA0055520" G A 135630321 0,05 -0,9 0,23 9,58E-05 30,78

1 ALGAO0006774 A G 164766550 0,03 0,17 0,04 2,19E-05 5,61

4 WU _10.2_4 1897808 G A 2387092 0,11 0,10 0,02 2,52E-05 6,53

5 WU _10.2 5 110558175" A G 222125 0,08 0,12 0,03 2,82E-06 7,07

5 H3GA0015724" G A 12963910 0,07 0,11 0,03 9,10E-05 5,25

6 ASGA0028206" A G 54827092 0,06 0,11 0,03 5,73E-05 4,55

6 M1GA0008537" G A 54909745 0,06 0,11 0,03 5,73E-05 4,55

NT 6 ASGA0028216 C A 54961295 0,06 0,11 0,03 573E-05 4,55
6 ALGA0114347" A G 84478202 0,07 0,11 0,03 9,20E-06 5,25

7 H3GA0020625" A G 28404749 0,06 0,12 0,03 1,12E-04 5,41

7 MARC0033365" G A 29256819 0,06 0,12 0,03 1,12E-04 541

8 H3GA0024939 A G 67647137 0,03 0,15 0,04 4,23E-05 4,37

8 MARC0012400 A G 132375375 0,14 0,08 0,02 5,65E-05 5,14

8 WU _10.2 8 142092491 A G 132705623 0,06 0,13 0,03 2,00E-05 6,35

10 ALGAO0117721 A C 40418554 0,18 0,07 0,02 3,86E-05 4,82

@Cromosoma en el que se encuentra el SNP; ®nombre del SNP significativo; ©alelo de referencia;
@alelo alternativo; ©posicion (en pares de bases) en la que se encuentra el SNP en el cromosoma;
®Ofrecuencia alélica; @efecto de sustitucion alélica del SNP; @error estandar; @p-valor asociado al efecto
del SNP; @porcentaje de varianza que explican los SNPs para el caracter a estudiar (%); *SNPs dentro de

la secuencia génica de un gen.
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4.2. Busqueda de genes candidatos.

En este estudio se asumieron como regiones gendémicas asociadas a los caracteres de interés aquellas
situadas a +0.5MB de los SNPs mas relevantes (p-valor < le-4) (Tabla 4). Un total de 11 genes se
identificaron en las regiones gendmicas asociadas al TCi: 6 genes en el cromosoma 9, 1 en el
cromosoma 10, 1 en el cromosoma 13 y 3 en el cromosoma 15 (Tabla 4). De estos genes, a pesar de
que 6 de ellos estan implicados en el desarrollo embrionario y la espermatogénesis (Tabla S1), solo 1
(THRB) destaca por su rol significativo en la ovulacion y la implantacion del embrién. EI gen THRB,
localizado en el cromosoma 13, codifica el receptor de la hormona tiroidea Beta (THRp) y participa en
la regulacion del eje hipotalamo-hipofisiario para mantener constantes los niveles de la hormona
tiroidea (HT) (Ortiga-Carvalho et al., 2014). Por su parte, la HT regula el metabolismo reproductivo de
los seres vivos participando en la estimulacién de las células sexuales, el crecimiento folicular y la
secrecion de hormonas masculinas y femeninas. También, esta hormona interviene en el crecimiento y
desarrollo fetal a través de la placenta de la madre, la receptibilidad femenina y el engrosamiento del
endometrio (Kilby et al., 2004; Aghajanova et al., 2011).

La localizacion de los SNPs mas relevantes para TC1 en el genoma del cerdo revel6 que los SNPs
WU _10.2_9 127040028 y ASGA0044392 (cromosoma 9) se encontraban situados en la region del
gen TNFSF4, que participa en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y defensiva del individuo
(Tabla 4). Ademas, WU_10.2_9 127040028 también se localiza dentro de la secuencia de un gen, que
situado en la region 9:115551565-115590431 (Tabla 4), esta asociado temporalmente con el nombre
de ENSSSCG00000015488 (funcién que todavia se desconoce). En el cromosoma 15, los SNPs
H3GA0054422 y H3GA0055520 se encontraron en la regién del gen AGAPL (Tabla 4). Este gen
codifica una proteina activadora de GTPasa que regula procesos relacionados con el citoesqueleto de

actina y la endocitosis.

