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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo consiste en realizar un analisis de asociacion
gendémico (GWAS) para identificar regiones gendmicas relacionadas con la
variacion fenotipica de dos grupos de caracteres medidos en los musculos
longissimus dorsi y gluteus medius: 1) Porcentaje y composicion (palmitico,
estearico, oleico y linoleico) de la grasa intramuscular; 2) Calidad de la carne: pH
a las 24 horas post-mortem (pHz4), conductividad eléctrica y tres valores Minolta
(rojez a*, luminosidad L* y amarillez b*). Cabe destacar que aunque el contenido y
la composicion de la grasa intramuscular también pueden entenderse como
fenotipos de calidad de la carne, en el presente trabajo los hemos tratado de
forma separada.

Se genotiparon 352 cerdos Duroc (Poblacién Lipgen) con el PorcineSNP60
BeadChip (lllumina), el cual permite analizar en formato multiplex 62,163
polimorfismos nucleotidicos sencillos (SNPs), y se llevaron a cabo los andlisis de
asociacion con los programas GenABEL y EMMAX. La proporcion de la varianza
fenotipica explicada por los SNPs para el contenido de la grasa intramuscular
(h®snp), estimada con tres programas distintos (GenABEL, EMMAX y GEMMA),
fluctu6 entre 0.48-0.61 (longissimus dorsi) y 0.47-0.52 (gluteus medius). Para la
composicién de la grasa intramuscular, en cambio, las estimaciones oscilaron
entre 0 y 0.32. En cuanto a los caracteres de calidad de la carne, las h%sp
tomaron valores entre 0 y 0.31 excepto para el color rojo a* (h?sne = 0.42-0.48 en
longissimus dorsiy 0.47-0.55 en gluteus medius).

Las principales asociaciones descritas en este trabajo (es decir, aquellas que
son significativas a nivel genémico y son detectadas tanto por GenABEL como por
EMMAX) corresponden al porcentaje de acido estearico en el cromosoma porcino
14 (SSC14, 120.9-124.4 Mb, para ambos musculos) y en el SSC4 (63.9 Mb, sélo
para el musculo gluteus medius). Se han hallado también asociaciones
significativas a nivel genémico para el acido palmitico (SSC5, 71.7-80.1 Mb;
SSC6, 135.1-136.0 Mb) y para el contenido de grasa intramuscular (SSC6, 135.0-



136.0 Mb), aunque en estos casos no hubo coincidencia entre ambos programas.
A nivel cromosémico, EMMAX y GenABEL coincidieron en la deteccion de
asociaciones para los porcentajes de estearico de gluteus medius (SSC4 y
SSC14) y longissimus dorsi (SSC14), asi como para palmitico de gluteus medius
(SSC5). En cuanto a fenotipos relacionados con la calidad de la carne,
Unicamente se hallaron asociaciones significativas a nivel cromosomico.
GenABEL y EMMAX mostraron resultados concordantes para la rojez de la carne
(musculo gluteus medius) en el SSC3 (16.6-16.7 Mb y 50.2-56.1 Mb), para la
conductividad eléctrica del musculo longissimus dorsi en el SSC4 (104.2-106.5
Mb) y en el SSC5 (14.4-16.1Mb), y para la conductividad eléctrica del musculo
gluteus medius también en el SSC5 (13.0-15.7 Mb).

En general, y tanto para los caracteres vinculados a la calidad de la carne
como para los relacionados con la grasa intramuscular, se observé muy poca
concordancia posicional en cuanto a las asociaciones obtenidas para gluteus
medius y longissimus dorsi, lo cual sugiere que la variacién de estos fenotipos
esta influida por factores genéticos masculo-especificos. Por ultimo se realiz6é una
lista de los genes candidatos situados en las distintas regiones descritas
anteriormente. Cabe destacar el gen de la estearoil-CoA desaturasa, que se
encuentra a solo 5.9 kb del SNP mas significativo de la region de SSC14

asociada, a nivel genémico, con el 4cido estearico.



SUMMARY

The goal of the current work was to perform a genome-wide association
analysis (GWAS) in order to identify genomic regions associated with the
phenotypic variation of two groups of traits measured in the longissimus dorsi and
gluteus medius muscles: 1) Intramuscular fat content and composition (palmitic,
stearic, oleic and linoleic); 2) Meat quality: pH at 24 hours post-mortem (pHzs),
electric conductivity and three Minolta values (redness a*, lightness L* and
yellowness b*). Although intramuscular fat phenotypes can be considered as meat

quality traits, in this study we have treated them separately.

About 352 Duroc pigs (Lipgen population) were typed with the PorcineSNP60
BeadChip (lllumina), that allows the multiplexed analysis of 62,163 single
nucleotide polymorphisms (SNPs). Association analyses were carried out with the
GenABEL and EMMAX softwares. The amount of phenotypic variance explained
by the SNPs for intramuscular fat content (h?snp), estimated with three different
softwares (GenABEL, EMMAX and GEMMA), ranged between 0.48-0.61
(longissimus dorsi) and 0.47-0.52 (gluteus medius). For intramuscular fat
composition, h®syp estimates ranged between 0 and 0.32. In the case of meat
quality traits, h®snp took values between 0 and 0.31 except for redness (h%snp =
0.42-0.48 for the longissimus dorsi and 0.47-0.55 for the gluteus medius).

The main associations described in the current work (i.e. those that are
genome-wide significant and that are consistently detected by GenABEL and
EMMAX) correspond to stearic content at SSC14 (120.9-124.4 Mb, both muscles)
and at SSC4 (63.9 Mb, only in the gluteus medius). We have also found genome-
wide significant associations for palmitic content (SSC5, 71.7-80.1 Mb; SSC6,
135.1-136.0 Mb) and intramuscular fat percentage (SSC6, 135.0-136.0 Mb), but
these associations were not confirmed by both programs. Chromosome-wide
significant associations were detected by both EMMAX and GenABEL for stearic
content in the gluteus medius (SSC4 and SSC14) and longissimus dorsi (SSC14)
as well as for the palmitic content of the gluteus medius (SSC5). With regard to



meat quality traits, we only found chromosome-wide significant associations.
GenABEL and EMMAX showed concordance for redness (gluteus medius) at the
SSC3 (16.6-16.7 Mb, 50.2-56.1 Mb), electric conductivity of the longissimus dorsi
at SSC4 (104.2-106.5 Mb) and at SSC5 (14.4-16.1 Mb) as well as for the electric
conductivity of the gluteus medius, also at SSC5 (13.0-15.7 Mb).

In general, we observed a limited positional concordance between the GWAS
maps generated for the gluteus medius and longissimus dorsi muscles, suggesting
that the variation of these phenotypes is influenced by muscle-specific genetic
factors. Finally, we have made a list of candidate genes mapping to the trait-
associated regions. In this regard, it is worth to mention the stearoyl-CoA
desaturase gene located at 5.9 kb of the SSC14 SNP most significantly associated

with stearic content.
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Introduccion

1. INTRODUCCION.

1.1. Importancia nutricional y tecnoldgica de los caracteres vinculados al
porcentaje y a la composicion de la grasa.

Uno de los factores que mas ha contribuido al incremento de la eficiencia de
los sistemas de produccién porcina ha sido la mejora genética centrada en
caracteres de gran importancia economica como por ejemplo (p.e.) la
productividad numérica, el crecimiento y la calidad de la canal. La seleccion a
favor de canales mas magras ha propiciado que el porcentaje de grasa de la canal
experimentara una reduccion de, aproximadamente, un 15% desde los afios 60
hasta la actualidad (Wood y Whittemore, 2007). El acelerado crecimiento
alcanzado en algunas razas porcinas ha conllevado a una disminucién del
porcentaje de grasa intramuscular (GIM) afectando negativamente a las
caracteristicas organolépticas de la carne (Wood et al., 2008)

El efecto del contenido de la GIM en la percepcion de la calidad de la carne
por parte de los consumidores fue evaluado por Brewer et al. (2001). Pudo verse
que las chuletas con mayor aceptabilidad fueron las que presentaron un nivel de
infiltracién grasa entre bajo y medio, mientras que las chuletas con un contenido
alto de grasa fueron mas jugosas, tiernas y sabrosas que las correspondientes a
carnes magras. Por el contrario Rincker et al. (2008) encontraron efectos opuestos
en un trabajo similar (p.e. efecto limitado de la GIM en la jugosidad y sabor de la
carne). El efecto de la GIM sobre las caracteristicas organolépticas de la carne
también puede variar segun la raza p.e. Fernandez et al. (1999) en cerdos Meslan
x Landrace detectaron asociaciones significativas entre la GIM y la jugosidad y el
sabor de la carne, mientras que en cerdos Duroc x Landrace la asociacion fue
moderada. Por su parte, Blanchard et al. (2000) detectaron correlaciones cercanas
a 0 entre la GIM vy la jugosidad, terneza y sabor de la carne en las razas Large
White, British Landrace y Duroc. Estas discrepancias evidencian que la
percepcién, por parte de los consumidores, de la calidad de la carne es muy



Introduccion

subjetiva y su variacién depende de ciertos factores no contemplados en el disefio

de los experimentos.

La composicion de la GIM tiene un efecto importante a nivel tecnolégico,
dado que un alto porcentaje de acidos grasos insaturados tiene como
consecuencia un aumento de la oxidacion de los lipidos. A su vez, ello propicia la
modificacion del color de la carne, la aparicion de un sabor rancio, el incremento
de la pérdida de agua durante la coccion, y una disminucion del tiempo de
conservacion (Wood et al., 2008). Se ha destacado la existencia de una relacion
entre GIM y los caracteres de firmeza, durabilidad y sabor de la carne. Se ha
demostrado que el ratio de acido estearico/linoleico es el mejor predictor de la
firmeza (Whittington et al., 1986). El punto de fusién de los acidos grasos y las
variaciones en su estructura molecular son los principales factores que explican el
efecto de la composicién de la GIM sobre la firmeza, viendose que un incremento
de los acidos grasos insaturados conlleva a una disminucién del punto de fusién
de las grasas (Enser, 1984).

Desde el punto de vista de la salud humana, se ha descrito el efecto
beneficioso de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA, de su siglas en inglés)
sobre la susceptibilidad a sufrir enfermedades alérgicas y autoinmunes como el
asma, la enfermedad de Crohn (o colitis ulcerosa) y la artritis reumatoide (Calder,
2005). También se ha relacionado el consumo de PUFA con la reduccion de la
concentracion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y del colesterol total,
disminuyendo el riesgo a sufrir patologias coronarias como el infarto del miocardio
(Astrup et al., 2011). Por el contrario, los acidos grasos saturados (SFA, de sus
siglas en inglés) presentan una asociacién de signo positivo con el riesgo de
padecer enfermedades coronarias (Keys et al.,, 1986 y Wood et al., 2008) y de
algunos tipos de cancer como p.e. cancer de colon y cancer mamario (Wynder et
al., 1997). A partir del estudio epidemioldégico Seven Countries Study, se
establecio la hipotesis “Dieta-Corazéon” que plantea que altas ingestas de SFA y

colesterol, combinadas con bajas ingestas de PUFA, aumentan el nivel de
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colesterol total y con el tiempo, dan lugar al desarrollo de enfermedades
coronarias (Keys et al., 1986).

1.2. Absorcidn y depdsito de lipidos en la célula muscular esquelética.

Desde un punto de vista quimico, la GIM esta compuesta por fosfolipidos,
triacilgliceroles (TG), mono- y diacilgliceroles, colesterol y acidos grasos libres. En
el miocito, la grasa se almacena preferentemente bajo la forma de TG, siendo la
principal fuente de energia en el proceso de contraccion muscular (Kiens, 2006).
La absorcion de los acidos grasos (Figura 1) en el musculo esquelético se ve
favorecida por la accién de la enzima lipoproteina lipasa (LPL), localizada en los
capilares endoteliales. Esta enzima cataliza la hidrdlisis de los TG, presentes en
las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL-TGs) y en los quilomicrones (Kiens,
2006). En un principio, se asumidé que el transporte a través de la membrana
celular del miocito tenia lugar mediante un proceso de difusion pasiva (Hamilton et
al., 2001). No obstante, estudios posteriores de Bonen et al. (2007) y Kampf et al.
(2007) evidenciaron que este mecanismo no puede compensar la elevada
demanda metabolica de las células musculares, e infirieron la existencia de un
segundo mecanismo de transporte activo basado en la intervencién de ciertas
moléculas como p.e. fatty acid binding protein (FABP), fatty acid translocase (FAT)
y fatty acid transporter protein (FATP). En la actualidad, se sabe que ambos
mecanismos participan en la absorcion de lipidos, aunque el proceso de transporte
activo seria el mas importante (Glatz et al., 2010).

Se ha observado que una elevada concentracion de acidos grasos libres en
el plasma de individuos obesos, unido a la reduccion de la oxidacion de lipidos,
comporta un aumento de TG (Corcoran et al., 2007). De este modo, el exceso de
acidos grasos libres es convertido en TG y almacenado para posteriormente, ser
utilizado para la produccién de energia mediante la B-oxidacion de los acidos
grasos (Corcoran et al., 2007). La variacibn de la concentracion de los
transportadores de acidos grasos libres en el sarcolema puede contribuir a regular
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la absorcion de acidos grasos de forma transitoria, p.e. como consecuencia de la
contraccion muscular, se observa una disminucion intracelular de la molécula
FAT/CD36 en el sarcolema, por lo que se reduce el trasporte de acidos grasos
hacia el interior de la célula (Bonen et al., 2000).

INTERSTITIAL PLASMA CYTOSOL
CARILEARY SPACE MEMBRANE

__rEsterification
LDL LCFA Sl ACBP pN

TG\':PL = ﬂ]\

acylation

LCFA P

Albicra Albsl

LCFA

» O ACS Signal transduction

Figura 1. Representacién esquematica de la absorcidn y transporte de los acidos
grasos desde los capilares al interior del miocito. VLDL, proteina de muy baja
densidad; ALBFA, &cidos grasos unidos a albumina; LPL, lipoproteina lipasa;
ALBR receptor de la albumina; LBP, proteina de unién a lipidos; ACS, acil-CoA
sintetasa; FABPc, proteina de unién de acidos grasos citosélica ; ACBP, proteina
de unién con el acil-CoA; TG, triacilglicerol ; LCFA, acidos grasos de cadena larga;
CD36, translocasa de acidos grasos; FABPpm, proteina de unién de acidos grasos
(Fuente: Kiens, 2006)
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1.3. Importancia de los caracteres de la calidad de la carne y su relaciéon con
la aceptabilidad de la misma por el consumidor.

La calidad de la carne debe entenderse como un concepto complejo cuya
definicibn depende del destino comercial de la misma (Cameron, 1990). La
importancia de los caracteres relacionados con la calidad de la carne varia
dependiendo de los intereses de los productores, la industria transformadora y los
consumidores (Sellier, 1998). Asi, para la carne procesada son importantes
caracteres como el pH, la capacidad de retencién de agua, la estabilidad oxidativa
y la ausencia de sabores anémalos (Maltin et al., 2003). La carne fresca debe
resultar atractiva para el consumidor, tanto a nivel visual como de palatabilidad,
por lo que atributos como el color, la cantidad de grasa, la terneza, el sabor y la
jugosidad resultan fundamentales (Gao y Zhao, 2009).

Los caracteres de la calidad de la carne estan influidos por un elevado
namero de factores como p.e. las caracteristicas del musculo (tipo y tamafno de
fibra), las condiciones ambientales y de produccion (tasa de crecimiento, nutricion,
edad), las condiciones antes del sacrificio y post-mortem, asi como factores
genéticos (Ciobanu et al., 2011). Como se ha comentado, los programas de
seleccion dirigidos a la obtencién de una carne mas magra han implicado una
disminucién de la GIM y por tanto, un deterioro de la calidad carnica (Wood et al.,
2008). Este empeoramiento de la calidad de la carne se traduce en la aparicion de
carnes negras, firmes y secas (DFD) o bien palidas, blandas y exudativas (PSE),
lo que conlleva costosas pérdidas econdmicas (Person, 2003), p.e. sélo las
pérdidas atribuidas a la PSE en el afio 2002 en los Estados Unidos de América se
llegaron a estimar en aproximadamente 90 millones de ddlares (Martinez y Zering,
2004).
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1.3.1 Efecto del pH sobre la calidad de la carne.

