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RESUMEN

El contenido y la composicion de acidos grasos emlcc es un parametro de
creciente interés debido a su efecto sobre el méadio de la canal y la calidad de la
carne. En trabajos anteriores, se identificd |aqmeia de un QTL para la composicion
de acidos grasos (AG) en grasa dorsal (GD) enoeh@soma 8 porcino (SSC8) en un
cruce Ibérico x Landrace. Recientemente, un asatisi asociacion gendémico con el
chip de 60 K SNP detectd esta misma regién gendafezando a la composicion de
AG en musculo en un retrocruce (25% Ibérico, 75%drace). El gerELOVL6 fue
estudiado como gen candidato posicional y funciokate gen, relacionado con la
lipogénesigle novo, actia en la elongacion de los AG saturados y meaturados. Se
identific6 un polimorfismo en la regiébn promotora @ste gen asociado con el
porcentaje de AG palmitico (C16:0) y palmitoleic@16:1(n-7)) en musculo y tejido
adiposo. Ademas, este polimorfismo estaba aso@adadiferencias de expresion del
gen en tejido adiposo, lo cual concuerda con laifumdel gen y con las diferencias

observadas en la composicién de AG.

El objetivo principal del presente trabajo fue d&iu el QTL del SSC8 para la
composicién de los AG en GD en una generacion F@nderuce Ibérico x Landrace
con un panel de 144 SNPs informativos distribuido® largo del cromosoma. La
combinacion de un analisis de asociacion marcadiomarcador y un enfoque basado
en haplotipos permitié la identificacion de dosioegs cromosomicas con SNPs
asociadosTAS Trait-Associated SNP) a la composicién de AG en tejido adiposo (GD).
En la primera region TAS, localizada a 93 Mb, sentdicaron y seleccionaron dos
genes como candidatos posicionalesmstermind-like 3 (MAML3) y SET domain
containing lysine methyltransferase 7 (SETD7). La segunda region TAS, localizada a
119 Mb, corresponde a la regiobn cromosémica delEgDVL6 previamente descrito.
La basqueda de polimorfismos en el g¢AML3 revelé dos nuevos microsatélites que
fueron genotipados en 132 animales del retrocruc68 animales de la F2. No
obstante, los polimorfismos identificados no fueestadisticamente significativos para
los caracteres estudiados. Ademds, la busquedaloeoffismos en el gersETD7
reveld 9 SNPs. Dos SNPs fueron seleccionados pamnatigar 144 animales del
retrocruce:SETD7:¢.-1034T>G localizado en la region promotora3¢TD7:¢.700G>T

localizado en el exén 6 y el cual produce un cand®oValina por Leucina en la
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proteina. Del mismo mod&ETD7:¢.700G>T fue genotipado en 168 animales de la
generacion F2. Los estudios de asociaciéon mostiguenestos SNPs no eran los mas
fuertemente asociados con la composiciéon de AG.

Ademas, se realizé un analisis de expresion géaicalos geneSIAML3 y SETD7
mediante PCR a tiempo real en higado y GD en 56btasmdel retrocruce. Sin
embargo, no se evidencidé ninguna asociacion eonsegenotipos deBETD7 y la
expresion. Lo mismo ocurrié con los genotipos MEML3. Son necesarios mas
estudios para investigar el efecto de los polimorGs identificados en la actividad de
la proteina.

Del mismo modo, el polimorfismo d&lLOVL6:c.-533C>T fue genotipado en 168
animales de la generacion F2, mostrando una fasdeiacion con los porcentajes en
GD de los AGs esteérico (C18:0) y palmitoleico (A{6-7), y los indices C18:1(n-
9)/C18:0, C16:0/C14:0, C16:1(n-7)/C16:0 y C18:0/@16°0r lo tanto, se confirma el
efecto pleitropico tanto en GD como en grasa iniscular del QTL del SSC8 y se
refuerza la importancia del polimorfisneh OVL6:c.-533C>T.