Para el caracter NT se identificaron, en las regiones gendmicas asociadas, un total de 151 genes (Tabla
4). De estos, destacaron 34 al presentar relacion con el desarrollo mamario y expresarse en las mamas.
Solo se seleccionaron aquellos genes que estuviesen involucrados en los procesos y rutas metabolicas
que regulan el desarrollo mamario y la formacion de las vértebras durante la embriogénesis. Este
criterio se fijé porque estudios recientes demostraron que el aumento de nimero de vértebras, estaba
correlacionado positivamente con el nimero de tetinas (Rohrer y Nonneman, 2017). De esta forma,
solo 6 genes se seleccionaron como posibles candidatos asociados al NT (SMAD6, PIM3, MED25,
PTOV1, PRIM2 y MAPK10).
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Tabla 4: Genes localizados en las regiones gendmicas de interés para el caracter TC1y NT.

Caracter  Chr® Regiones® Genes Candidatos
SUCO, TNFSF18, TNFSF4, SLC9C2, TEX50,
9 115-116 KLHL20
TC: 10 3-4 BRINP3
13 11-12 THRB
15 135-136 AGAP1, GBX2, ASB18
MEGF11, DIS3L, TIPIN, SNAPC5, RPLA4,
1 164 — 165 ZWILCH, LCTL, SMAD6, SMAD3, AAGAB,
IQCH
4 2-3 PTP4A3, GPR20, SLC45A4, DENND3, PTK2
SHANKS3, MAPKS8IP2, CPT1B, SYCES3,
ODF3B, LMF2, MIOX, SBF1l, PPP6R2,
DENND6B, PLXNB2, MAPK11l, MAPK12,
5 0-1 HDAC10, TUBGCP6, TRABD, PANX2,
MOV10L1, MLC1, TTLLS8, PIM3, CRELD?Z,
ALG12, ZBED4, BRD1
FBXO7, BPIFC, ASCL4, PRDM4, PWP1,
6 12-13 BTBD11, CRY1, MTERF2, TMEM263
PPFIA3, HRC, TRPM4, CD37, TEAD?2,
DKKL1, CCDC155, PTH2, GFY, SLC17A7,
PIH1D1, ALDHI16A1, FLT3LG, RPS11,
FCGRT, RCN3, NOSIP, PRRG2, PRR12,
NT RRAS, SCAF1, BCL2L12, PRMT1, CPTI1C,
6 54 - 55 TSKS, AP2A1, FUZ, MED25, PTOV1, PNKP,
AKT1S1, TBC1D17, IL4I11, NUP62, ATFS5,
VRK3, ZNF473, 1ZUMO2, MYH14, KCNC3,
NAPSA, POLD1, MYBPC2, FAMT71ElL,
EMC10, JOSD2, LRRC4B, SYT3
ARID1A, PIGV, ZDHHC18, GPATCHS3,
NROB2, KDF1, TRNP1, TENT5B, WDTC1],
6 54 -55 TMEM222, SYTL1, MAP3KG®, FCN3,
CD164L2, WASF2, AHDC1, FGR, IFI6,
FAM76A, PPP1R8
PRIM2, RAB23, BAG2, ZNF451, BENDS®G,
7 28 -30 DST, VPS52, B3GALT4, WDR46, TAPBP,
DAXX, KIFC1, PHF1, CUTA, SYNGAP1
CABS1, AMTN, JCHAIN, RUFY3, GRSF1,
8 67 - 68 DCK, SLC4A4
AFF1, SLC10A6, PTPN13, MAPK10,
8 132-133 ARHGAP24
10 40 - 41 WAC, MAP3K8, MTPAP, JCAD