El valor del pH en el musculo después del sacrificio es uno de los factores
mas importantes que inciden sobre la calidad de carne. Asi pues, su variacién
determina en gran medida la aparicién de carnes PSE y DFD (Figura 2, Van
Laack et al., 2001). Después del sacrificio, las células musculares procuran
mantener la homeostasis energética para lo cual es necesaria la produccion de
adenosin trifosfato (ATP). En un inicio, la fosfocreatina es la principal fuente de
fésforo en la sintesis de ATP a partir del adenosin trifosfato. Una vez agotado el
70% de las reservas de fosfocreatina, los niveles de ATP comienzan a decrecer
con mayor velocidad (Bendall y Swatland, 1988). A partir de ahi, se emplea el
glucégeno muscular, mediante el mecanismo de la glucdlisis anaerdbica, para
mantener los niveles de ATP. El lactato procedente de la glucélisis anaerébica se
acumula y contribuye a disminuir el pH intracelular. En vida, el pH del musculo
tiene un valor aproximado de 7.4 mientras que a las 6-8 horas post-mortem cae
hasta 5.6-5.7. Al cabo de 24 horas, el pH desciende a 5.3-5.7 (Scheffler y Gerrard,
2007).

La velocidad y el tiempo de descenso de los niveles de pH durante el
proceso de conversién del masculo a carne tienen un impacto significativo en los
atributos de la misma. Un decrecimiento rapido del pH a temperaturas elevadas
causa la desnaturalizacion del 20% de las proteinas sarcoplasmaticas vy
miofibrilares, lo cual es responsable del color pdlido de la carne. Por otro lado,
esta disminucién del pH provoca una reduccién de la longitud de la cabeza de la
miosina y da lugar a miofilamentos mas gruesos, lo cual disminuye la capacidad
de retencién de agua en las carnes PSE (Joo et al., 1999). También la solubilidad
de las proteinas sarcoplasmaticas disminuye con la reduccién del pH a las 24
horas (4.8 a 5.0) y contribuye a la aparicién del color palido de la carne (Joo et al.,
1999 y Warriss, 2000). La coloracion amarilla de las carnes PSE se debe, en
parte, a las diferencias entre los indices de refraccion del sarcoplasma y las
miofibrillas. Cuanto mayor sean las diferencias, mayor es la dispersion de la luz y
las carnes son mas palidas. El bajo pH de las carnes PSE también facilita la
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oxidacién de los pigmentos hemo, de color purpura o rojo (mioglobina vy
oximioglobina) a metmioglobina (Warriss y Brown, 1987). Por el contrario, si las
reservas de glucdégeno muscular son bajas, se reduce la posibilidad de sintetizar
lactato mediante la glucdlisis anaerdbica. Ello provoca un marcado aumento del
pH (> 6.4) y una escasa desnaturalizacion de las proteinas sarcoplasmaticas y
miofibrilares (Bendall y Swatland, 1988). El agua es retenida en el musculo por la
relajacion de los miofilamentos, y las diferencias en el indice de refraccion entre
las miofibrillas y el sarcoplasma se reducen. De este modo, las células adquieren
una mayor capacidad de absorcion de la luz y la carne toma un color negro
(Warriss, 2000).

1.3.2 Color y conductividad de la carne.

El color de la carne es un atributo de calidad relacionado con la capacidad de
retencion de agua en el musculo, con el pH y con el grado de oxigenacion de la
mioglobina (Bendall y Swatland, 1988 y Lee et al., 2000). Una medida objetiva del
color puede obtenerse mediante un equipo Minolta Chroma-meter que proporciona
valores de color que oscilan entre 0 (color blanco) y 100 (color negro) para la
luminosidad (L*). Los valores de rojez de la carne (a*) y de amarillez (b*)
representan las coordenadas de cromaticidad: rojo-verdoso y amarillo-azulado,
respectivamente. El conjunto de los valores L *; a * y b * representan de forma
objetiva un color. Son deseables las carnes con valores de Luminosidad (L*) entre
43 y 49 (Warriss, 2000).

Otro caracter de gran importancia es la conductividad eléctrica (CE) de la
carne. Segun Swatland (1982) su utilidad viene explicada, entre otros factores, por
su correlaciéon con el valor de pH del musculo (r=0.71) y con la luminosidad
(r=0.71). En las carnes PSE, la medida de CE esta relacionada con el grado de
afectacion de las membranas celulares. En particular, las membranas danadas de
las células musculares pierden su capacitancia y en consecuencia aumenta la
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resistencia eléctrica de las mismas, pudiendo medirse y emplearse este criterio

para la deteccién temprana de este defecto (Swatland, 1982).

Figura 2. Variacion de la calidad de la carne de acuerdo al pH. PSE, carnes
palidas, blandas y exudativas; DFD, carnes secas, firmes y negras (Fuente:

http://gpc.adm.slu.se/Driving to stunning/page 10.htm).

1.4. Heredabilidades de los caracteres vinculados a la calidad de la carne y a
la grasa intramuscular.

La heredabilidad (h?) de un caracter se define como la proporcién de la
variacién fenotipica explicada por los efectos genéticos aditivos (Falconer y
Mackay, 1996). Asi, los caracteres con h? altas son mas faciles de mejorar
mediante métodos basados en la seleccién. Los valores de h? dependen de las
frecuencias alélicas y de los efectos alélicos especificos de cada poblacion y
caracter (Falconer y Mackay, 1996). En general (Tabla 1), los caracteres
reproductivos presentan heredabilidades bajas, los productivos moderadas y los
de calidad de la carne y composicién de la GIM presentan h? moderadas—bajas,
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aunque sus valores son bastante heterogéneos en las diferentes poblaciones
(Casellas et al., 2013). Como ejemplo, se puede destacar que para el porcentaje
del acido palmitico en el musculo longissimus dorsi (LD) se han descrito
heredabilidades en el rango de 0.07 (Yang et al., 2013) a 0.47 (Casellas et al.,
2010). Similar comportamiento se ha observado para los valores de h? de diversos
acidos grasos como el estearico y el oleico. Por el contrario, los valores de
porcentaje de la GIM presentan, en general, heredabilidades altas (Ciobanu et al.,
2011).

Tabla 1. Heredabilidades de caracteres de interés productivo en el ganado
porcino. Fuente: Enger et al. (2010); Casellas et al. (2010); Ciobanu et al. (2011).

Caracter Heredabilidad

Prolificidad 0.05-0.1
Lechones destetados 0.04-0.07
Crecimiento 0.3-04
Edad a los 100 kg 0.1-0.3
indice de conversion 0.25-0.35
Rendimiento de la canal 0.2-0.25
Porcentaje de magro 0.55-0.65
Grasa intramuscular 0.26-0.86
Longitud de la canal 0.55-60
Espesor de la grasa dorsal 0.12-0.74
Porcentaje de magro 0.48-0.54
Terneza (panel sensorial) 0.18-0.70
Jugosidad 0.0-0.28
Aroma y sabor (Flavour) 0.01-0.16
Rojez de la carne (a*) 0.43-0.46
Amarillez de la carne (b*) 0.14
Luminosidad de la carne (L*) 0.15-0.57
Firmeza de la grasa dorsal 0.43
GIM &cido palmitico (C16:0) 0.07-0.71
GIM acido estearico (C18:0) 0.24-0.45
GIM acido linoleico (C18:2) 0.47-0.67
GIM &cido oleico (C18:1n9c) 0.25-0.40
pH 0.1-0.3
Color 0.15-0.57
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1.5. Estudios de QTL para fenotipos relacionados con la grasa intramuscular
y la calidad de la carne.

Con el desarrollo de los marcadores moleculares y mapas gendmicos, se han
obtenido importantes avances en la deteccion de regiones del genoma que
contienen uno 0 mas polimorfismos con efectos significativos sobre la variabilidad
de los caracteres cuantitativos (QTLs). El primer estudio de andlisis de QTLs en
cerdos fue realizado por Andersson et al. (1994), quienes detectaron en el
cromosoma porcino 4 (SSC4) una region con efecto sobre el depédsito de grasa.
Desde entonces se han detectado miles de QTLs porcinos que se encuentran

publicados en la base de datos PigQTLdb (http://www.animalgenome.org/cqi-

bin/QTLdb/SS/summary). Hasta el 27 de junio de 2013, fueron registradas un total

de 356 publicaciones describiendo 8,411 QTLs para 629 caracteres distintos (Hu
et al., 2013). Especialmente importantes son los QTLs que afectan a caracteres
vinculados a la calidad de la canal y de la carne (5,406 QTLs, aunque debe
recalcarse que se trata de una base de datos redundante), que son los mas
abundantes debido a que estos fenotipos han sido estudiados de manera muy
intensiva (Figura 3). En particular se pueden observar 1,378 QTLs con efectos
sobre el depdsito de la grasa y un total de 442 QTLs para la composicién de la

misma.
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Figura 3. Numero de QTLs detectados para distintos fenotipos porcinos.

En cuanto a la GIM, hay descritos 92 QTLs (PigQTLdb) que estan
distribuidos (Figura 4) en la mayor parte de los cromosomas, con la Unica
excepcion de SSC11, SSC14, SS16 y SSCY. Particular importancia presenta la
regibn de SSC6 situada entre las posiciones 14 cM y 159 cM, donde se han
obtenido las mayores coincidencias entre los diferentes estudios de QTL para la
GIM (De Koning et al., 2000; Ovilo et al., 2000 y 2002%; Ovilo et al., 2005; Grindflek
et al., 2001; Paszek et al., 2001; Szyda et al., 2002 y 2003; Uleberg et al., 2005;
Mohrmann et al., 2006 y Quintanilla et al., 2011). También resultan interesantes
los cromosomas SSC4 y SSC7, donde se han detectado 30 QTLs (SSC4 region
60-80 cM) y 22 QTLs (SSC7 region 60 a 90 cM), relacionados con la composicidén
de la GIM (Pérez-Enciso et al., 2000; Clop et al., 2003; Kim et al., 2006; Nii et al.,
2006; Guo et al., 2009; Uemoto et al., 2009; Quintanilla et al., 2011).
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Figura 4. Distribucién gendémica de QTLs identificados en distintos estudios para el
contenido de GIM (PigQTLdb).

Se ha detectado un menor numero de QTLs relacionados con la calidad de la
carne (pH: 279 QTL, color: 301 QTL y CE: 81 QTL), aunque hay que senalar que
se han identificado distintas mutaciones causales p.e. la mutacién intrénica del
gen insulin-like growth factor 2 (IGF2), relacionada con el crecimiento muscular
(Van Laere et al., 2003). También las mutaciones no-sinbnimas en los genes del
receptor de la rianodina 1 (Fujii et al., 1991) y del gen protein kinase AMP-
activated gamma 3 (Milan et al., 2000), con importantes efectos sobre la aparicion

de carnes PSE vy el fenotipo Rendimiento Napole respectivamente.

Cabe destacar que en la poblacion Duroc bajo estudio, se ha realizado un
barrido gendmico para los caracteres de GIM y su composicion (Quintanilla et al.,
2011), asi como para diversos fenotipos relacionados con la calidad de la carne
(Gallardo et al., 2012). Entre los principales resultados obtenidos destaca la falta

12
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de concordancia posicional entre los mapas de QTLs generados para los
musculos gluteus medius (GM) y LD, lo cual sugeriria que la penetrancia de los
QTLs viene modulada por factores musculo-especificos. Cabe mencionar también
que parte de los resultados de Quintanilla et al. (2011) coinciden con datos
publicados en trabajos previos p.e. tanto Sanchez et al. (2007) como Quintanilla et
al. (2011) detectan un QTL muy significativo para la GIM en el SSC7.

Los métodos de deteccion de QTLs presentan limitaciones evidentes (Davoli
y Braglia, 2007; Mackay et al., 2009; Ledur et al., 2010), sobre todo en cuanto al
bajo numero de marcadores empleados, lo cual hace que los intervalos de
confianza de los QTLs sean muy grandes. Asimismo, los tamafnos poblacionales
utilizados en especies de interés ganadero son relativamente bajos, lo cual limita
la potencia de estos estudios de deteccion de QTLs. Todo ello justifica que sélo en
casos muy contados se haya alcanzado identificar la mutacién causal que explica

la segregacién del QTL.

1.6. Genes candidatos.

El enfoque de genes candidatos seleccionados por su relaciéon con la
fisiologia del caracter o de acuerdo a la posicion que ocupan en el genoma (es
decir, dentro de los intervalos de confianza de los QTLs) es una de las estrategias
a seguir para detectar mutaciones causales responsables de ciertos fenotipos
complejos (Georges, 2007). Una vez elegido el gen candidato, este debe ser
secuenciado para identificar polimorfismos que puedan ser empleados como
marcadores en estudios de asociacion, y en el caso de que se juzgue necesario,
ser validados funcionalmente (George, 2007). Mediante este enfoque se ha
obtenido algun éxito como p.e. la identificacion de la mutacién del gen del receptor
de estrégenos (ESR) asociada al tamafo de camada en cerdos (Rothschild et al.,
1996). Un importante gen candidato para la GIM es el heart fatty acid-binding
protein (H-FABP) que explica parte de la variacion de la GIM (Ovilo et al., 2002°).
Este gen es miembro de la familia de FABP'y se expresa en el musculo cardiaco y

13
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esquelético. Su funcién esta relacionada con el transporte de los acidos grasos en
el musculo esquelético (Glatz et al., 2003). Aunque se encontraron asociaciones
significativas con el contenido de GIM en una poblacibn Duroc x Meishan
(Gerbens et al., 1999; Gerbens et al., 2001 y Lee® et al., 2010), no se ha
detectado aun la mutacién que explica dicha asociacién. Varios genes candidatos
han sido propuestos para el contenido y la composiciéon de la GIM. En las Tablas
2 y 3 se muestra una lista representativa de genes candidatos recopilados por
Casellas et al. (2013).

14
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Tabla 2. Lista de genes candidatos y su asociacién con el contenido de GIM en

porcino (Fuente: Casellas et al., 2013).

Gen Polimorfismo Raza' Significacion Referencia
c.4899G>Ay
ACACA DU PPNO >0.90 Gallardo et al. (2009)
c.5196T>C
CMYA5 A7189C ME, DU, LW, LD, TO, Ql * Xu et al. (2011)
YK, LD, YK x LD,
ENO3 g-404delT b Wou et al. (2008)
YK x ME
¢.594C>G, c.1119- .
BE x YK * Fan et al. (2009%)
FTO 261A>G
g.276T>G razas comerciales * Fontanesi et al. (2010)
HDLBP c.3120G>A DU e Céanovas et al. (2009)
Hpall RFLP IB x LD NS Ovilo et al. (2002°)
c.221C>T,
c.1160A>C, IBxLD NS Ovilo et al. (2005)
LEPR
€.2002C>T
T232A LD NS Mackowski et al. (2005)
€.2002C>T IB x DU b Munoz et al. (2011)
LPIN1 Co3T LW, TO and cross-breds > He et al. (2009)
MASTR c.187 C>T LW * Han et al. (2012)
IB x DU NS Mufoz et al. (2011)
MC4R c.1426A>G
DU NS Schwab et al. (2009)
Ddel RFLP LW, LD b Verner et al. (2007)
MYOD1
Ddel RFLP LW x ME NS Liu et al. (2008)

'BE, Berkshire; DU, Duroc; |B, Ibérico; ME, Meishan; LD, Landrace; LW/YK, Large White; TO,

Tongcheng; NS, no significativo; PPNO, probabilidad de que el efecto de sustitucién alélica sea
distinto de cero,*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Tabla 3. Genes candidatos para la composicion de la GIM en porcino (Fuente:
Casellas et al., 2013).

Gen Polimorfismo Raza' Acido graso asociado Referencia
€.5634T>C,
IB x LD C16:1,C18:0, C18:1n9c Mufioz et al. (2007)
c.6681G>T
ACACA
C.4899G>A, C14:0, C16:0, C18:0,
DU Gallardo et al. (2009)
c.5196T>C C18:1n9c, C20:4
ACSL4 C.2645G>A IBx LD MUFA Mercadé et al. (2006)
FASN C.1254A>G IBxLD C20:1 Mufoz et al.(2007)
c.77A>Q,
GIP IB x LD C16:1,C18:0 Mufioz et al.(2007)
C.394A>C
C14:0, C16:0, C16:1,
MTTP c.2573T>C IB x LD C18:0, C18:1n9c, C18:3, Estellé et al. (2009)
C20:1, C20:2

'DU, Duroc; 1B, Ibérico; LD, Landrace. MUFA, acidos grasos monoinsaturados; SFA, acidos grasos

saturados.