Palabras clave: cerdo, tgido adiposo, QTL, Trait-associated SNP, MAML3, SETD7,
ELOVLSG.
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ABSTRACT

Content and fatty acid (FA) composition in swineaiparameter of increasing interest
because of their effect on carcass performance raedt quality. A QTL for FA
composition in backfat (BF) was identified in pareichromosome 8 (SSC8) in an
Iberian by Landrace swirggoss. More recently, a genome association ana|§8MAS)
with the 60 K SNP chip detected the same genomjpomeaffecting muscle FA
composition in a backcrossed population. Ba®VL fatty acid elongase 6 (ELOVLG6)
was a strong positional candidate gene involvedeimovo lipogenesis, acting on the
elongation of saturated and monounsaturated FApolkmorphism in the promoter
region of this gene was associated with the peagentof palmitic (C16:0) and
palmitoleic (C16:1(n-7)) FAs in muscle and adipdssues. This variant was also
associated with differences ELOVL6 gene expression in adipose tissue which were

consistent with gene function and FA composition.

The aim of this work was to study the SSC8 QTL Fér composition in BF in a F2
generation of an Iberian x Landrace cross with aepaf 144 informative SNPs
distributed along the chromosome. The combinatioa single-marker analysis and a
haplotype-based approach allowed the identificatibtwo trait-associated SNP (TAS)
regions for FA composition in BF adipose tissuetha first TAS region, located at 93
Mb, two genes were identified and selected as iposit candidate genesastermind-
like 3 (MAML3) and SET domain containing lysine methyltransferase 7 (SETD7). The
second TAS position, located 119 Mb, correspondbe@reviously describefl OVL6
chromosomal region. A search for polymorphismshe MAML3 gene revealed two
new microsatellites that were genotyped in 132 baxds animals and 168 F2 animals,
showing no significant associations for any of taracters studied. Otherwise, a
search for polymorphisms in tH&ETD7 gene revealed nine SNPs. Two SNPs were
selected for genotyping 144 backcross anim&SID7:¢.-1034T>G located in the
promoter region an@ETD7:¢.700G>T placed in exon six and producing a Valine for
Leucine change in the protein. In the same v&BfD7:c.700G>T was genotyped in
168 F2 animals. The identified polymorphisms weret nthe most statistically
significant for the studied characters.
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Furthermore, we performedMAML3 gene and &TD7 gene expression analysis by
real-time PCR in the liver and BF of 56 backcrossdles. However, no association
was detected betweeBETD7 genotypes and expression. The same happened with
MAML3 genotypes. Future research is required to studyeffect of the identified

polymorphisms in the protein activity.

In the same wayELOVL6:c.-533C>T polymorphism was genotyped in 168 F2 animals,
showing a strong association with BF percentagestedric (C18:0) and palmitoleic
(C16:1(n-7)) FAs, and C18:1(n-9)/C18:0, C16:0/C14:G16:1(n-7)/C16:0 and
C18:0/C16:0 related indices. Hence, confirmingptegotropic effect in BF and IMF of
the SSC8 QTL and reinforcing the relevanc&b®VL6:c.-533C>T polymorphism.

Keywords:. pig, adipose tissue, QTL, Trait-associated SNP, MAML3, SETD7, ELOVLS6.
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1.1. Estructura del sector porcino

La carne de cerdo continda siendo la mas produeidael ambito mundial,
representando el 39,4% y un total de 109 millond¥ de toneladas. Le sigue la
produccion de carne de ave (31%), asi como la poidin de bovino (23%) (Figura
1.1).

Conejo; 0,6% Pato; 1,40% ,Caprino; 1,90%

Ovino; 3,10%

Cerdo; 39,40%

N

Bovino; 22,50%

Ave; 31,10%

Figura 1.1. Produccion de carne en el ambito mundial de learelites tipos de ganado
durante el afio 2010, expresado en porcentajest@UeROSTAT. Abril 2012).

Por paises, China se mantiene en primera posicionet47% de la produccion
mundial de carne de cerdo y mostrando un aumemolargo del tiempo, habiendo
incrementado su produccion aproximadamente un 10&%e €008 y 2010. Estados
Unidos y los dos lideres europeos (Alemania y Ezpaéupan las siguientes posiciones
en el ranking (GLiIPHAttp:/kids.fao.org/gliphd/ En la Unién Europea-27 (UE-27),
durante el afio 2011, se ha alcanzado una cifra2dg 2 de toneladas, con una

produccion de carne porcina del 249% y 15,6% ermahia y Espafia,
respectivamente (Figura 1.2). La diferencia de mgge ambos paises en relacion a la
produccion de carne es debida a la elevada impantate animales vivos que tiene
Alemania, procedentes principalmente de Holand@ngiarca.
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Alemania; Resto: 10 80% Australia; 2,40%
24,90% T

Reino Unido;
3,60%
Bélgica;
5,00%
Holanda;
6,00%

i=e o,
Espaiia; 15,60% Italia; 7,00%

Dinamarca;
Francia; 8,90% Polonia; 8,10% 7,70%

Figura 1.2. Distribucién por paises de la produccion de cataecerdo (miles de
toneladas) en la UE-27 durante el afio 2011, exgoesn porcentajes (Fuente:
EUROSTAT. Abril 2012).