@ Cromosoma en el que se encuentran las regiones candidatas; ®posicion en MB que ocupan las regiones.
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El gen SMADG en el cromosoma 1, regulan la ruta metabdlica de BMP y TGF- interaccionando con
RUNX2, que actta en la maduracion de los condrocitos y la formacion de los osteoclastos en las
etapas embrionarias. BMP son proteinas de crecimiento multifuncionales que pertenecen a la familia
de TGF-B, citoquininas involucradas en procesos esenciales durante la embriogénesis, como la
angiogénesis, diferenciacién y proliferacion celular, entre otros (Chen et al., 2004; Monks, 2007). En
el cromosoma 6, se encuentran MED25 y PTOV1 que regulan la sefializacion del acido retinoico (AR),
el cual se necesita para activar la expresién de TBX3, que participa en la formacién de la yema
mamaria durante el desarrollo embrionario (Cowin y Wysolmerski, 2010). El gen candidato PIM3
(cromosoma 5), regula la actividad transcripcional de MYC, que esta implicado en el mantenimiento

de la poblacion de las células madre en el epitelio mamario (Moumen et al., 2012).

La posicion fisica de los SNPs mas relevantes para el NT mostr6 que 8 de ellos (Tabla 3) se
encontraban en la secuencia de los genes NCAPH2, SCO, BTBD11, FUZ, IL4l, WDTC, PRIM2, DST y
MAPK10. De los 8 SNPs mencionados, solo se destacan H3GA0020625 en el cromosoma 7 (posicion
28404749 pb) y WU_10.2_8 142092491 en el 8 (posicion 132705623 pb) que se encuentran dentro de
las regiones de los genes candidatos PRIM2 y MAPK10, respectivamente. Ambos genes han sido
asociados con el NT en otros estudios de GWAS y también, en estos, SNPs significativos se
localizaron en sus secuencias génicas (Verardo et al., 2016 b; Peng et al., 2017). Esto podria indicar,
que estos SNPs estan capturando la mutacién causal y, por consiguiente, estos genes estan realmente

asociados con el caracter que se estudia.
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5. DISCUSION

En produccidn porcina, el tamafio de camada (TC) es uno de los principales objetivos de seleccion, ya
que tiene un fuerte impacto en la economia del sector (Distl, 2007). Sin embargo, se ha visto que
ademas de aumentar el TC, es necesario incrementar el namero de tetinas (NT) de la hembra para asi
evitar la competencia entre los lechones por alimentarse (Andersen et al., 2011). Es por ello que el
estudio de las bases genéticas que regulan tanto la prolificidad como el NT en cerdos est& generando
mucho interés en la industria del porcino ibérico. A su vez, la reduccidn en los costes de genotipado y
la implementacion de chips de alta densidad ha facilitado la identificacion de regiones gendmicas

asociadas a caracteres de interés en produccion animal.

Este estudio identific6 regiones gendmicas asociadas tanto a NT como a TC; en cerdo ibérico a través
de un andlisis de regresién marcador a marcador (SMR). Para evitar factores de confusién debido al
uso de diferentes estirpes y cruces de cerdo ibérico se incluyd en el modelo la matriz de relaciones
genémicas (GRM). De esta manera se corrigieron los posibles efectos de estratificacion de la
poblacién. La matriz GRM construida sin tener en cuenta el cromosoma del SNP a testar, también,
permite aumentar la potencia del analisis para la deteccion de mas variantes con efecto (Yang et al.,
2014). Ademas, el modelo consider6 como efectos fijos el tipo de monta (inseminacién artificial o
monta natural), la linea macho y el efecto granja y afio-estacion eliminando, asi, otros posibles factores

de confusion en el analisis.

En este estudio se identificaron regiones genémicas asociadas con el TC; (cromosomas 9, 10, 13y 15)
pero no para TC, (Figura S1). Las diferencias encontradas entre TC; y TC; indicarian que los genes
que regulan este caracter se expresan o interaccionan de forma distinta en hembras nuliparas y
multiparas. Estos resultados concuerdan con el estudio de Noguera et al. (2002) donde se encontraron
correlaciones genéticas diferentes de cero entre el primer y segundo parto en cerdas blancas. De hecho,
en otro estudio se demostré que las hembras primiparas tienen un menor nimero de lechones que las
hembras multiparas debido a una baja tasa de ovulacion y una alta mortalidad embrionaria (EK-Mex et
al., 2014). Esto podria deberse a que el espacio del utero es limitado en las primiparas debido a que
aun no esta completamente maduro (Sell-Kubiak et al., 2018). Ademas, en un estudio GWAS reciente
en cerdo blanco, también encontraron distintas regiones genémicas asociadas para el TC1 y el TC;
(Sell-Kubiak et al., 2015).