En la Tabla 4 se muestran algunos genes candidatos para diversos
caracteres relacionados con la calidad de la carne. En particular, en el gen
receptor de la rianodina 1 (RYR1) se ha detectado la mutacidén causal responsable
del sindrome del estrés porcino, que provoca la aparicién de carnes PSE (Fuijii et
al., 1991). El receptor de la rianodina tiene una funcién importante en el proceso
de la contraccidbn muscular, ya que regula la liberacién del calcio del reticulo
sarcoplasmatico del musculo esquelético. La sustitucién aminoacidica arginina por
cisteina, en la proteina RYRT1 trae como consecuencia la liberacién desregulada
de Ca* hacia el citoplasma (Fujii et al., 1991). Esto provoca que ante una
situacion de estrés se desencadenen intensas contracciones con el consecuente
aumento del metabolismo basal y la temperatura corporal. Otro importante gen
candidato para la calidad de la carne es el melanocortin 4 receptor (MC4R). El
receptor de la melanocortina 4 acoplado a las proteinas G, participa en la ruta de
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sefnalizacion hipotalamica mediada por el eje leptina-melanocortina y es un
regulador de la ingesta de alimento y el balance energético. Varios polimorfismos
préximos al gen MC4R han mostrado asociaciones con la predisposicion a la
obesidad, el crecimiento y el almacenamiento de grasa en humanos (Chambers et
al., 2008 y Loos et al., 2008). En cerdos se ha demostrado la asociacién de la
mutacién Asp298Asn, en el gen MC4R, con el depésito de grasa, el crecimiento y
la ingesta de alimento (Kim et al., 2000 y Houston et al., 2004). Por otro lado Fan
et al. (2009°) publicaron que dos SNPs identificados en el gen MC4R presentan
diferentes asociaciones con caracteres productivos p.e. el polimorfismo Arg236His
esta asociado con la grasa dorsal y el crecimiento, y el p.Asp298Asn con la

variacién del crecimiento en una poblacion Berkshire x Yorkshire.

1.7. Analisis de asociacion gendomico (GWAS).

El analisis genético de los caracteres complejos puede realizarse mediante
las siguientes aproximaciones: 1) andlisis de ligamiento, en el que se estudia la
co-segregacion de fenotipos y marcadores en familias (por lo tanto es necesario
disponer de genealogias), y 2) analisis de asociacion, en el que se investiga la co-
ocurrencia de los fenotipos y de los marcadores en individuos no necesariamente
emparentados, pertenecientes a una determinada poblacion (en consecuencia no
hace falta conocer los pedigris). Ambas aproximaciones explotan el desequilibrio
de ligamiento existente entre el marcador y la mutacioén causal. Los estudios de
asociacién gendmico (0 GWAS, de sus siglas en inglés) basicamente son analisis
donde se estudia el grado de asociacion entre los marcadores y uno o mas
caracteres. El objetivo es examinar, de forma independiente, la asociacion de cada
polimorfismo nucleotidico sencillo (SNP, de sus siglas en inglés) con el fenotipo
estudiado (Bush y Moore, 2012). Se asume que las asociaciones estadisticas
significativas entre el caracter y el marcador SNP son detectadas porque el

marcador esta en desequilibrio de ligamiento con la mutacién causal.
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Tabla 4. Genes candidatos para caracteres relacionados con la calidad de la carne
(Fuente: Ernst y Steibel, 2013).

Simbolo . .
Nombre del Gen del gen Caracter Referencia
) . Ciobanu et al. (2004) y
Calpastatin CAST Calidad de la carne Nonneman et al. (2011)
Carbonic anhydrase Ill CA3 Calidad de la carne Wimmers et al. (2007)
Cholecystokinin type A CCKAR Consumo de alimento Houston et al. (2008)
receptor
Fatty acid b /gdmg protein FABP3 Composicién de la canal Gerbens et al. (1999)
Composicién de la canal y
Growth hormone GH Calidad de la carne Franco et al. (2005)
Grow{h hormone- GHRH Crecimiento y Composicién Franco et al. (2005)
releasing hormone de la canal
Insulin-like growth factor IGF2 Crecimiento y Composicion Van Laere et al. (2003) y
2 de la canal Aslan et al. (2012)
Leptin Lep | Crecimiento y Composicion Peixoto et al. (2006)
de la canal
Crecimiento y Composicion Kim et al. (2000); Markljung
Melanocortin 4 receptor MC4R et al. (2008) y Fan et al.
de la canal (2009b)
Myopalladin MYPN Composicién de la canal Wimmers et al. (2007)
Myostatin MSTN Crecimiento Yu et al. (2007)
Pituitary-specific POU1F1 Crecimiento y Composicion Kuryt y Pierzchata (2001)
transcription factor 1 de la canal y Song et al. (2007)
Protein kinase adenosine .
o . Milan et al. (2000)
monophosphate act_/vated PRKAG3 Calidad de la carne y Ciobanu et al. (2001)
gamma subunit
Susceptibilidad al estrés,
Ryanodine receptor 1 RYR1 magrez )ggra:]lgdad dela Fujii et al. (1991)
Titina TTN Calidad de la carne Wimmers et al. (2007)

Para caracteres cuantitativos, se analiza la asociacién de cada SNP con el

fenotipo mediante la correlacion de Spearman o la regresién lineal, mientras que

para fenotipos categéricos (p.e. estudios caso-control) se usan tests de chi-

cuadrado, tablas de contingencia o regresion logistica (Stranger et al., 2011).

Recientemente se ha introducido la implementacion de métodos bayesianos (Zhou

y Stephens, 2012). En cualquier caso, siempre hay que tener en cuenta la posible

estratificacién de la poblacion (Stranger et al., 2011).
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La implementacion de los GWAS en humano ha permitido la identificacién de
factores genéticos que determinan la susceptibilidad a enfermedades mendelianas
y complejas (Bush y More, 2012). En el area de la farmacogenética, se ha
determinado que hay factores genéticos relacionados con la farmacocinética de
los medicamentos, p.e. Cooper et al. (2008) demostraron la influencia de SNPs,
localizados en los genes CYP2C9 y VKORC1, sobre la estandarizacién de las
dosis de Warfarina en grupos de pacientes. Desde la implementacion de los
GWAS, se han descrito cerca de 2000 loci (Figura 5) asociados significativamente
(p-valores < 5 x 10°®) con la variacién fenotipica de diversos caracteres complejos,
principalmente  aquellos relacionados con enfermedades inflamatorias,

degenerativas y autoinmunes (Bush y More, 2012).
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Figura 5. Descubrimiento de SNPs asociados (p-valores < 5 x 107%) a diversos
fenotipos medidos en poblaciones humanas, desde 2007 a 2011 (Fuente: Visscher
et al., 2012).

La compaiia /llumina (https:/www.illumina.com) ha desarrollado

plataformas de genotipado de alta densidad (chips de SNPs) para varias especies
domeésticas, p.e. caballo, cabra, cerdo, bovino perro, entre otros. En particular, en
cerdos, con la implementacion del /llumina PorcineSNP60 BeadChip, se han
llevado a cabo varios estudios GWAS que han permitido analizar la arquitectura
genética de diversos fenotipos de interés econdmico como p.e. depdsito de grasa
(Duijvesteijn et al., 2010), el contenido y composicién de la GIM (Hernandez-
Sanchez et al., 2012; Ramayo-Caldas et al., 2012 y Yang et al., 2013), la calidad
de la carne (Luo et al., 2012% y Ma et al., 2013), y la reproduccién (Onteru et al.,
2011 y 2012; Schneider et al., 2012), asi como parametros clinicos (Fu et al., 2012
y Boddicker et al., 2012). De modo similar, en bovino también se han descrito
varias asociaciones significativas entre SNPs y diversos caracteres como p.e.
porcentaje de proteina y grasa de la leche (Hayes et al., 2010 y Schopen et al.,
2011), indices reproductivos (Sahana et al., 2010; Huang et al., 2010 y Hawken et
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al., 2012) y enfermedades diversas, como p.e. queratoconjuntivitis infecciosa
bovina, mastitis y tuberculosis (Finlay et al., 2012; Minozzi et al., 2012; Kizilkaya et
al., 2013 y Sahana et al.,, 2013). En el caballo, se han logrado importantes
avances con la aplicacion del chip de alta densidad p.e. Raudsepp et al. (2012)
detectaron la mutacion causal para cierta anomalia reproductiva (reaccién
defectuosa del acrosoma) en el exdn 4 del gen FK506 binding protein 6 (FKBP6).
Hauswirth et al., (2012) publicaron que, ademas de las variantes conocidas en los
genes EDNRB y KIT, existen otras mutaciones independientes en los loci MITF y
PAX3 que consideradas conjuntamente, explican una elevada proporcién de la
variabilidad de las manchas blancas de la capa. En ovino, Demars et al., (2013)
identificaron dos mutaciones en el gen BMP15, en una regién muy conservada del
cromosoma X, vinculadas a una alta prolificidad. También en ovejas se han
detectado genes que pueden ser importantes candidatos para caracteres de
crecimiento y produccién de carne (Zhang et al., 2013).

En perro, los estudios GWAS han mostrado asociaciones relevantes para
enfermedades complejas, p.e. Karyadi et al. (2013) encontraron una variacion en
el numero de copias localizada en el locus KITLG, que probablemente es la
responsable del carcinoma de células escamosas dactilar de la raza Standard
Poodle. Curiosamente, solo los perros de capa negra padecen la enfermedad. El
descubrimiento, por parte de estos autores, de una mutacién en el gen MC1R,
presente solo en los Standard Poodles de capa blanca, indicaria que dicho
polimorfismo confiere cierta proteccion para este tipo de cancer (tendria un efecto
compensatorio sobre la mutacién de KITLG). Otro aporte importante fue la
deteccion, mediante GWAS y analisis de ligamiento, de una mutacién Ser658Pro
en el gen SEL1L. Este gen, que esta vinculado a la translocacion de proteinas mal
plegadas, determinaria la susceptibilidad a la ataxia cerebelosa progresiva de la
raza Finnish Hound. Este descubrimiento permitié la identificacion de un nuevo
gen candidato para la ataxia en humanos Kygstilda et al. (2012). Otro estudio
GWAS relevante fue la deteccion de una mutacién no-sinébnima en el gen BMP3,
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que provoca el cambio de fenilalanina por leucina, con importantes efectos sobre

la forma del craneo (Schoenebeck et al., 2012).

En resumen, los estudios GWAS no se han limitado a aumentar de forma
significativa la resolucién de los mapas de QTLs (Ramos et al., 2009), sino que
ademas han permitido identificar las mutaciones causales para ciertos fenotipos
(principalmente mendelianos). Cabe destacar que algunos de los resultados
obtenidos en especies domésticas han tenido importante repercusién en la
medicina humana, sobre todo en el estudio de las enfermedades complejas como

el cancer (Karyadi et al., 2013).

Como ya se ha comentado, con la aplicacion de los GWAS se ha logrado
cierto éxito en detectar SNPs que estan asociados a la variacion de caracteres
mendelianos y cuantitativos, pero en general solo explican una parte de la
varianza genética aditiva de dichos caracteres (Tabla 5). Aunque no estan del
todo claras las causas por las que no se puede detectar esta “heredabilidad
perdida”, Manolio et al. (2009) exponen algunos de los posibles motivos: 1) se
puede estar subestimando la magnitud de los efectos alélicos debido a un
desequilibrio de ligamiento incompleto entre el marcador y la mutacion causal; 2)
existe una baja frecuencia del polimorfismo causal o se trata de una variante rara
que no es detectada por las plataformas de genotipado; 3) las estimaciones de
heredabilidades calculadas mediante métodos clasicos pueden estar
sobreestimadas debido a que las interacciones entre genes o genotipo-ambiente
pueden contribuir al parecido entre parientes (Zuk et al., 2012); 4) puede que
exista una contribucién importante a la heredabilidad por parte de alelos con
efectos tan pequefios que no son detectables (no superan el umbral de
significacion tras realizar la correccidon para “multiple testing’). En estudios
recientes, Bloom et al. (2013) sugirieron que la “heredabilidad perdida” surge
principalmente por la existencia de muchos loci con efectos pequefios. Ademas
plantean que esta “heredabilidad perdida” puede ser detectada en estudios con

tamafnos poblacionales suficientemente grandes. Yang et al. (2010) lograron
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explicar el 45 % de la variabilidad de la altura en humanos (h? = 0.45) con un panel
de 294,831 SNPs genotipados en 3,925 individuos. Esto demostré6 que la
“heredabilidad perdida”, para este caracter, se debe al incompleto desequilibrio de

ligamiento entre la variante causal y los SNPs.

Tabla 5. Heredabilidad estimada y numero de loci para diversos caracteres

complejos medidos en la especie humana (Fuente: Manolio et al., 2009).

Proporcion de la

Caracter '\:;'g?:cr? heredabilidad Referencias
explicada
Degeneracion macular
relacionada con la 5 50% Maller et al. (2006)
edad
Enfermedad de Crohn 32 20% Barrett et al. (2008)
Lupus eritematoso Interngtional Consortium for
sistémico 6 15% Systemlc Lupus Erythematosus
Genetics (SLEGEN) et al. (2008)
Diabetes tipo 2 18 6% Zeggini et al. (2008)
Colesterol HDL 7 5.2% Kathiresan et al. (2008)
Altura 40 5% Visscher (2008)
Inicio temprano del 9 589, Myocardial Infarction Genetics
infarto de miocardio ) Consortium et al. (2009)

Tal como se ha comentado anteriormente, el desarrollo por parte de la
compania de lllumina del chip PorcineSNP60 BeadChip, con un total de 64,232
SNPs ha resultado fundamental para llevar a cabo los genotipados de alta
densidad que requiere el analisis GWAS. La identificacién de los SNPs incluidos
en el chip se realizd mediante la secuenciacion masiva de individuos
pertenecientes a diversas razas porcinas (Duroc, Pietrain, Large White y
Landrace), asi como jabalies europeos y japoneses. La distancia promedio entre
los SNPs incluidos en el chip fue de 30 kb y estaban distribuidos a lo largo de todo
el genoma aunque habia distancias mayores de 250 kb en los cromosomas
SSC15, SSC14 y SSCX (Ramos et al., 2009).

La creacién del PorcineSNP60 BeadChip también ha permitido la

introduccién de la seleccion gendmica en los sistemas de produccién porcina. La
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seleccion gendmica se basa en la estimacién del valor mejorante de un animal
mediante una ecuacién de prediccion calculada a partir de los datos genotipicos y
fenotipicos de una poblacion de referencia (lbafiez-Escriche y Gonzalez-Recio,
2011). Los individuos mejoradores pueden ser seleccionados a edades muy
tempranas sin necesidad de disponer de informacion fenotipica (del mismo
individuo o de otros emparentados con el mismo), lo cual implica una importante
reduccion del intervalo generacional (Hayes et al., 2009). De todos modos, en
porcino, el intervalo generacional es de por si bastante bajo, por lo que la principal
aplicacién de la seleccion gendmica se centraria en la mejora de caracteres de
baja heredabilidad, de obtencién tardia (p.e. después del sacrificio) o dificiles de
medir. Como ejemplo de aplicaciones practicas de esta herramienta, se puede
mencionar que la empresa Hypor utiliza la selecciéon gendmica en sus programas
de mejora, y que la empresa belga Hyvar Select esta introduciendo dicha

herramienta para seleccionar los animales de reemplazo en el nucleo genético.

Los primeros resultados GWAS obtenidos en cerdos fueron publicados por
Duijvesteijn et al. (2010), quienes detectaron en los cromosomas SSC1 y SSC86,
37 SNPs relacionados con los niveles de androstenona en la grasa. Desde
entonces su aplicacibn se ha extendido a otras areas relacionadas con la
produccién y la sanidad porcina. En la Tabla 6 se muestra una relaciéon de los
estudios GWAS realizados en el cerdo hasta la fecha.
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Tabla 6. Analisis de asociacidon genémicos realizados en porcino hasta 2013.

Caracteres

Referencia

Niveles de androstenona en la grasa.

Duijvesteijn et al. (2010)

Vida reproductiva.

Onteru et al. (2011 y 2012)

Parametros reproductivos en los tres primeros
partos.

Schneider et al. (2012)

Susceptibilidad del lechén a las cepas F4ab y F4ac
de Echerichia col.

Fu et al. (2012)

Grasa dorsal, area del musculo del lomo y

conformacion corporal.

Fan et al. (2011)

Susceptibilidad al Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRS).

Boddicker et al. (2012)

Parametros hematolégicos.