En Espafia, durante el aflo 2011, se ha alcanzaduftmde 25,6 M de cabezas de
porcino, de las cuales 23,2 M son de producciéensiva y 2,4 M corresponden al
cerdo ibérico, con produccion extensiva. Del cetasal, el 50% se concentra en dos
comunidades autbnomas: Catalufia (27,5%) y Aragdi8%2) (Figura 1.3). Castilla y
Ledn y Andalucia, las siguientes comunidades emitapcia de censo total de ganado
porcino (12,6% y 8,5%, respectivamente) destacaoratentrar entre ambas el 57% de
la produccion extensiva de porcino de Espafia. LgidRede Murcia, Castilla La
Mancha, Extremadura, Comunidad Valenciana y Galisen las comunidades
autbnomas que siguen, con un 4-6% del censo depate Espafia.
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Comunidad
Galicia; 4,10% _ yalenciana;

4,30%

Resto de CCAA;
3,80%

Cataluiia; 27,50%

—
—

Aragon; 21,80%

Extremadura;
4,50%

Castilla La
Mancha;
6,10%
Regionde
Murcia;
6,70%
Andalucia; 8,50%

Castilla y Leodn;
12,60%

Figura 1.3. Distribucion regional del censo porcino (intensiv@xtensivo) en Espafia
durante el afio 2011, expresado en porcentajest@zIMAGRAMA. Marzo 2012).

1.2. Razas porcinas europeas

Las razas mas utilizadas por la industria prodacfmrcina europea se pueden
dividir en tres grupos principales de acuerdo aaqigudes productivas (Tibau, 1992).
El primer grupo, caracterizado por su prolificidgdconversién alimenticia, esta
compuesto por las razas Large White, Landrace kstare. Estas razas se utilizan para
producir hembras hibridas y machos finalizadores jracrementar la calidad de la
carne. El segundo grupo lo forman las razas LaedBeiga y Pietrain. Son menos
prolificas que las anteriores pero poseen unaeefiei conversion alimenticia y un
porcentaje mayor de carne magra. El tercer grupdotman las razas Duroc y
Hampshire, que se caracterizan por su rusticidaend conformacion, bajo consumo
alimenticio y una calidad de canal con un elevadcgntaje de grasa intramuscular
(GIM), pero presentan un desarrollo méas lento &rpde los 45 kg con tendencia al
engrasamiento, motivo por el cual estas razas saradas mediante cruzamientos con

Large White y con Landrace.

Particularmente en Esparfia se produce el cerdath&e trata de un animal rustico
de capa oscura o rojiza, posee una canal cortgyefa con una conformacion inferior

a las razas comerciales. Es un animal precoz \gam capacidad para depositar grasa
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en sus tejidos, lo cual resulta muy beneficios@ feaproduccion de jamén. Su elevado
indice de infiltracion de grasa, con un porcentaggor de acido oleico (C18:1(n-9)) y

menor proporcion de grasas poliinsaturadas, le im@nfuna excelente calidad

organoléptica (Serret al. 1998).

1.3. Mejora genética aplicada al sector porcino

La mejora genética del ganado porcino se ha ddélsalvode forma paralela a la
importancia de este sector productivo. Cada patebkarrollado la mejora genética bajo
estructuras con caracteristicas diferenciales. lgonas paises, como por ejemplo
Dinamarca (Christenseat al 1986) o Francia (Ollivier, 1989), existen progeam
nacionales de mejora genética porcina que coexisten empresas privadas de
seleccién. A diferencia de estos paises, en Espaiila compafiias privadas las
responsables de la mejora genética porcina. En,1@85empresas espafiolas de
seleccion crean la Asociacion Nacional de Criaddee§&anado Porcino Selecto con el

fin de coordinar las actividades en mejora gengtoraina.