En las regiones gendmicas identificadas para el TC: (Tabla 4) se localizaron un total de 11 genes. El
gen THRB (localizado en el cromosoma 13 entre las megabases 11-12) se propuso como gen candidato
debido a su relacion con los procesos de ovulacion e implantacion del embrién en el Utero. THRB

codifica el receptor THRpP de la forma mas activa de la hormona tiroidea (T3). Este gen es el
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encargado de controlar los niveles de T3 en sangre a través del eje hipotdlamo-hipofisis (Figura 2)
(Ortiga-Carvalho et al., 2014). En un estudio de Osorio et al. (2013) se observé que la accidn conjunta
de T3 con la FSH (hormona foliculo estimulante) permite controlar la diferenciacion de las células de
la granulosa en porcino. Ademas, también estimulan la produccion de otras hormonas reproductivas
como el estradiol y la hormona luteinizante (LH) (Figura 2) (Osorio et al., 2013; Aghajanova et al.,
2011). Es por ello que la regulacién de los niveles de HT podria controlar procesos relacionados con la
ovulacion, el desarrollo del endometrio, la implantacion y el desarrollo del embrién (Aghajanova et
al., 2011; Cooke et al., 2004). De hecho, todos estos procesos se han visto que son importantes para
determinar el tamafio de camada en los animales (Marco-Jiménez y Vicente-Anton, 2012). Por tanto,
THRB podria estar regulando la prolificidad en cerdo ibérico a través de un control de la homeostasis

de la hormona tiroidea T3.
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Figura 2. Efecto de T3 sobre la prolificidad, regulada por el eje
hipotalamo-hipofisiario. La activaciéon de la hormona tiroidea T3, se
inicia con la liberacion de TRH (Hormona liberadora de tirotropina) por
parte del hipotadlamo (HTAL). THR a su vez, actda sobre los receptores de
TRH de la hipofisis (HP), estimulando la liberacion TSH (Hormona
estimulante de la tiroides). La TSH estimula a la glandula tiroidea (GT)
para la produccion de T3. Esta actta sobre las células de la granulosa (CG),
estimulando la liberacién de LH (Hormona luteinizante) y estradiol, lo que
induce la ovulacién.

Ademas de sus funciones biologias, la importancia de este gen es respaldada por los resultados
obtenidos en el estudio GWAS. En primer lugar, el SNP WU_10.2_13 13314717, que determina la
region candidata donde se encuentra THRB, muestra una asociacion relevante con un p-valor de 2,36e-
05 (Tabla 3). En segundo lugar, este SNP explica un importante porcentaje de la varianza genética
(~40%) para TCa. En tercer lugar, la frecuencia del alelo de minima frecuencia de este SNP en la
poblacion es elevada (0,43) (Tabla 3), lo que aumenta la potencia de deteccidn de asociacion con el
TCs. En la figura 3 se observa como el genotipo GG tiende a disminuir mientras que el AA 'y el GA

aumenta a medida que incrementa el tamafio de camada. Por Gltimo, en la region candidata asociada a
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este SNP solo se encuentra el gen THRB. Todos estos resultados indicarian que este SNP est3,
realmente, recogiendo la mutacion causal para TCy y que esta mutacion causal podria estar asociada a
THRB, por ser el Unico gen que se encuentra en la region (Tabla 4). No obstante, hay que tener en
cuenta gque, aunque este analisis sirve para identificar regiones gendmicas asociadas al caracter debido
al desequilibrio de ligamiento entre los SNPs y las mutaciones causales (Lopez de Maturana et al.,
2014), el efecto estimado del SNP WU_10.2 13 13314717 podria estar sobrestimado ya que el
modelo solo incluye un marcador en cada analisis y no tiene en cuenta el desequilibrio de ligamiento

entre marcadores (Bush y Moore, 2012).
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Figura 3. Tendencia de las frecuencias genotipicas del SNP WU_10.2_13 13314717. El eje x representa el
nimero de nacidos totales en el primer parto (TC;). Las hembras muy prolificas (>10) estan agrupadas. El eje y
representa las frecuencias genotipicas para el SNP WU_10.2_13 13314717. Las lineas discontinuas representan
la tendencia de las frecuencias genotipicas con el aumento de TCj: la linea verde representa el genotipo AA, la
rojael GAy laazul el GG.