Luo et al. (2012°) y Wang et al. (2013)

GIM y Grasa dorsal.

Hernandez-Sanchez et al. (2012)

Calidad de la carne (infiltracion grasa, color, pH) y
GIM.

Luo et al. (2012% y Ma et al. (2013)

Porcentaje y composicién de la GIM.

Ramayo-Caldas et al. (2012)

Yang et al. (2013)

Varios de estos estudios se han realizado para conocer la base genética del

contenido y la composicion de la GIM p.e. Ramayo-Caldas et al. (2012) evaluaron

32 caracteres relacionados con la composicién de los acidos grasos en la GIM en

una poblacion backcross (25% Ibérico x 75% Landrace). Estos autores detectaron

813 SNPs asociados significativamente con la composicién de la GIM, distribuidos

en 43 intervalos cromosomicos. Especificamente en el SSC8 (Figura 6) se

encontraron multiples asociaciones para los acidos grasos palmitico y palmitoleico,

asi como para las ratios: palmitoleico/palmitico, oleico/palmitoleico y el porcentaje

de acidos grasos saturados.
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Figura 6. Diagrama Manhattan plot de las asociaciones gendmicas observadas en
un analisis GWAS para los caracteres: A) porcentaje de acido palmitico, B)
porcentaje de &cido palmitoleico, C) ratio de palmitoleico/palmitico, D) ratios de
oleico/palmitoleico, y E) &cidos grasos saturados. La linea horizontal representa el
umbral de significacién a nivel genémico (g-valor < 0.05). Fuente: Ramayo-Caldas
et al. (2012).
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En un trabajo posterior, Corominas et al. (2013) indicaron que el gen
ELOVL6 podria contener una mutacion causal, a nivel del promotor, que explicaria
la segregacion del QTL de SSC8 para los acidos grasos palmitico y palmitoleico.
Por su parte Yang et al. (2013) evaluaron, mediante un GWAS, la composicion de
los acidos grasos de la GIM de dos tejidos (musculo LD y grasa abdominal) en dos
poblaciones: un cruce White Duroc x Erhualian F, y otra poblacién de raza pura
Sutai. En este analisis, se obtuvo evidencias de una fuerte asociacion entre ciertas
regiones gendémicas de SSC6 y SSC14 y los porcentajes de acido estearico y

araquidico, respectivamente (Figura 7).

El contenido de la GIM y el espesor de la grasa dorsal en los musculos LD y
GM fueron evaluados por Hernandez-Sanchez et al. (2012) en la poblacién
Lipgen. Las principales asociaciones se identificaron en los cromosomas SSC6 y
SSC14, aunque es importante resaltar que los resultados variaron entre los
diferentes métodos utilizados para la correccidn del efecto de la estructura
poblacional (Tabla 7).
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Figura 7. Diagrama Manhattan plot de las asociaciones genémicas observadas en
un analisis GWAS de los acidos grasos estearico y araquidico en el musculo
longissimus dorsi. (A—C) GWAS del acido estearico en la poblacién F» (A) y Sutai
(B) y el meta-andlisis de la poblaciéon F, y Sutai (C). (D-F) GWAS del acido
araquidico en la poblacion Fo (D), Sutai (E) y el meta-andlisis de F, y Sutai (F). Las
lineas superior e inferior indican los umbrales de significacion al 5% a nivel
genomico y sugestivo, respectivamente, después de la correccion de Bonferroni

(Fuente: Yang et al., 2013).
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Tabla 7. Resultados del analisis GWAS del contenido de la GIM en el
musculo LD utilizando dos modelos para corregir la estructura poblacional (PC1G

y STRATA-PED). Fuente: Herndndez-Sanchez et al. (2012).

SNPs significativos a

SSC nivel genémico.
PC1G | STRATA-PED
1 8 1
2 1 0
3 2 1
4 0 0
5 0 2
6 4 32
7 0 0
8 2 0
9 1 2
10 1 0
11 0 0
12 0 0
13 1 1
14 8 6
15 0 0
16 6 0
17 3 0
18 0 0

Luo et al. (2012%) realizaron un GWAS para los caracteres de contenido de

GIM (LD) y de la calidad de la carne en una poblacién cruzada Duroc x Erhualian,

y encontraron que la mayor parte de asociaciones estaban localizadas en el

SSC12 (Figura 8). También Ma et al. (2013) analizaron en dos poblaciones, una

Duroc x Erhualian F, y otra de raza pura Sutai, los caracteres de contenido de la

GIM y de la calidad de la carne en dos musculos (LD y semimembranoso). Dichos

autores obtuvieron, a nivel genémico, 1 SNP de SSC3 asociado con el pHz4, 3

SNPs (no mapeados) con la rojez a*, 3 SNPs de SSC15 con la pérdida de agua y
2 SNPs con el contenido de la GIM (uno en el SSC9 y otro en el SSCX). En
general, los resultados de los estudios GWAS realizados hasta la fecha han

mostrado poca concordancia posicional.
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Figura 8. Diagrama Manhattan plot de las asociaciones genémicas observadas en
un analisis de asociacibn GWAS para 7 caracteres de calidad de la carne: A) GIM,
B) infiltracién grasa, C) humedad, D) luminosidad L*, E) rojez a*, F) amarillez b* y
G) puntuacién de color. La linea superior indica la significaciéon a nivel gendémico

con un p-valor < 0.01 (Fuente: Luo et al., 2012%).
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De forma reciente, se ha logrado obtener la secuencia del genoma porcino,
lo que ha permitido profundizar en el conocimiento de los procesos evolutivos que
han modelado el patrimonio genético de esta especie (Groenen et al., 2012). Entre
otros avances, se ha determinado que los genes relacionados con la respuesta
inmune y el olfato son los que exhiben una tasa evolutiva mas acelerada y que el
cerdo es la especie, de entre las secuenciadas hasta la fecha, que posee un
repertorio mayor de genes relacionados con la olfaccion (1301 loci). Un aporte
relevante fue la existencia de una baja cantidad de retrovirus endogenos, lo que
convierte a la especie porcina como candidata ideal para los xenotransplantes
(Groenen et al., 2012). Sin lugar a dudas, el hecho de disponer de la secuencia del
genoma porcino constituye un recurso indispensable para profundizar en el
conocimiento de la arquitectura genética de los caracteres complejos, permitiendo
conocer el contenido génico (proteinas, microRNAs, RNAs largos no-codificantes,
entre otros) de las regiones cromosOmicas asociadas a fenotipos productivos. Ello
puede resultar fundamental para identificar genes candidatos y desarrollar paneles
de SNPs que permitan el mapeo fino de las asociaciones encontradas.
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Objetivos

2. OBJETIVOS.

El presente trabajo forma parte del proyecto “Estudio de caracteres

relacionados con el metabolismo lipidico y la calidad en porcino mediante el

analisis integral de datos masivos de genotipos y expresion génica” (AGL2010-

22208-C02-02), cuya finalidad general consiste en analizar la arquitectura genética

de diversos caracteres de interés productivo en una poblacién comercial Duroc.

Asi, los objetivos especificos de la presente tesis son los siguientes:

1.

Identificar mediante una aproximacion GWAS regiones gendmicas
asociadas significativamente a la variacién fenotipica del contenido de la
grasa intramuscular y su composicién (porcentaje de acido palmitico,
estearico, oleico y linoleico), en los musculos gluteus medius y longissimus

dorsi.

Mediante dicha aproximacion, también se procedera a identificar regiones
del genoma asociadas a caracteres de calidad de la carne, como son el pH
y la conductividad eléctrica a las 24 horas post-mortem y el color de la
carne (rojez, amarillez y luminosidad). Dichos fenotipos se mediran en los

musculos gluteus medius y longissimus dorsi.

Determinar si existe concordancia posicional entre las regiones asociadas a
caracteres identificadas para los musculos gluteus medius y longissimus

dorsi.
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Materiales y Métodos

3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Material animal.

Se analizaron los datos fenotipicos de una poblacion de 352 cerdos
pertenecientes a una linea comercial Duroc (Poblacion Lipgen). Dichos cerdos
descienden del apareamiento de 5 machos y 400 hembras y nacieron en tres
granjas distintas de la empresa Seleccion Batallé S.A, siendo castrados y criados

bajo las mismas condiciones intensivas de alimentacion y manejo.

En la empresa Seleccién Batallé S.A, el nucleo genético Duroc ha sido
seleccionado fundamentalmente para los caracteres de ganancia diaria de peso
(peso relativo: 5%), el espesor de la grasa dorsal (15%), el porcentaje de la grasa
intramuscular (20%), el nimero de lechones nacidos vivos (45%) y el nimero de
tetinas (15%). Las hembras Duroc destacan por su aptitud reproductiva y
maternal, entre otros caracteres. El producto final destinado al matadero se
obtiene mediante un cruzamiento a tres vias (Figura 9), donde se aprovecha la
heterosis de las madres hibridas y sus crias, ademas de la complementariedad

con la linea de machos finalizadores.

Los cerdos de la poblacion Lipgen fueron trasladados, una vez finalizada la
etapa de amamantamiento (3-4 semanas de edad), a la estacion experimental
IRTA-CCP para iniciar su etapa de cebo. En esta fase, se separaron en cuatro
lotes y fueron alimentados ad libitum durante toda la crianza. Inicialmente, les fue
suministrada una dieta con un aporte energético de 2450 kcal/kg (composicidn:
18% proteina, 3.8% fibra, 7 % grasa, 1 % lisina y 0.3% metionina), hasta que los
cerdos alcanzaron los 150 dias de edad y aproximadamente 90 kg de peso vivo.
La dieta fue modificada durante los ultimos 30-40 dias previos al sacrificio
(composicion de 15.9% proteina, 4.5% fibra, 5.2% grasa, 0.7% lisina y 0.2%

metionina), disminuyendo el aporte energético hasta las 2375 kcal/kg. Durante
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todo el periodo de cebo, se midié de forma periddica el peso y el espesor del
tocino dorsal.

El manejo de los animales durante la crianza y el sacrificio fueron realizados
siguiendo las directrices nacionales e institucionales para las Buenas Précticas
Experimentales, aprobadas por el Comité Etico del Instituto de Investigacién y
Tecnologia Agroalimentaria (IRTA).

Figura 9. Cruce a tres vias para la obtencion del producto final en la empresa
Seleccién Batallé S.A. http://www.batalle.com/es/node/97.
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Los cerdos Lipgen se sacrificaron en un matadero comercial a los 190 dias de
edad (aproximadamente a los 122 kg de peso vivo). Se recogié muestras (200
gramos aprox.) de los musculos GM y LD y se midieron distintos fenotipos
relacionados con la calidad de la carne. Los caracteres medidos incluyeron el pH a
las 24 horas post-sacrificio (pH24) y la conductividad eléctrica (CE), midiéndose el
primero con un pH-metro con un electrodo Xerolyte (Crison) y el segundo con un
aparato Pork Quality Meter (Intek GmbH). Asimismo, se determinaron, mediante
medicion con un equipo Minolta Chroma-Meter CR-200 (Konica Minolta), tres
parametros CIELAB relacionados con el color de la carne: luminosidad (L*), rojez
(@*) y amarillez (b*). Todos los fenotipos fueron medidos a las 24 horas post-

sacrificio.

El porcentaje de GIM fue estimado mediante la técnica de Near Infrared
Transmittance (NIT, Infratec 1625, Tecator Hoganas, Sweden), la cual basicamente
infiere el contenido de GIM a partir de las caracteristicas de absorcion y
transmision de la luz que varian segun la composicidon de los tejidos. Los acidos
grasos fueron separados y cuantificados como ésteres metilicos preparados
mediante el método AOAC (1990), de acuerdo a un protocolo de cromatografia
liquida de gases publicado por Mach et al. (2006). El contenido de colesterol fue
medido mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) tal como
describe Cayuela et al. (2003).

3.2. Datos genotipicos.

Fueron genotipados un total de 352 animales mediante el chip /lllumina
PorcineSNP60 BeadChip (lllumina Inc., San Diego, CA), empleando para ello el
protocolo Infinium HD Assay Ultra (Figura 10). Los SNPs fueron visualizados y
analizados, en un primer control de calidad, con el programa Genome Studio

(lumina). Asimismo, se llevé a cabo un filtrado de los 62,163 SNPs incluidos en el
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chip y de los individuos con una tasa elevada de genotipos faltantes mediante la
heramienta informatica PLINK Whole Genome Association Analysis Toolset
(Purcell et al., 2007). Los criterios de exclusion de SNP e individuos fueron los

siguientes:

e Los SNPs localizados en los cromosomas sexuales X e Y no se
tomaron en consideracion.

e Tasa de genotipos faltantes: (--mind 0.1). Individuos con mas del 10
% de genotipos faltantes.

e Frecuencia alélica menor: (--maf 0.05). Los SNPs con una
frecuencia alélica menor (MAF), igual o inferior al 5%.

e Tasa de genotipado: (--geno 0.05). Los marcadores con una tasa de
genotipados correctos menor del 95%.

e Equilibrio de Hardy-Weinberg: (--hwe 0.001). Los marcadores cuya
segregacidon no se ajusté de forma significativa (p-valor < 0.001) a

las proporciones predichas por el test de Hardy-Weinberg.

Una vez realizados los controles de calidad, un total de 38,544 SNPs y 352

individuos quedaron disponibles para llevar a cabo los analisis GWAS.

3.3. Anadlisis de asociacion genémico (GWAS).

Los andlisis de asociacion gendmico se realizaron con el programa GenABEL
(v.1.7-4) usando el método Grammar-gamma (Genome-wide Rapid Analysis using
Mixed Models and Score Test) descrito por Amin et al. (2007) y Svishcheva et al.
(2012). Asimismo, se emple6 el programa Efficient Mixed-Model Association
eXpedited (EMMAX) descrito por Kang et al. (2010). Ambos métodos permiten

realizar la correccidn de los datos por estructura familiar.
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Infinium HD Assay

Genomic DNA
(200-400 ng)
il dl I dl
PCR-free
[ )
o>l I\@ whole-genome
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1 a | : Fragment DNA
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Two-5tep Allele Detection

Step 1. Selectivity
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Step 2. Specificity
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( dﬂ§__| e A’\. C’\; ~» Enzymatic single
A - T
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Figura 10. EIl protocolo Infinum HD assay estd basado en la técnica de primer-
extension analysis. Cada SNP viene definido por una sonda. EI DNA problema es
hibridado con el chip, uniéndose a la sonda para la que hay complementariedad.
Luego se realiza la reaccion de extensién con dideoxinucleétidos marcados con
distintos fluor6foros. Dependiendo del color de la sefial observada, puede

determinarse el genotipo del individuo.

39



Materiales y Métodos

3.3.1. Modelos lineales empleados en los analisis de asociacion gendomicos

1-Modelo para analisis de los caracteres de grasa intramuscular y su

composicion:

o YViju(GIM)=p +1;+ frt; + Baay + ey

o Yijr(Chol) = p +1; + Bet; + Baay + ey

o Vijk(%AG) =u+1;+Frf; +Faar + e
donde:

Yijk: es el vector de los diferentes registros fenotipicos (GIM, colesterol o0 %
de acidos grasos) del j-ésimo animal con el k-ésimo genotipo

perteneciente al i-€simo lote.
K : Media general de las observaciones.
li : Efecto fijo del i-ésimo lote (4 niveles).
tj : Covariable del espesor del tocino dorsal.
fi : Covariable de GIM.
Ay : Efecto genético aditivo del k-ésimo marcador (0, 1, 2).
Bt : Coeficiente de regresion parcial de ¥ en i |
B : Coeficiente de regresion parcial de ¥ en fi.
Ba . Coeficiente de regresion parcial de ¥ en k.

%ijk : Error del modelo (parte de la observacion no explicada por los factores

del modelo).

2-Modelo para los caracteres de calidad de la carne ( pH24, CE, valores
Minolta: rojez a*, amarillez b*, luminosidad L*):

o Vijk =W+ ppj+Baay+e
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donde:

Yijk: es el vector de los diferentes registros fenotipicos (pH4, CE, a*, b*, L*)

del j-ésimo animal con el k-€simo genotipo perteneciente al i-ésimo lote.
K : Media general de las observaciones.
li : Efecto fijo del i-ésimo Lote (4 niveles).
P} : Covariable de peso vivo al sacrificio.
@y : Efecto genético aditivo del k-ésimo marcador (0, 1, 2).
Pp . Coeficiente de regresion parcial de ¥ enPj.
Ba : Coeficiente de regresion parcial de ¥ en & .