En este estudio también se identificaron regiones genémicas asociadas con NT, localizadas en los
cromosomas 1, 4, 5, 6, 7, 8 y 10. Los genes candidatos de estas regiones fueron MED25, PTOV1,
PIM3, MAPK10, PRIM2 y SMADG6 (Tabla 4). Los genes MED25, PTOV1, PIM3, MAPK10 y PRIM2
fueron seleccionados debido a su relacion con la formacion de las glandulas mamarias, mientras que
SMADS, por su relacion con el desarrollo de las vértebras. A simple vista, el desarrollo vertebral y el
NT no presentan una relacion evidente. Sin embargo, Rohrer y Nonneman, (2017) encontraron que el
numero de vértebras estd postivamente correlaciondo (0.35) con el NT. Ademas, diversos GWAS para
NT en cerdos también identificaron genes (p.ej. VRTN) relacionados con el desarrollo de las vértebras
(Lopes et al., 2014; Yang et al, 2016; Rohrer y Nonneman, 2017).

Entre los genes candidatos asociados a la formacion de las mamas, MED25 y PTOV1 regulan la

expresion del receptor del acido retinoico (RAR) a través de un dominio comdn que se une a un
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coactivador de RAR. Dependiendo de qué gen forme el complejo con el coactivador, se regulara
positiva 0 negativamente la expresién de RAR (Figura 4) (Youn et al., 2011). Existen evidencias que
demuestran que los receptores RAR (como el RAR-B) se expresan en diversas estructuras de la
glandula mamaria de raton durante la etapa embrionaria (Cho et al., 2012). De hecho, Cho et al.,
(2012) en un estudio con ratones, demostraron que se requiere de la sefializacion del &cido retinoico
(AR) para la expresion de TBX3, un gen esencial para la formacion de las mamas durante la
embriogénesis. Se ha observado que ratones knockout para TBX3 carecen de glandulas mamarias
(Davenport et al., 2003). Por otra parte, el gen PIM3 participa en la regulacion de la transcripcién de
MYC (Figura 4). MYC es un gen que también participa el desarrollo mamario, al igual que TBX3.
Ratones knockout demostraron que la supresiéon de MYC de las células epiteliales basales mamarias de
los ratones, también impide el correcto desarrollo de la glandula mamaria en estos animales (Moumen,
et al., 2012). Por tanto, MED25, POTV1 y PIM3 podrian estar regulando el desarrollo mamario a
través del control de las rutas de sefializacion de TBX3 y MYC (Figura 4). EI gen MAPK10 pertenece a
la familia de las MAP quinasa e interviene en la mayoria de rutas de sefializacién celular. Este gen se
ha visto que se expresa en las glandulas mamarias humanas y que también participa en la
morfogénesis de las mismas (Jardim et al., 2018). Finalmente, se vio que SNPs relevantes (Tabla 3) se
localizaban dentro de la secuencia génica de MAPK10 y PRIM2. Esto podria indicar que estos SNPs
estan capturando la mutacion causal de estos genes que estarian asociados con NT. Ademas, estudios
de asociacion realizados para NT observaron también la presencia de SNPs relevantes dentro de la
secuencia génica de estos mismos genes (Peng et al., 2017; Verardo et al., 2016 b). Todos estos

resultados evidenciarian la importante relacién entre los genes MAPK10 y PRIM2 y el NT.