€ijk . Error del modelo (parte de la observacion no explicada por los factores

del modelo).
3.3.2. Matriz de parentesco gendémico (G).
La matriz de parentesco gendmico (G) para corregir el efecto de la estructura

familiar y realizar el célculo de la heredabilidad, fue construida mediante la

informacion obtenida a partir de los marcadores moleculares:

L
G = 1 Z (Gki — Pr)((Gki — Px)
“h = T —
Lk=1 Pi(1 = Ppi)
donde:
Gii) es el parentesco molecular entre los individuos G- ; L es el nimero de

loci; P es la frecuencia alélica del k-ésimo locus y Pk.jes el genotipo del j-ésimo
individuo en el k-ésimo locus, que toma valores de 0, Y2y 1 correspondientes a los
genotipos AA, AB y BB (Price et al., 2006; Amin et al., 2007 y Astle y Balding,
2010).
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3.3.3. Genome-Wide Rapid Analysis Using Mixed Models and Score Test
(GRAMMAR).

Primero se realiz6 el andlisis GWAS mediante el método Grammar-gamma
incluido en GenABEL (v.1.7-4) y recomendado por Aulchenko et al. (2007) para el
analisis de poblaciones con estructura familiar. Este procedimiento, descrito por
Svishcheva et al. (2012), es una aproximacién al método Family-Based Score Test
for Association (FASTA) de (Chen y Abecasis, 2007), y esta basado en un analisis
de componentes de varianza mediante el empleo de modelos mixtos. EI GWAS se
lleva a cabo en dos etapas: primero se estiman los parametros de segregacion y el
factor Grammar-gamma (constante obtenida a partir del ratio entre los test
GRAMMAR y FASTA), incluyendo en el modelo los efectos fijos, las covariables y
la matriz de parentesco entre los individuos. En la segunda etapa, se realiza un
score test para determinar la asociacion entre los valores transformados que
fueron obtenidos en el primer paso y el genotipo. Finalmente, el efecto estimado
de los SNPs y los valores del test estadistico se corrigen por el factor de

correccion Grammar-gamma.

3.3.4. Efficient Mixed-Model Association eXpedited (EMMAX).

También se realizd el analisis de asociacibn genémico con el método
propuesto por Kang et al. (2010) y desarrollado en el programa EMMAX. Este
método permite llevar a cabo el estudio de asociacion en tres etapas: primero se
estima la matriz G la cual representa la estructura familiar de la muestra. A
continuacién se estima la contribucion de dicha estructura al fenotipo mediante un
modelo de componentes de varianza, obteniéndose una matriz de covarianza de
los fenotipos que tiene en cuenta el efecto de las relaciones genéticas entre los
individuos sobre el fenotipo. Finalmente, en la tercera etapa, mediante el
procedimiento de minimos cuadrados generalizado (F-test) o test score, se realiza
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el test de asociacion para cada marcador, evaluando la relacion de los marcadores
con el fenotipo y teniendo en cuenta la estructura de la poblaciéon a través de la

matriz de covarianza de los fenotipos previamente calculada.

La funcién qvaluebh95 de GenABEL (v.1.7- 4) fue usada para calcular el
false discovery rate (FDR), estableciendo un umbral de significacion

correspondiente a un g-valor < 0.05.

3.4. Estimacion de la heredabilidad.

Los métodos empleados para los analisis de asociacion realizan estimas de
la heredabilidad utilizando la informacién de los marcadores moleculares (h®sne)
para la construccion de la matriz de parentesco entre individuos. Los parametros
del modelo se obtienen a través de estimas de maxima verosimilitud mediante la
utilizacion de modelos mixtos lineales y teniendo en cuenta los efectos fijos y

covariables expuestos anteriormente para cada caracter.

... = Falconer y Mackay (1996).

gg + o5

Donde: 72 es la varianza genética aditiva y % la varianza de los efectos no-

aditivos.

También se estimd la proporcién de la varianza fenotipica (PVE) explicada
por los marcadores mediante el modelo Bayesian Sparse Lineal Mixed Model
propuesto por Zhou et al. (2013):

VXS +uw)
V(X8 +u) + 771

PVE(B,u,1) :=

Donde: # es el vector del efecto de los SNPs, ' es un n-vector de los

. -1 . .
efectos aleatorios yT es la varianza de los residuos del error.

43



44



Capitulo IV. Resultados.






Resultados

4. RESULTADOS.

4.1. Registros fenotipicos.

Los valores estadisticos de media y desviacion estandar para diversos
caracteres relacionados con el contenido y la composicién de la GIM se muestran
en la Tabla 8. El porcentaje de GIM y el contenido de colesterol fueron superiores
en el musculo GM respecto al LD. Los porcentajes de los &cidos grasos palmitico,
estearico, oleico y linoleico, presentaron valores similares en ambos musculos.
Asimismo, las medias y desviaciones estandar de los distintos caracteres
relacionados con la calidad de la carne fueron bastante parecidas en ambos

musculos (Tabla 9).

Tabla 8. Registros fenotipicos de caracteres relacionados con el porcentaje y la
composicion de la GIM en los masculos GM y LD

longissimus dorsi gluteus medius

Fenotipo N | media | SD | min | max | media | SD min max
% Grasa intramuscular | 352 3.9 1.5 | 1.07 | 129 5.24 2.0 1.3 15.1
Colesterol (mg/g) 352 | 586 |95 | 253 | 972 | 646 | 11.1 294 | 1116
% acido palmitico 352 | 234 |16 | 174 | 27.3 | 232 1.4 13.1 26.6
% acido estearico 352 | 11.7 1.2 9.1 16.1 11.2 1.1 7.9 14.8
% acido oleico 352 | 349 |51 20.7 | 456 | 351 44 20.1 45.7
% acido linoleico 352 | 141 5.0 4.8 30.2 14.9 4.1 6.9 31.6

SD: desviacion estandar, Min: valor minimo de las observaciones, Max: valor maximo de las

observaciones.
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Tabla 9. Registros fenotipicos de los caracteres de calidad de la carne en los

musculos GM y LD.

longissimus dorsi gluteus medius
Fenotipo N | media | SD | min | max | media | SD | min | max
pH24 352| 58 |(02| 54 | 6.6 57 02| 39 | 64
Conductividad (mS/cm) | 352 | 29 |08| 0.8 | 5.7 35 |11 |09 | 75
luminosidad L* 352 | 459 3 |375|54.7 | 46.7 | 3.4 |37.2| 559
rojez a* 352 7 13| 38 |11.7| 78 |14 36 | 122
amarillez b* 352 0.2 09| -22 | 35 0.8 12| -18 | 4.9

mS/cm: millisiemens/centimetro, SD: desviacién estandar, Min: valor minimo de las observaciones,

Max: valor maximo de las observaciones. *Valores Minolta relativos al color de la carne.

4.2. Anadlisis de asociacion genomico para caracteres relacionados con el
porcentaje y la composicion de la grasa intramuscular.

4.2.1. Asociaciones significativas a nivel genémico.

Los resultados de los analisis de asociacibn con el contenido y la
composicion de la GIM, obtenidos con el método Grammar-gamma, se muestran
en la Figura 11 y en la Tabla 10. Un total de 85 SNPs presentaron asociaciones
significativas a nivel gendmico, siendo el porcentaje de estearico el fenotipo para
el cual se observd un mayor nimero de asociaciones significativas: tres SNPs en
SSC4 (GM) y 70 SNPs en SSC14 (20 en LD y 50 en GM). También se detectaron

asociaciones significativas con el acido palmitico (GM) en SSC5.
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WG_LD_acido estearico

~logss(p)

1 2 3 456 7 89 11 13 14 15 17

Chromosome
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—logso(p)
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Chromosome

WG_GM_acido palmitico

~logrolp)

Chromosome

Figura 11. Deteccidén de regiones asociadas a nivel genémico con los caracteres
de contenido y composicidén de la GIM mediante el método Grammar-gamma. WG:
asociaciéon a nivel gendémico, GM: musculo gluteus medius, LD: musculo
longissimus dorsi. La linea azul es el nivel de significacion con un g-valor < 0.05 y

la linea roja es el nivel de significacion con un g-valor < 0.01.
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Tabla 10. Asociaciones significativas a nivel genomico para el porcentaje y la

composicion de la GIM (método Grammar-gamma).

CROM | Fenotipo | N SNP' Reg (Mb) o] q E A1 | MAF
SSC4 | GM_18:0 | 3 | DIAS0001351 63.9-63.9 <0.001 | 0.01 053 | A | go8
SSC5 | GM_C16:0 | 12 | H3GA0016883 71.7-80.1 <0.001 | 0.02 | 049 | A | 0.07
SSC14 GM_18:0 | 50 | ALGA0081091 120.9-124.4 | <0.001 | <0.001 | -0.51 | A | 0.35

LD_C18:0 | 20 | ALGA0081091 120.4-123.4 | <0.001 0.02 -0.57 | A | 0.35

GM: gluteus medius, LD: longissimus dorsi, N: nimero de SNPs en la regién, CROM: cromosoma,
SNP': SNP mas significativo, Reg (Mb): regién donde se localizan los SNPs significativos segin
Ensembl (S.scrofa 10.2), p: p-valor nominal, q: g-valor con FDR < 0.05, E: efecto alélico (%), Af:

alelo minoritario, MAF: frecuencia del alelo minoritario.

En la Figura 12 y Tabla 11 se muestran las regiones que el programa
EMMAX detecté como significativamente asociadas, a nivel genémico, con el
porcentaje y la composicion de la GIM. Mas concretamente, se identificé un total
de 108 SNPs, siendo el acido estearico el fenotipo que presenté un mayor nimero
de asociaciones significativas con 96 SNPs localizados en el cromosoma SSC14
(55 SNPs para GM y 41 para LD). En el SSC4 se observaron los mismos
resultados que los previamente generados con el método Grammar-gamma (3
SNPs asociados con el acido estearico en GM). Ademas, se encontraron nuevas
asociaciones significativas en el SSC6: 2 SNPs de GM con el 4cido palmitico, y 6
y 1 SNPs con el contenido de GIM a nivel de GM y LD respectivamente.
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Figura 12. Regiones asociadas a nivel genédmico con los caracteres de contenido y
composicion de la GIM mediante el programa EMMAX. WG: asociacién a nivel
genomico, GM: musculo gluteus medius, LD: musculo longissimus dorsi. La linea
azul es el nivel de significacion con un g-valor < 0.05 y la linea roja es el nivel de

significacién con un g-valor < 0.01.
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Tabla 11. Resultado del analisis de asociacion a nivel genémico con el porcentaje
y la composicién de la grasa intramuscular llevado a cabo con el método EMMAX.

CROM Fenotipo | N SNP' Reg (Mb) p q E |A1|MAF
SSC4 GM_18:0 |3 | MARCO0050687 63.9-63.9 <0.001 {<0.001 | 0.49 | A | 0.28
GM_GIM | 6| H3GA0053839 135.0-136.0 | <0.001 | 0.02 |0.57 | G | 0.47

SSC6 LD_GIM 1| MARC0025443 135.1 <0.001 | 0.009 | 0.64 | A | 0.32
GM_C16:0 | 2 MARC0025443 135.1-136.0 | <0.001 | 0.02 |0.64| A |0.32
LD_C18:0 |41| MARCO0111695 120.4-123.4 | 0.003 | 0.003 | 0.63 | C | 0.35

SSC14 11| H3GA0040656 63.5-67.2 <0.001| 0.01 |0.47| A |0.33
GM_18:0 |1 ASGA0064951 94.9 0.003 | 0.04 |0.39| A |0.31

43| ALGA0081091 120.4-124.4 | <0.001 [<0.001|0.63 | A | 0.35

GM: gluteus medius, LD: longissimus dorsi, N: numero de SNPs en la regién, CROM: cromosoma,
SNP': SNP mas significativo, Reg (Mb): regién donde se localizan los SNPs significativos segin
Ensembl (S.scrofa 10.2), p: p-valor nominal, q: g-valor con FDR < 0.05, E: efecto alélico (%), A1:

alelo minoritario, MAF: frecuencia del alelo minoritario.

4.2.2. Asociaciones significativas a nivel cromosémico.

En el andlisis de asociacion a nivel cromosémico, se detectaron varias
regiones asociadas al porcentaje y la composicion de GIM, con un total de 186
SNPs. Los resultados de estos analisis, llevados a cabo mediante el método
Grammar-gamma se muestran en la Tabla 12. Se encontraron asociaciones
significativas en el cromosoma SSC5 con el porcentaje de &cido linoleico (GM).
Ademas, se encontraron asociaciones en SSC11 con la GIM en los dos musculos
GM y LD; y en el SSC17, también con la GIM en el musculo GM. En SSC14, se
identificaron varias regiones adicionales a las ya identificadas a nivel genémico,

que presentaban asociaciones significativas con el porcentaje de &cido estearico.
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Tabla 12: Resultado del andlisis de asociacién a nivel cromosoémico con el

porcentaje y la composicion de la GIM llevado a cabo con el método Grammar-

gamma.
CROM Fenotipo N SNP' Reg (Mb) p q E |A1|MAF
SSC4 GM_C18:0 3 | MARC0050687 | 63.9-63.9 |<0.001 | 0.002 | 0.49 | A | 0.28
sscs | GM_C18:2n6c | 6 | ASGA0085283 | 71.7-79.8 | <0.001 | <0.001 | -1.06 | C | 0.07
GM_C16:0 [25| H3GA0016883 | 71.7-80.5 | <0.001 | <0.001 |-1.09 | A | 0.07

ssCi1 IG_II?/I__%III\I\A/I 1| ALGA0062557 632 |<0.001| 002 |072|A]0.16
SSC13 GM_GIM 6 | MARC0046697 | 26.9-27.1 |<0.001 | 0.03 |-0.71| G | 0.36
D G180 MARC0095107 | 93.3-94.9 | <0.001 | 0.01 |-0.41| G |0.42

- 46| ALGA0081091 |120.4-124.4| <0.001 | <0.00 |-0.51 | A | 0.35

SSC14 20| ALGA0078300 | 57.1-68.2 |<0.001 | 0.002 |-0.49 | C | 0.23
GM_C18:0 |13| ALGA0079209 | 87.9-94.9 | <0.001 | 0.005 | 0.49 | G | 0.48

57| ALGA0081091 |119.9-132.3|<0.001 | <0.00 |-0.57 | A | 0.35

SSC17 GM_GIM 1 | MARC0015514 64.4 <0.001 | 0.03 | 0.87 | G |0.21

GM: gluteus medius, LD: longissimus dorsi, N: nimero de SNPs en la regién, CROM: cromosoma,
SNP': SNP mas significativo, Reg (Mb): regién donde se localizan los SNPs significativos segun
Ensembl (S.scrofa 10.2), p: p-valor nominal, q: g-valor con FDR < 0.05, E: efecto alélico (%), A1:

alelo minoritario, MAF: frecuencia del alelo minoritario.

Como se puede observar en la Tabla 13, con el método EMMAX se
detectaron a nivel cromosémico un total de 218 SNPs asociados
significativamente a la GIM y su composicién, que estaban distribuidos en los
cromosomas SSC4, SSC5, SSC6, SSC10 y SSC14. Se confirmaron las distintas
regiones detectadas con el método Grammar-gamma y ademas se identificaron 4
SNPs asociados con el porcentaje de acido palmitico en el masculo GM (SSC4).
También se encontraron asociaciones significativas en los cromosomas SCC5
(GM), SSC6 (LD) y SSC10 (GM).
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Tabla 13. Resultado del andlisis de asociaciébn a nivel cromosdmico con el

porcentaje y la composicion de la GIM llevado a cabo con el programa EMMAX.

CROM | Fenotipo N SNP' Reg (Mb) o] q E | A1 |[MAF
asca GM_C16:0 4 ALGA0028963 | 133.4-135.1 |<0.001| 0.01 |-0.49| G |0.35
GM_C18:0 3 DIAS0001351 | 63.9-63.9 |<0.001|<0.001{0.53 | A |0.28
SSC5 |GM_C16:0 12 |ALGA0033008| 71.7-80.1 |<0.001|<0.001|0.85| G |0.07
LD _GIM 6 MARC0025443| 135.0-135.4 [<0.001|<0.001{0.64| A |0.32
SSC6 GM_GIM 8 H3GA0053839| 135.0-136.0 |<0.001|<0.001|0.57 | G [0.47
LD_C16:0 3 ASGA0093565| 135.1-135.4 [<0.001|<0.001|0.77 | A |0.34
GM_16:0 11 MARC0025443| 135.2-137.8 [<0.001|<0.001|{ 0.64| A |0.32
2 ASGA0047035| 24.9-249 |<0.001| 0.03 |0.56| C |0.29

SSC10 |GM_C16:0
1 H3GA0030570 66.2 <0.001| 0.03 |-0.53| A |0.22
LD C18:0 30 INRAQ045411 | 87.8-97.0 |<0.001)|0.007 |-0.41| A |0.41
- 45 | ALGA0081091| 120.4-124.4 |<0.001|<0.001{0.63| A |0.35
SSC14 20 |ALGA0078300| 57.1-68.2 |<0.001|<0.00 (-0.47| C |0.35
GM_C18:0 21 ALGA0079209| 87.4-97.0 |[<0.001|0.001 |-0.41| G |0.48
52 |ALGA0081091| 120.4-124.4 |<0.001|<0.001{0.63| A |0.35

GM: gluteus medius, LD: longissimus dorsi, N: nimero de SNPs en la region, CROM: cromosoma,
SNP': SNP mas significativo, Reg (Mb): regién donde se localizan los SNPs significativos segun
Ensembl (S.scrofa 10.2), p: p-valor nominal, q: g-valor con FDR < 0.05, E: efecto alélico (%), A1:

alelo minoritario, MAF: frecuencia del alelo minoritario.

Al comparar los resultados obtenidos en los dos musculos, se pudo

identificar un mayor numero de asociaciones en el muasculo GM. Esta
particularidad se observo con los dos programas, tanto a nivel genédmico como
cromosomico (ver Tablas 10 a 13). A nivel genémico, con el método Grammar-
gamma se observd 65 SNPs asociados a la GIM y su composicion en el musculo
GM y 20 SNPs en el LD. Con el método EMMAX fueron 66 SNPs en el GM y 42
en LD. A nivel cromosomico los resultados fueron similares: con el método
Grammar-gamma se obtuvieron 132 SNPs asociados en GM y 54 en el LD, y con

EMMAX resultaron 134 SNPs en el GM y 84 SNPs en el LD.
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4.3. Analisis de asociacidn para caracteres relacionados con la calidad de la

carne.

En el andlisis GWAS de los caracteres relacionados con la calidad de la
carne, no se detectd ninguna asociacion significativa a nivel genémico. A nivel
cromosémico y con el método Grammar-gamma se identificé un total de 58 SNPs
asociados significativamente a los caracteres bajo estudio. En la Tabla 14 se
observa que el mayor numero de asociaciones afectaban al color de la carne: 37
SNPs de SSC3 asociados con la rojez a* de GM y 1 SNP de SSC10 con la rojez
de LD. Asimismo, en SSC4 y SSC5 se encontraron 20 SNPs significativos
relacionados con la conductividad eléctrica de GM y LD.

Tabla 14. Asociaciones significativas a nivel cromosdémico para los caracteres de

calidad de la carne (método Grammar-gamma).

CROM | Fenotipo | N SNP' Reg (Mb) p q E | A1 | MAF
MARC0041746 | 16.6-16.7 | <0.001 0.04 061 | G | 0.71

SSC3 | GM_a* | 25 | H3GA0009489 | 50.2-56.1 | <0.001 | 0.04 | 0.61 | G | 0.17
10 | ALGA0021085 | 119.7-120.4 | <0.001 | 0.04 | 0.55 | A | 0.24

SSC4 | LD_CE | 6 | H3GA0013593 | 104.2-105.1 | <0.001 | 0.02 | 0.27 | G | 0.38
sscs | LD_CE | 10 | ALGA0030823 | 14.4-16.1 | <0.001 | <0.001 | -0.33 | A | 0.18
GM_CE | 4 | ALGA0030823 | 13.0-15.7 | <0.001 | <0.001 | -0.44 | A | 0.23

SSC10 | LD_a* 1 | ALGA0113811 70.6 <0.001 | <0.001 | 0.57 | G | 0.36

GM: gluteus medius, LD: longissimus dorsi, N: nimero de SNPs en la regién, CROM: cromosoma,
SNP': SNP mas significativo, Reg (Mb): region donde se localizan los SNPs significativos segin
Ensembl (S.scrofa 10.2), rojez de la carne (a*), luminosidad de la carne (L*), p: p-valor nominal, q:
g-valor con FDR < 0.05, E: efecto alélico (%), A1: alelo minoritario, MAF: frecuencia del alelo

minoritario.

Empleando el programa EMMAX, un total de 71 SNPs presentaron
asociaciones significativas con los caracteres de calidad de la carne (Tabla 15).
Puede observarse que el caracter con un mayor numero de asociaciones fue la
rojez (a*) del GM con 28 SNPs, lo cual coincide con los resultados obtenidos con

53



Resultados

el método Grammar-gamma. Ademas se obtuvieron asociaciones significativas
con la conductividad eléctrica en los cromosomas SSC4 y SSC5. También el valor
de pH del muasculo, medido a las 24 horas post-sacrificio (pHz4) resulté estar
asociado significativamente con 14 SNPs situados en los cromosomas SSC12
(GM) y SSC16 (LD).

Tabla 15. Asociaciones detectadas a nivel cromosémico para los caracteres de

calidad de la carne mediante el programa EMMAX.

CROM. | Fenotipo | N SNP' Reg (Mb) ¢] q E A1 | MAF
. H3GA0009494 16.6-17.0 | <0.001 | 0.01 |-068| G | 0.16

SSC3 GM_a
25| ALGA0018939 50.2-56.1 | <0.001 | 0.01 |-066| G | 0.17
SSC4 LD _CE |23| ASGA0021133 |104.4-106.5| <0.001 0.01 -0.27 A 0.38
GM_CE |3 | ALGA0117613 13.0-15.7 | <0.001 | 0.04 |052 | A |0.10
SSC8 LD_CE 3 | ALGA0030842 15.4-16.1 <0.001 0.01 0.29 A 0.20
SSC12 | LD pH,, | 2| ALGA0O120212 20.1-22.8 | <0.001 0.03 0.06 G 0.28
SSC16 | LD _pH,, [12]| ALGA0089269 17.3-23.5 | <0.001 0.04 0.07 A 0.19

GM: gluteus medius, LD: longissimus dorsi, N: numero de SNPs en la region, CROM: cromosoma,
SNP':SNP mas significativo, Reg (Mb): regién donde se localizan los SNPs significativos segtin
Ensembl (S.scrofa 10.2), rojez de la carne (a*), luminosidad de la carne (L*), p: p-valor nominal, q:
g-valor con FDR < 0.05, E: efecto alélico (%), A1: alelo minoritario, MAF: frecuencia del alelo

minoritario.

4.4. Varianza fenotipica explicada por los marcadores.

En la Figura 13, se pueden observar las estimaciones de la proporcién de la
varianza fenotipica para el contenido y la composicion de la GIM explicada por los
marcadores SNPs. Las ratios mas bajas correspondieron al contenido de
colesterol medido en el musculo LD y al porcentaje de acido oleico en GM,
mientras que para el contenido de GIM en ambos musculos se observaron las

ratios mas elevadas.
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Figura 13. Varianza fenotipica explicada por los marcadores, estimada mediante
los programas GenABEL, EMMAX y GEMMA para el contenido y la composicién
de la GIM. EI color verde representa los valores de las estimaciones y el azul la
desviacidn tipica (solo estimada con GEMMA).

La proporcion de la varianza fenotipica de los caracteres de calidad de la
carne explicada por los marcadores SNPs se indica en la Figura 14. Los valores
mas bajos se observaron para la luminosidad (L*) y la amarillez (b*) del musculo
GM vy la luminosidad del LD, mientras que los mas altos fueron para la rojez en
ambos musculos.
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Figura 14. Proporcién de la varianza fenotipica de los caracteres de calidad de la
carne explicada por los marcadores SNPs. Dicha proporcion se estimé mediante
los programas GenABEL, EMMAX y GEMMA, y en el caso de GEMMA se obtuvo
el error tipico de la estimacion (indicado en azul).
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5. DISCUSION.

5.1. Proporcion de la varianza fenotipica explicada por los marcadores.

La proporcién de la varianza fenotipica explicada por los SNPs (hsnp) Y
estimada con los tres programas (GenABEL, EMMAX y GEMMA) para la GIM
fluctu6 entre 0.48-0.61 (LD) y 0.47-0.52 (GM). Estos valores concuerdan con las
heredabilidades descritas en otras poblaciones porcinas para dicho caracter: h®=
0.26-0.86 (Sellier, 1998) y h?=0.49 (Suzuki et al., 2006). Especificamente en
cerdos Duroc, (Solanes et al., 2009) determinaron una h? de 0.46 para GIM.
Casellas et al. (2010), en la misma poblacién Lipgen objeto de estudio, hallaron
valores de heredabilidad de 0.55 y 0.47 para la GIM en los musculos LD y GM
respectivamente. Estos valores de h? calculados a partir del parecido entre
parientes, no son directamente comparables a la proporcion de varianza fenotipica

explicada por los marcadores, aunque tienen un valor indicativo.

Las estimaciones de las h%sp para los caracteres relacionados con la
composicién de GIM oscilaron entre 0-0.27 (LD) y 0-0.32 (GM). Estos caracteres
presentan heredabilidades bastante heterogéneas en las diferentes poblaciones
porcinas analizadas hasta la fecha: Yang et al. (2013) obtuvieron, en una
poblacién cruzada White Duroc x Erhualian F, valores de h® entre 0.28 y 0.64
(musculo LD); y en una poblacién de raza pura Sutai (musculo LD) los mismos
autores observaron valores de h? entre 0 y 0.68. Asimismo, la h? del porcentaje de
acido miristico fue de 0.39 y 0 en las poblaciones F, y Suitai respectivamente. De
modo similar, las h? del &cido palmitico fueron de 0.36 y 0.07 para las poblaciones
Fo y Suitai. Casellas et al. (2010) obtuvieron también heredabilidades en el rango
de 0.25-0.47 (LD) a 0.37-0.47 (GM) para la composicion de los acidos grasos,
aunque los intervalos de confianza fueron bastante grandes indicando que dichas
estimaciones son poco precisas (Tabla 16). En general, podemos concluir que los
SNPs del chip 60K recogen una parte significativa de la varianza fenotipica para
algunos caracteres (GIM, acido palmitico y estearico), mientras que para otros no
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(colesterol y 4acido linoleico). Estos caracteres con una baja h%syp también
presentaron factores de Bayes bajos (0.6-3.9) e intervalos de confianza que
incluyeron el valor cero en el trabajo de Casellas et al. (2010), por lo que cabe
concluir que en nuestra poblacion tienen una baja determinacidén genética (Tabla
16).

Tabla 16. Valores de hsyp obtenidos con tres programas distintos y h? calculadas

a partir del parecido entre parientes por Casellas et al. (2010).

'BLMM GenABEL | EMMAX Casellas et al., 2010
Fenotipo h’we | SE h%snp h%sne fBaacﬁfz Media HPD95
GM_Colest, mg/g 0.25 0.11 0.17 0.24 4.8 0.35 0.02a0.70
LD_Colest, mg/g 0.01 |0.05 0.00 0.01 3.9 0.30 0.01 a0.65
GM_GIM.% 049 [009| 047 0.52 992.9 0.47 0.18 20.86
LD__GIM,% 0.51 |0.10 0.48 0.61 1,152.3 0.55 0.18 a 0.91
GM_C16:0, % 0.27 |0.09 0.14 0.16 40.4 0.44 0.06 a 0.90
GM _C18:0, % 0.32 |0.09 0.27 0.18 1,575.0 0.43 0.09 a 0.81
GM_C18:1n9¢,% 0.05 | 0.07 0.05 0.15 1.6 0.32 0.00a0.73
GM C18:2n6c,% 0.15 |0.07 0.00 0.09 8.9 0.37 0.01a0.77
LD _C16:0, % 0.23 | 0.07 0.19 0.17 15.6 0.47 0.08 a 0.88
LD C18:0, % 0.22 |0.10 0.27 0.17 883.0 0.45 0.09 a 0.86
LD _C18:1n9c, % 0.14 | 0.08 0.00 0.19 1.3 0.30 0.00 a 0.69
LD C18:2n6c, % 0.13 | 0.07 0.01 0.08 0.6 0.25 0.00 a 0.68

GM: gluteus medius, LD: longissimus dorsi, 'Bayesian Sparse Linear Mixed Model.’Factor de
Bayes obtenido como ratio de las probabilidades posteriores de dos modelos alternativos (con y sin
efecto poligénico); HPD95: Highest posterior density region at 95%.

Las h%snp estimadas para el pHz fluctuaron entre 0.04-0.21 (GM) y 0.11-0.21
(LD). Estos valores bajos-moderados coinciden con los descritos en la literatura
por Van Wijk et al. (2005) h? = 0.14 y por Enger et al. (2010) en cerdos Duroc (h?
de 0.22 y 0.27 en los musculos LD y GM respectivamente). Entre los valores
Minolta, el parametro de rojez a* fue el que presenté las h’sye méas altas (entre
0.42-0.48 en LD y 0.47-0.55 en GM). Estas estimaciones fueron ligeramente
superiores a las obtenidas por Enger et al. (2010) en Landrace (h* = 0.46) y en
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Duroc (h® = 0.43). En cuanto a la luminosidad L*, la h®s\p fue nula en ambos
musculos, mientras que en la literatura se han descrito valores que van de 0.28 a
0.41 (Enger et al., 2010). Es importante destacar que las estimaciones de h?
difieren entre musculos. Asi pues, Larzul et al. (1999) describieron valores de
luminosidad L* de 0.23 y 0.03 en los musculos LD y gluteus profundus

respectivamente.

Es necesario precisar, tal como se ha comentado anteriormente, que para las
estimaciones de las heredabilidades se construy6 la matriz de parentesco a partir
de la informacién molecular, mientras que los autores citados en los dos parrafos
anteriores calcularon dicha matriz a partir de los datos del pedigri. Hernandez-
Sanchez et al. (2012) obtienen valores similares de h? cuando utilizan una u otra
metodologia (molecular vs pedigri) para calcular la matriz de parentesco. Kan et
al. (2010) también compararon ambos procedimientos y demostraron que los
valores de h? para diferentes caracteres medidos en humanos son bastante
parecidos. En cualquier caso, las estimas de h? pueden variar entre poblaciones,
ya que dependen de las frecuencias alélicas de los genes que determinan el
fenotipo analizado, asi como del tamano muestral y el disefio experimental
empleado en cada estudio. Es importante destacar que en los analisis GWAS no
resulta posible “capturar” toda la variabilidad aditiva de la poblacién y ademas, por
lo general, no se tienen en cuenta los efectos epistaticos, epigénicos y la

interaccion genotipo-ambiente.

5.2. Concordancia posicional con otros estudios GWAS realizados en

porcino.

Comparando nuestros resultados con estudios GWAS realizados por otros
autores, hemos detectado coincidencias parciales para la composicién de la GIM.
Cabe mencionar las asociaciones detectadas por los dos programas (GenABEL y
EMMAX) a nivel gendmico en el SSC14 (120.4-124.4 Mb) con el acido estearico
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en ambos musculos. Yang et al. (2013) en un estudio similar obtienen,
aproximadamente en la misma region del SSC14, 22 y 24 SNPs asociados
significativamente con el acido estearico (musculo LD) en una poblacién cruzada
White Duroc x Erhualian Fo y en la poblacion Sutai, respectivamente. Resulta
interesante que en las poblaciones donde esta presente la raza Duroc también se
hayan detectado previamente QTLs que afectan al acido esteéarico en el SSC14
(Sanchez et al., 2007; Quintanilla et al., 2011; Uemoto et al., 2012% y Uemoto et
al., 2012°). Menores coincidencias se detectaron para otros fenotipos relacionados
con la composicion de la GIM, p.e. Ramayo-Caldas et al. (2012) detectaron
asociaciones con el acido palmitico en el cromosoma SSC4 (regién 90.7-92.2 Mb,
assembly: S.scrofa 9), aunque en diferentes posiciones que las nuestras (region
133.4-135.1 Mb, assembly: S.scrofa 10.2). Es importante resaltar que aunque son

diferentes assemblies se ha comprobado la correspondencia entre ambos.