En relacion con los procesos involucrados en el desarrollo de las vértebras, el gen SMAD6 es un
regulador de RUNX2 (Shen et al., 2005). RUNX2 es un factor de transcripcion que controla la
maduracion de los condrocitos y es esencial en el desarrollo del sistema esquelético de los fetos (Wang
et al., 2010). Ademaés, diversos estudios observaron que RUNX2 se expresa en las vértebras y en el
borde de las mismas en los fetos (Wang et al., 2010; Iwasaki et al., 2012). La regulacién de RUNX2
via SMADG6 apoyaria los resultados de estudios GWAS para NT que identificaron genes candidatos
relacionados con el desarrollo de las vértebras (Lopes et al., 2014; Yang et al, 2016; Rohrer y
Nonneman, 2017). No obstante, a pesar de que en este estudio se han encontrado regiones genémicas
asociadas a NT, se debe tener en cuenta que los GWAS estan disefiados para detectar asociaciones de
los fenotipos con variantes comunes en las poblaciones, no para variantes raras (Bush and Moore,
2012; McCarthy et al., 2008). En este caso las frecuencias alélicas de las regiones gendmicas

asociadas son bajas y cercanas a 0.05 (Tabla 3) lo que limita la potencia de deteccion (error tipo 11).
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Figura 4. Mecanismos reguladores de la formacién de las mamas.

El complejo MED25-CBP y el PTOV1-CBP regulan la expresion del
receptor del RAR (Receptor del acido retinoico) favoreciendo a TBX3,
que participa en el desarrollo mamario. El gen PIM3 regula la expresion
de MYC, que favorece las células madre epiteliales mamarias (CEMM).
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. CONCLUSIONES

El estudio de asociacion realizado ha revelado regiones gendmicas asociadas al NT y al TCq,
pero no para el TC..

El gen THRB relacionado con procesos como la ovulacion y la implantacion del embrién a

través de la hormona tiroidea T3 es el Unico gen candidato identificado para el caracter TCy.

Se identificaron 6 genes candidatos que podrian afectar al NT en ibérico debido a su relacion
con la formacion de las vértebras (SMADS) y la formacion mamaria (PIM3, MED25, PTOV1,
PRIM2 y MAPK10).

La identificacion de genes candidatos para NT y TC; podria permitir una mejora conjunta de
ambos caracteres, esencial para optimizar la eficiencia reproductiva del cerdo ibérico. Sin
embargo, estudios adicionales de los genes candidatos serian necesarios para corroborar y

reafirmar la asociacién encontrada de estos genes con los caracteres de interés.
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8. DATOS SUPLEMENTARIOS.

Figura S1. Manhattan plot para el caracter tamafio de camada en el segundo parto (TC.).
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El eje y representa el logaritmo negativo en base diez del p-valor de asociacidn para cada SNP. En el eje x
representa la posicion fisica de cada SNP en su cromosoma correspondiente. La linea horizontal discontinua
indica el umbral de significancia sugerido en para datos de produccion animal —(log10(p-value)=4). La leyenda
de colores de la derecha indica la densidad de SNPs a lo largo del genoma del cerdo de 0% (gris) a mayor de
48% (rojo). Los SNPs con mayor relevancia estan resaltados como puntos rojos

Tabla S1. Genes localizados en las regiones candidatas de TC1 implicados en la reproduccién y el
desarrollo embrionario.

GEN FUNCIONES
Factor de osificacion del dominio SUN
Relacionado con procesos de meiosis, movilidad de la cromatina,etc
Formacidn de espermatozoides
Requerido para embriogénesis tardia
Receptor de la hormona tiroidea
THRB Regulacion negativa de la receptibilidad femenina
Comportamiento de cortejo femenino

Factor de transcripcion para la pluripotencia y diferenciacion celular del
GBX2 embrion
Interviene en la gastrulacion

Proteina Kelch también llamada BTB Kelch
Mediador de VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular)

SUCO

KLHL20 Presente en capilares pulmonares y embrionario
Relacionado con HIF-alfa
TEX50 Proteina expresada en testiculos
Intercambiador sodio-hidrégeno (NHE)
SLC9C? Relacionado con el transporte de glucosa, sales biliares y acidos organicos

Interviene en la fertilidad masculina y la motilidad de los espermatozoides
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