En la misma poblacion Lipgen objeto de estudio, Hernandez-Sanchez et al.
(2012) realizaron un GWAS para el contenido de GIM y de grasa dorsal. Estos
autores demostraron que el método empleado para corregir la estructura
poblacional tiene un efecto muy importante sobre el nimero de regiones
asociadas a caracteres. Hay que destacar que tanto en el trabajo de Hernandez-
Sanchez et al. (2012) como en el nuestro, no se obtuvieron asociaciones
significativas a nivel gendémico para el contenido de GIM cuando se empled el
método GRAMMAR. En cambio, cuando Herndndez-Sanchez et al. (2012)
corrigieron la estructura poblacional con los métodos PC1G, STRATA-IBS o
STRATA-PED, el numero de marcadores asociados a nivel genémico con la GIM
de LD fue de 46, 13 y 57 SNPs, respectivamente. En el presente trabajo se ha
usado el método GRAMMAR que es el mas conservativo, principalmente porque
realiza las estimas de las asociaciones entre los marcadores y el fenotipo a partir
de los residuos del modelo (Aulchenko et al., 2007). Asimismo, hemos llevado a
cabo un segundo analisis con EMMAX para evaluar el nivel de coincidencia entre
distintas metodologias. Podemos afirmar que los resultados obtenidos con
GenABEL y EMMAX son bastante consistentes, al menos en las regiones mas
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significativas, aunque presentan algunas diferencias (ver Tabla 17). Cabe resaltar
que las discrepancias entre las regiones genémicas asociadas a caracteres en
estudios GWAS obtenidas por distintos programas, fue descrita por Aulchenko et
al. (2007) y Zhou y Stephens (2012). En particular Zhou y Stephens (2012) en un
estudio donde compararon tres programas (GenABEL, EMMAX y GEMMA)
observaron que existian diferencias en la significacion de las asociaciones
obtenidas por los programas y concluyeron que ello se debia a diferencias en el
método de control de la estructura familiar.

Por otra parte, existe una baja coincidencia posicional entre nuestros
resultados y los obtenidos por Luo et al. (2012?%), quienes en una poblacién Large
White x Minzhu F, detectaron 37 SNPs del SSC12 asociados con la GIM del
musculo LD, y por Ma et al. (2013), quienes identificaron 7 SNPs del SSCX y 25
SNPs del SSC9 asociados con el contenido de GIM en la poblacién cruzada White
Duroc x Erhualian F» y en la raza Sutai, respectivamente. En resumen se puede
decir que los trabajos GWAS realizados hasta la fecha para el contenido de GIM
han presentado una baja concordancia posicional entre si y respecto a nuestro
estudio, lo que viene a sugerir la existencia de un notable grado de
heterogeneidad genética para este caracter. También es posible la existencia de
sesgos (ascertainment bias) en la evaluacion (particularmente en poblaciones
asiaticas) y que las distintas metodologias estadisticas empleadas en el analisis
de los datos sean una fuente importante de discrepancias que, sin embargo, no

poseerian ningun significado bioldgico.

Es importante tener en cuenta una serie de aspectos cuando se realiza e
interpreta un estudio de GWAS. Los cruces entre razas divergentes aprovechan
las diferencias genéticas entre dichas razas y por tanto se detectan muchas mas
regiones asociadas a caracteres que cuando se analizan poblaciones de raza
pura, donde la variacion genética es menor. También es necesario tener en
cuenta, tal como se ha comentado anteriormente que aunque en la confeccion del
chip se incluyeron muestras de jabali japonés, y en la raza Large White existe una
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fuerte introgresion de razas chinas, las principales poblaciones empleadas para su
disefo tienen un origen europeo (Ramos et al., 2009). Ello hace que con el chip,
de forma sisteméatica, se infraestime la variabilidad de otras poblaciones porcinas
con patrimonios genéticos muy distintos al europeo.

Tabla 17. Coincidencias entre las regiones asociadas significativamente a
caracteres de contenido y composicién de GIM, detectadas por los programas
GenABEL y EMMAX.

Nivel CROM Fenotipo Reg (Mb) GenABEL EMMAX
SSC4 GM_18:0 63.9-63.9 X X
SSC5 GM_C16:0 71.7-80.1 X
GM_GIM 135.0-136.0 X
Genémico SSCé LD_GIM 135.1 X
63.5-67.2 X
GM_18:0 94.9 X
Ssc14 120.9-124.4 X
LD_C18:0 120.4-123.4 X
GM_C18:0 63.9 X
Ssca GM_C16:0 133.4-135.1 X
GM_C18:2n6c 71.7-79.8
SSC3 GM_C16:0 71.7-80.5 X
LD _GIM 135.0-135.4 X
GM_GIM 135.0-136.0 X
SSCé LD_C16:0 135.1-135.4 X
GM_C16:0 136.2-137.8 X
24.9 X
Cromosomico Ssc10 GM_C16:0 66.2 X
LD_GIM 63.2 X
sscti GM_GIM 63.2 X
SSC13 GM_GIM 26.9-27.1 X
93.3-94.9 X X
LD_C18:0 120.4-124 .4 X X
57.1-68.2 X X
SSC14 GM_C18:0 87.9-94.9 X X
120.9-124.4 X X
SSC17 GM_GIM 64.4 X

GM: gluteus medius, LD: longissimus dorsi, CROM: cromosoma, Reg (Mb): region donde se

localizan los SNPs significativos segun Ensembl (S.scrofa 10.2).
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Los resultados obtenidos para los caracteres relacionados con la calidad de
la carne no mostraron significacién a nivel genémico. Se obtuvo un 55% de
coincidencias entre las asociaciones obtenidas con los dos programas GenABEL y
EMMAX (ver Tabla 18). La baja deteccion de asociaciones a nivel genémico para
estos caracteres relacionados con la calidad de la carne es bastante comun entre
los trabajos GWAS realizados hasta la fecha, p.e. Luo et al. (2012%) obtuvieron
solo 2 SNPs en el SSC12 asociados significativamente, a nivel gendémico, con la
rojez a* del musculo LD. Asimismo, Ma et al. (2013) obtuvieron 1 SNP asociado
con el pHz4 en el SSC3, 3 SNPs (sin mapear) con la rojez a*, 3 SNPs con la
pérdida de agua en el SSC15 y 2 SNPs con el contenido de la GIM (1 en el SSC9
y 1 en el SSCX). Es importante destacar que las asociaciones detectadas a nivel
cromosémico en nuestro estudio mostraron una baja similitud con las descritas por
otros autores. No obstante, se apreciaron algunas coincidencias, p.e. la asociacion
obtenida con el programa GenABEL en el SSC10 (posicién 70.6 Mb) con la rojez
(a*) del musculo LD, esta situada a ~2.2 Mb del SNP ALGA0105452 identificado
por Ma et al. (2013) como asociado a la rojez del musculo semimembranoso.
Cabe resaltar que, al igual que en otros estudios previos, el mayor porcentaje de
asociaciones significativas fueron detectadas para la rojez a*, aunque a nivel
cromosomico (37 SNPs). Es posible que el bajo niamero de asociaciones
encontradas para la calidad de la carne se deba a que la medicidbn de estos
fenotipos viene influida por numerosos factores (operario, equipo de medicion,
condiciones de temperatura y humedad, entre otros) dificiles de controlar.
También es posible que la variabilidad genética de estos caracteres en

poblaciones comerciales sea baja.
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Tabla 18. Coincidencias entre las regiones gendmicas detectadas por los
programas GenABEL y EMMAX.

Nivel CROM Fenotipo Reg (Mb) GenABEL EMMAX
16.6-16.7 X X
SSC3 GM_a* 50.2-56.1 X X
119.7-120.4 X
SSC4 LD CE 104.2-106.5 X X
Cromosomico LD CE 14.4-16.1 X X
S8C5 GM_CE 13.0-15.7 X X
SSC10 LD a* 70.6 X
SSC12 LD pH,, 20.1-22.8 X
SSC16 LD pHos 17.3-23.5 X

GM: gluteus medius, LD: longissimus dorsi, CROM: cromosoma, Reg (Mb): regién donde se
localizan los SNPs significativos segun Ensembl (S.scrofa 10.2).

5.3. Concordancia posicional con otros estudios de deteccion de QTL

realizados en porcino.

Al realizar la comparacion con los QTLs detectados en la misma poblacién
Lipgen por Quintanilla et al. (2011), se observaron ciertas similitudes, aunque no
coincidencias exactas (ver Figura 15), p.e. la asociacion significativa obtenida por
los dos programas (GenABEL y EMMAX), a nivel gendmico, en ambos musculos,
entre una regiéon de SSC14 (120.9-124.4 Mb) y el porcentaje de acido estearico.
De este modo, Quintanilla et al. (2011) detectaron en una de las familias de la
poblacion Lipgen un QTL que afecta al acido estearico y al cis-Vaccenico en el
SSC14, aproximadamente en la posicion 143.4 Mb. También en una poblacion
Duroc, Sanchez et al. (2007) detectaron un QTL en el SSC14 para el porcentaje
de &cido estearico a nivel cromosémico en 137.8 Mb. Otra similitud digna de
mencién se observé al comparar nuestros datos con los de Uemoto et al. (2012%),
quienes en una poblacion de raza pura Duroc indicaron la presencia de un QTL
(SSC14, 60 cM) con efecto sobre los acidos grasos estearico y linoleico. En un
trabajo posterior, Uemoto et al. (2012°) realizaron un cartografiado fino de este
QTL y demostraron que tiene efectos sobre los acidos grasos estearico, linoleico y
miristico, asi como sobre el punto de fusion de las grasas. Cabe destacar que el
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intervalo de confianza del QTL contiene el gen de la estearoil-CoA desaturasa
(SCD), que codifica una enzima que cataliza la transformacién de acido estearico
en oleico mediante la adicion de un doble enlace. En la poblacion Lipgen, el SNP
mas significativo detectado en el SSC14 se encuentra a solo 5.9 Kb de distancia
del gen SCD, lo que viene a confirmar la importancia de las asociaciones
detectadas en esta regidon con vistas a seguir profundizando en el estudio del

metabolismo de los 4cidos grasos.

Respecto al contenido de GIM, al comparar nuestros datos con los de
Quintanilla et al. (2011) sélo se obtuvo una coincidencia en el SSC6 (musculo LD)
que afectaba a un QTL (posicion ~113.7 Mb, a ~23 Mb de las asociaciones
detectadas en este trabajo a nivel gendmico con EMMAX) con efecto sobre la
composicion de la GIM (ver Figura 15). Un resultado similar obtuvieron
Hernandez-Sanchez et al. (2012) al comparar sus resultados GWAS con los QTLs
detectados previamente en la misma poblaciéon Lipgen, donde solo obtuvieron
coincidencias para un QTL de porcentaje de la GIM (musculo LD) en el SSCS3. Es
importante destacar que la baja concordancia entre los estudios GWAS realizados
en porcino y otros trabajos previos de analisis de QTLs ha sido puesta de
manifiesto por diversos autores, p.e. Ramayo-Caldas et al. (2012) observaron
coincidencias solo en el 11% de las regiones detectadas en asociacién por los
andlisis GWAS y de QTL. Mientras que en el caso de Yang et al. (2013) 23 QTLs,
de los 63 previamente descritos en su poblacién, coincidieron con las asociaciones
obtenidas en el analisis GWAS. Al comparar nuestros datos GWAS con los
almacenados en la PigQTLdb observamos varias coincidencias posicionales (ver
Figura 15).

Para los caracteres relacionados con la calidad de la carne no se observaron
coincidencias entre el andlisis GWAS y los mapas de QTLs descritos en la misma
poblacion por Gallardo et al. (2012). Esta discrepancia podria tener un origen
metodoldgico, tal como se ha comentado previamente. Por otra parte, si se
encontraron algunas similitudes con QTLs descritos en otras poblaciones porcinas,
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p.e. para la CE a las 24 horas se han descrito tres QTLs en poblaciones cruzadas
donde estaban presentes las razas Meishan, Pietrain y también el jabali europeo
Cepica et al. (2003) y Lee et al. (2003): uno en el SSC4 (posicion ~98.2 Mb) y dos
en el SSC5 (~63.1 y ~91.05 Mb). Por otro lado, Markljung et al. (2008), en una
poblacion F, Landrace x Swedish Hampshire, y Li et al. (2010), en un cruce
Duroc x Danish Landrace y Danish Large White, indicaron la presencia de dos
QTLs a nivel cromosomico con efecto sobre la rojez a* en el SSC3 en las
posiciones 56.7 cM (Li? et al., 2010) y 111.9 ¢cM (Markljung et al., 2008). Un QTL
que afecta al pH»4 fue detectado por Markljung et al. (2008) en el SSC16 (LD) muy
proximo (~14 Mb) al SNP ALGA0089269 (el mas significativo en la region

asociada a este caracter segun el programa EMMAX).
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Figura 15. QTLs detectados para el contenido y la composicion de la GIM (sintesis
realizada a partir de la informacion extraida de la PigQTLdb). Rectangulo amarillo:
posicion aproximada de las asociaciones detectadas a nivel genémico con el
programa EMMAX para la GIM. Rectangulo verde: posicion aproximada de las
asociaciones detectadas con GenABEL y EMMAX para la composicién (acido
estearico) de la GIM. Circulo negro: QTL detectado por Quintanilla et al. (2011)
para el porcentaje de acido esteérico. Circulo azul: QTL detectado por Quintanilla
et al. (2011) para el porcentaje de GIM.
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En resumen, cabe inferir que por lo general, cuando comparamos los analisis
de QTLs y GWAS, incluso aquellos realizados en una misma poblacion, las
coincidencias entre ambas aproximaciones son bajas. Ello puede deberse, entre
otros factores, a: 1) los analisis GWAS son realizados con un mayor nimero de
marcadores genéticos (60,000 SNPs distribuidos en todo el genoma vs aprox.
100-120 microsatélites en los analisis de QTL); 2) los efectos que se incluyen en el
modelo afectan mucho a la deteccidn de regiones asociadas a caracteres. Incluso
en una misma poblacion considerando efectos diferentes, los resultados pueden
no coincidir (Yang et al., 2013).

5.4. Segregacion de variantes genéticas asociadas a caracteres bajo eleccion
en poblaciones comerciales.

La deteccion de QTLs en porcino se ha realizado principalmente en
poblaciones F, (Andersson et al., 1994; Bidanel et al., 2001; Varona et al., 2002 y
Guo et al., 2009). Una década atras, se planted la necesidad de determinar si en
las poblaciones comerciales segregan QTLs con efectos sobre caracteres para los
cuales han sido seleccionadas. Los resultados obtenidos por diversos autores
demostraron que si; p.e. Evans et al. (2003) confirmaron la presencia en el SSC3
de un QTL con efecto sobre el crecimiento y el depdsito de grasa en poblaciones
de raza pura Hampshire, Landrace y Pietrain, y otro QTL en el SSC4 con efecto
sobre el depoésito de grasa en Hampshire, Large White y Pietrain. Por otra parte,
estos autores confirmaron la presencia del mismo QTL (SSC4) con efecto sobre el
crecimiento en la raza Meishan. También Nagamine et al. (2003) detectaron en el
SSC7 un QTL para el depdsito de grasa en 5 poblaciones comerciales. Por su
parte, Vidal et al. (2005), en una linea comercial Landrace, detectaron, en los
cromosomas SSC2 y SSC7, 2 QTLs con influencia sobre caracteres relacionados
con la calidad de la carne.

En el caso de la poblacién Lipgen, hemos identificado regiones asociadas a
caracteres para fenotipos, como el contenido de GIM, para los cuales ha sido

68



Discusion

seleccionada. Ello indica que las variantes genéticas que son beneficiosas desde
un punto de vista productivo, no han sido fijadas a pesar de encontrarse bajo
seleccion durante muchas generaciones. Esto puede deberse a varios factores: 1)
la naturaleza poligénica de los caracteres productivos, por lo que la seleccion
actua simultdneamente sobre muchos loci y en consecuencia su efecto es menor;
2) el incluir varios objetivos de seleccién en un mismo indice, lo cual hace que la
presion de seleccidn sea menor para cada uno de los caracteres; 3) la baja
presion selectiva sobre las hembras (si se la compara con la de los machos), y 4)
la existencia de un cierto antagonismo entre la seleccién natural y la seleccion

artificial.

5.5. Diferencias entre mapas GWAS para dos musculos porcinos.

Un importante resultado de este trabajo fue la constatacién de que hay una
baja concordancia posicional entre las asociaciones GWAS encontradas en ambos
musculos, tanto a nivel gendmico como cromosémico, p.e. en la Tabla 10 se
puede observar que las asociaciones detectadas a nivel gendmico para el 4cido
palmitico, con el programa GenABEL, fueron especificas del musculo GM. De
modo similar, las asociaciones detectadas con ambos programas para la rojez a*
en SSC3 (Tablas 14 y 15) afectaban al musculo GM pero no al LD. Esto indica
que el determinismo genético de los caracteres de contenido y composicidén de la
GIM, asi como los de calidad de la carne, esta influido por factores musculo-
especificos. La presencia de factores genéticos que actian de forma
independiente en cada musculo concuerda con resultados previos de Quintanilla
et al. (2011), quienes en la misma poblacién Lipgen detectaron una falta de
concordancia entre los mapas de QTL generados en los musculos GM y LD. De
forma similar, Gallardo et al. (2012) obtuvieron baja concordancia posicional entre
los musculos GM y LD para los caracteres relacionados con la calidad de la carne,
p.e. detectaron 3 QTLs con efecto sobre el color de la carne en los cromosomas
SSC8, SSC13 y SSC15, que fueron especificos del musculo GM. Asimismo, Nii et
al. (2006) demostraron que los QTLs detectados para la composicién lipidica de la
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grasa dorsal (SSC1p, SSC1q, SSC4, SSC5, SSC9, SSC15 y SSC17) difieren
respecto a los que afectan la composicion de la grasa perirrenal (SSC2, SSC3,
SSC4, SSC5, SSC6, SSC14, SSC16 y SSCX).

Quintanilla et al. (2011) exponen que la falta de correspondencia entre los
mapas de QTLs generados en tejidos o localizaciones anatémicas distintas podria
deberse a la expresion diferencial de mRNA o RNAs reguladores (la penetrancia
de los QTLs vendria modulada por la existencia de esta expresion diferencial).
Varios estudios han mostrado diferencias en los perfiles de expresion génica entre
musculos, p.e. Quintanilla et al. (2010) encontraron que un numero elevado de
genes, principalmente relacionados con los procesos de la proliferacion celular,
desarrollo del tejido y contraccion muscular, estaban diferencialmente expresados
entre los mUsculos GM y LD. También Li° et al. (2010) encontraron un total de 159
transcritos implicados en diferentes funciones (estructura contractil, matriz
extracelular, metabolismo energético y estrés, entre otros), que estaban
diferencialmente expresados en los musculos LD y soleus. En un estudio més
reciente, Liu et al. (2013) describieron que también hay expresién diferencial de
microRNAs (miRNAs) entre musculos, p.e. el 32.01% de los miRNAs fueron
especificamente expresados en el masculo LD y un 20.15% en el psoas mayor.
Por su parte Musunuru et al. (2010) demostraron la existencia de una penetrancia
tejido-especifica para una mutacion causal del gen SORTT1: esto significa que hay
un SNP que crea un lugar de unién al factor de transcripcion C/EBP que esta
fuertemente asociado a los niveles de expresion mRNA de SORT1 en el higado
pero no en el tejido adiposo o los linfocitos. Obviamente, la mutacion causal de
SORT1, que afecta a los niveles de colesterol, s6lo puede alcanzar una
penetrancia plena en aquellos tejidos en los que C/EBP se esté expresando.

5.6. Deteccion de regiones pleiotropicas para caracteres lipidicos.

La existencia de pleiotropia para diversos caracteres cuantitativos se ha

descrito en numerosos organismos modelo como p.e. Drosophila melanogaster,
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ratén, levadura y Arabidopsis thaliana (Flint y Mackay, 2009). Una evaluacion de
SNPs registrados en la National Human Genome Research Institute (NHGRI)
indic6 que un 4.6% de los SNPs y un 16.9% de los genes tienen efectos
pleiotropicos (Solovieff et al., 2013). En esta tesis, el término pleiotropia lo usamos
en un sentido amplio para denotar SNPs asociados a mas de un fenotipo. En un
estudio realizado con mil ratones Fis pertenecientes a una linea Advanced
Intercross Line (AIL), se detectaron 23 QTLs con efectos pleiotropicos sobre
diversos caracteres ligados a la obesidad, las concentraciones de lipidos séricos y
la susceptibilidad a la diabetes (Lawson et al., 2011). En porcino, Corominas et al.
(2013) han descrito un SNP en el promotor del gen ELOVL6 con efectos
simultaneos sobre los porcentajes de palmitico y palmitoleico. En este trabajo, solo
se ha detectado una regiébn (135.1-1354 Mb en el SSC6) asociada
simultaneamente (a nivel genémico con el programa EMMAX) con dos caracteres:
porcentaje de acido palmitico (LD) y de GIM en ambos musculos (ver Tabla 11).
Para los caracteres relacionados con la calidad de la carne, en cambio, no se ha
detectado la existencia de regiones que afecten a mas de un caracter. Hernandez-
Sanchez et al. (2012), en la misma poblacion Lipgen aunque con un andlisis
estadistico distinto al realizado en el presente trabajo (andlisis bivariado), también
encontraron pocos SNPs que afectaran a mas de un caracter, a pesar de que se
habian hallado correlaciones positivas entre los caracteres de GIM y grasa dorsal.

5.7. Genes candidatos.

Con el objetivo de identificar posibles genes candidatos relacionados con el
metabolismo de los 4cidos grasos y con los caracteres de la calidad de la carne,
se identificaron loci que estuvieran localizados en una ventana que comprende la
region asociada al caracter. En la Tabla 19 se muestran los principales genes
candidatos que, segun el Gene Ontology Enrichment Analysis Software Toolkit
(Zheng y Wang, 2008), tuvieron alguna relacion con fenotipos lipidicos o bien con
caracteres de calidad de la carne. Cabe destacar que en el SSC14 préximo al
SNP ALGA0081091 (el mas significativo a nivel gendmico dentro de esta regidn)
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esta situado muy cerca (5.9 kb) del gen de la estearoil-CoA desaturasa (SCD).
Este gen ha sido relacionado (Enoch et al., 1976; Paton y Ntambi, 2009) con la
biosintesis de acidos grasos monoinsaturados, en particular la SCD cataliza la
introduccién del primer doble enlace entre los carbonos 9 y 10 del palmitoil-CoA 'y
estearoil-CoA para formar los ésteres grasos de acil-CoA monoinsaturados,
palmitoleoil-CoA y oleoil-CoA. Uemoto et al. (2012°) identificaron 2 SNPs,
localizados en la regidon promotora del gen SCD, que presentaban una fuerte
asociacién con el porcentaje de acido estearico intramuscular. Por otra parte, Ros-
Freixedes et al. (2012) evaluaron la asociacion de varios polimorfismos del gen
SCD con el acido oleico y detectaron que el alelo A del SNP g.2281A>G, situado
en el promotor, estd asociado a un mayor contenido de oleico y del indice oleico /
estearico (MUFA/SFA), aunque no afecta a la GIM. El polimorfismo presenta un
modo de accion génica aditiva, con un efecto de sustitucion para el acido linoleico
entre el 0.7% vy el 0.8%, en GM y LD, respectivamente.

Otro gen localizado aproximadamente a 2 Mb del SNP mas significativo, a
nivel gendmico, del SSC14 (120.4-123.4) fue el locus que codifica la molécula
elongation of very long-chain fatty acids 3 (ELOVL3). Este gen pertenece a una
familia génica que codifica diversas enzimas responsables de la elongacién de los
acidos grasos de cadena larga (Denic y Weissman, 2007). Especificamente han
demostrado en ratones que, al suprimir los niveles de mRNA del ELOVLS3, en
adipocitos 3T7T3-L1, disminuyen los TG, asi como la expresibn de genes
relacionados con la lipogénesis. Por otra parte, Zadravec et al. (2010) describieron
que ratones knockout para el gen ELOVL3 presentan una reduccion de los niveles
de adiponectina, TG y colesterol asi como una disminucion de la lipogénesis
hepatica. Estas evidencias refuerzan la necesidad de profundizar en el analisis de
esta region del SSC14, pues existen indicios de la presencia de factores genéticos

que influyen en la variabilidad fenotipica de los lipidos intramusculares.

En el SSC5, y localizado a ~6.8 Kb del intervalo (71.7-80.1 Mb), donde se
encuentran los SNPs asociados con el acido palmitico del muasculo GM, se
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encuentra el gen que codifica el receptor de la adiponectina 2 (ADIPOR2). La
adiponectina es una hormona secretada por los adipocitos que juega un
importante papel en el metabolismo energético del organismo, ya que entre otras
funciones, estimula la oxidacibn de los &acidos grasos, reduce los niveles
plasmaticos de triglicéridos y ademas esta implicado en el metabolismo de la
glucosa a través del aumento de la sensibilidad a la insulina (Palomer et al., 2005).
Se ha demostrado la implicacion de la adiponectina en la reduccion de los &cidos

grasos libres y TG en animales obesos (Arita et al., 1999).

En cuanto a los caracteres de calidad de la carne, en SSC5, a
aproximadamente una distancia de 354 Kb del SNP ALGA0030823 asociado con
la CE del LD, hemos identificado el gen wingless-type MMTYV integration site family
member 10B (Wnt10b). Este locus pertenece a la familia de genes wingless-type
(Whnt) y su funcion ha sido relacionada con la regulacién adipogénica y miogénica
de las células musculares (Hoppler et al., 1996; Cossu y Borello, 1999). En este
sentido, Vertino et al. (2005) observaron que en ratones knokout para el gen
Wnt10b aumenté la expresion de genes adipogénicos y la acumulacion de lipidos
en los mioblastos. Muy préximo al SNP ALGA0030823 (SSC5, 15.7 Mb), se
encontrd el gen que codifica la protein kinase, AMP-activated gamma 1 non-
catalytic subunit (PRKAGT), una de las subunidades de la adenosine
monophosphate activated protein kinase (AMPK). La AMPK es un sensor
energético, y en respuesta a los niveles intracelulares de ATP, inhibe la biosintesis
de lipidos. Milan et al. (2000) describieron que la sustitucion (R200Q) en el gen
PRKAGS3, afecta al metabolismo del glucégeno en el musculo. Ciobanu et al.
(2001) han demostrado el importante efecto que tiene el polimorfismo del gen
PRKAGS3 sobre los niveles de glucdégeno y lactato, los cuales son componentes
esenciales que influyen sobre el pH del masculo, la retencién de agua y el color de
la carne después del sacrificio.

En resumen, la identificacién de genes candidatos posicionales y funcionales
para los fenotipos bajo estudio es un paso mas en cuanto a la localizacién de
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posibles mutaciones causales. Una aproximacién muy interesante para avanzar en
este terreno consistira en aprovechar la informacién generada a partir de la
secuenciacion del genoma de los 5 machos fundadores de la poblacion Lipgen. De
esta forma en las regiones y genes asociados significativamente a fenotipos de
calidad de la carne y de GIM podremos determinar SNPs especificos de la
poblacion Lipgen, distintos de los incluidos en el chip 60K, y predecir su posible
efecto funcional. Aquellos que sean mas relevantes, podrian ser genotipados en
toda la poblaciéon Lipgen, acotando mejor los intervalos de confianza de las
regiones asociadas a caracteres y estableciendo hip6tesis sobre su posible
causalidad. También pretendemos aprovechar la informacién de expresion génica

(microarrays y RNAseq) para identificar posibles SNPs reguladores.

Tabla 19. Seleccién de genes candidatos localizados en las regiones asociadas
con el contenido y la composicién de la GIM y con la calidad de la carne.

CROM | Caracter Reg (Mb) Simbolo Referencia
SSC3 GM_a* 17.57-17.58 TRIM72 Lee® et al. (2010); Jung y Ko (2010)
61.91-61.94 TPD52 Kamili et al. (2013)
SSC4 | GM_C18:0
64.72-64.74 PEX2 Kovacs et al. (2004)
GM C16:0 70.99-71.02 ADIPORZ2 | Arita et al. (1999) y Kovacs et al. (2004)
- 79.12-79.21 ANO6 Kmit et al. (2013)
ssc5 |GM_C18:2 73.68-73.74 ABCD2 Liu et al. (2012)
i Cossu y Borello (1999); Hoppler et al.
LD cE | 140154 Whnt10b (1996) y Vertino et al. (2005)
15.44-15.52 PRKAG1 Milan et al. (2000)
i Enoch et al. (1976); Paton y Ntambi
120.96-120.98 SCD (2009)
GM C18:0| 121.49-121.57 PAX2 Bouchard et al. (2005)
SSC 14 —ia.
LD_C18:0 | 123.77-123.77 | CYP17A1 Goyal et al. (2012)
123.08-123.08 ELOVL3 Denic y Wells:srpan (2007); Kobayashi y
ujimori (2012)

GM: gluteus medius, LD: longissimus dorsi, CROM: cromosoma, Reg (Mb): region donde se

localizan el gen segun Ensembl (S.scrofa 10.2), rojez de la carne (a*).
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1.

6. CONCLUSIONES.

A pesar de tratarse de una linea comercial altamente seleccionada, la
poblacion Duroc objeto de estudio presenta un grado notable de variacion
genética para algunos de los caracteres estudiados: hzsnp del porcentaje de
grasa intramuscular (0.47-0.52 en gluteus medius a 0.48-0.61 en longissimus
dorsi) y la rojez de la carne h2Snlo (desde 0.42-0.43 en longissimus dorsi a 0.47-
0.55 en gluteus medius). En cambio, para otros fenotipos la variacion genética
explicada por los marcadores SNP fue baja: porcentaje de acido linoleico h2Snp
(desde 0-0.15 en gluteus medius a 0-0.19 en longissimus dorsi) y la
luminosidad de la carne h2Snlo (desde 0 en longissimus dorsi a 0-0.02 en gluteus

medius).

En cuanto a los caracteres vinculados al porcentaje y composicion de la grasa
intramuscular, con los programas GenABEL y EMMAX se han encontrado
asociaciones coincidentes y significativas, a nivel gendmico, para el porcentaje
de acido estearico (musculos gluteus medius y longissimus dorsi) en el SSC14
(120.9-124.4 Mb). Esta region gendmica contiene el gen de la estearoil-CoA
desaturasa, el cual tiene una funcion clave en la sintesis de &cidos grasos
insaturados. Asimismo, se ha detectado otra asociacidn significativa para este
mismo fenotipo (aunque so6lo para el musculo gluteus medius) en el SSC4
(63.9 Mb). Por otra parte, se han hallado otras asociaciones significativas a
nivel gendmico, aunque no hay coincidencia entre los programas GenABEL
(acido palmitico en SSC5) y EMMAX (&cido palmitico y GIM en SSC6).

Para este mismo grupo de caracteres, a nivel cromosdmico se detectaron
asociaciones coincidentes (GenABEL+EMMAX) para los porcentajes de &cido
estearico de gluteus medius (SSC4 y SSC14) y longissimus dorsi (SSC14), asi
como para el porcentaje de acido palmitico de gluteus medius (SSC5). Por otra

parte, se han hallado diversas asociaciones significativas a nivel cromosémico,
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aunque no hay coincidencia entre los programas GenABEL (SSC5, SSC11,
SSC13y SSC17) y EMMAX (SSC4, SSC6 y SSC10).

. Para caracteres relacionados con la calidad de la carne, s6lo se han hallado
asociaciones significativas a nivel cromosémico. GenABEL y EMMAX han
proporcionado resultados coincidentes para la rojez de la carne (musculo
gluteus medius) en el SSC3 (16.6-16.7 Mb y 50.2-56.1 Mb), la conductividad
eléctrica del musculo longissimus dorsi en el SSC4 (104.2-106.5 Mb) y en el
SSC5 (14.4-16.1Mb), y para la conductividad eléctrica del musculo gluteus
medius también en el SSC5 (13.0-15.7 Mb). Ha existido falta de concordancia
para otras asociaciones detectadas especificamente por GenABEL (rojez de la
carne en el SSC10) o EMMAX (pHz4 del musculo longissimus dorsien SSC12 y
SSC13).

. Tanto para caracteres de calidad de la carne como de porcentaje y
composicion de la GIM, se han encontrado muy pocas regiones
simultdneamente asociadas a mas de un fenotipo. Solo con el programa
EMMAX en el SSC6 fue detectada una regidén en asociacion significativa con el
porcentaje de acido palmitico del gluteus medius y con el contenido de grasa

intramuscular de los musculos gluteus medius y longissimus dorsi.

. Lalocalizacion gendmica de las asociaciones significativas, para ambos grupos
de caracteres, difiere de forma muy marcada para los musculos gluteus medius
y longissimus dorsi, tal como ya se habia evidenciado previamente en diversos
estudios de QTLs. Ello indica la existencia de factores musculo-especificos que
regulan la penetrancia o expresividad de las correspondientes mutaciones

causales.
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