Los principales objetivos de una Optima produccEmn obtener tasas de
crecimiento eficientes, buenos indices de convergi@na buena conformacion de la
canal y la calidad de la carne. Los criterios deceg&n considerados dependen de los
objetivos propuestos, de las variables controlgd#es las relaciones entre ambos. En la
especie porcina, la baja correlacion entre losctaras productivos y reproductivos
(Haleyet al1988; Shoret al 1994) ha permitido el tratamiento de forma inaejiente
de los mismos, siendo ésta la forma de procedeger@ralizada.

Con el objetivo de aprovechar la variabilidad eagt entre las diferentes razas, los
pilares en los que se basa la mejora genéticaasseldccion y los cruzamientos. Todo
objetivo de seleccion debe ser establecido de ftimiada, fijado a medio-largo plazo,
facilmente medible y garantizando correlacionesoffables entre los objetivos de
seleccion fijados (Tibau, 1992). Sin embargo, elaado es el que ha ido marcando los
objetivos de seleccion, los cuales han ido variardfuncion de la demanda. En primer
lugar, en la década de los 80, la seleccidén sealEnen caracteres relacionados con la
conformacion de la canal, destacando el porcemtajenagro sobre cualquier otro

caracter. Posteriormente, en la década de lo®9@bjetivos variaron para centrarse en
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los relacionados con la calidad de la carne y etigriento. Ya en el afio 2000, se

fijaron como objetivos fundamentales los caracteetscionados con la calidad de la

carne y de la grasa. Sin embargo, los cambios pidaisien el rumbo de los objetivos

de seleccion han tenido su impacto en varios et Por ejemplo, la seleccion

durante tantos afios para reducir el contenido asagile la canal ha causado también
una disminucion del porcentaje de GIM. Esta corsecia no presenta un efecto

deseado ya que la GIM se encuentra relacionadacaores mas tiernas y jugosas
(Cameron, 1990). Del mismo modo la calidad de taecae encuentra influenciada por

otros factores como el pH post-mortem, la compoésiale acidos grasos (AG), la

capacidad de retencion de agua o la estructuraguiishica de las fibras musculares

(Cameroret al 2000; van Laackt al 2001; Paszeé&t al 2001).

1.4. Calidad de la carne

La calidad de la carne engloba diferentes propesiag atributos de gran
importancia para el sector productivo, la indusyrial consumidor (Davoli y Braglia,
2007). La calidad de la carne se puede definir camguma de todos los aspectos y
propiedades sensoriales, nutricionales y tecnadgielofman, 1994; Lopez-Boe al
1998).

Tabla 1.1 Atributos relacionados con la calidad de la cgoeina (adaptado de Coma
y Piquer, 1999).
Categoria Atributos
Calidad sensorial Color
Terneza
Jugosidad
Sabor
Olor
Cantidad de grasa visible
Veteado
Calidad nutritiva Cantidad de grasa
Composicion de acidos grasos
Valor proteico
Calidad tecnoldgica pH
Capacidad de retencion de agua
Consistencia de la grasa
Separacion de tejidos
Estabilidad oxidativa
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Tal y como muestra la Tabla 1.1, son varios loghu@ins relacionados con la
calidad de la carne, destacando entre ellos lasjdgd, la terneza, la textura, la
capacidad de retencion de agua y el sabor porp&cies interés sobre la aceptacion del
consumidor. Estos atributos dependen del porcemtagtio musculo/grasa que este
posee en el momento del sacrificio y de los camhbigs se derivan del proceso de
maduracion de musculo a carne. A su vez, la comigosidel muasculo viene
determinada por factores dietéticos, de manejmebiar animal y genéticos, siendo la
GIM y la composicion de AG dos de los parametras s efecto sobre la calidad
sensorial, nutricional y tecnolégica de la carrfectando la textura, la jugosidad, la
capacidad de retencion de agua y el sabor de e (@andek-Potokaet al 2002;
Olsson y Pickova, 2005).

Sin embargo, y como se ha comentado anteriormintadustria del porcino ha
mejorado el contenido de magro de la canal medisgleccion contra el espesor de
grasa dorsal (GD) (Toro y Sili6, 1992), provocamha reduccion de la GIM debido a
la correlacion genética positiva que existe entteyG5IM (Solanest al 2009), hasta
valores que mayoritariamente se sitian por deba@olod recomendados en la
produccion de curados de calidad. En la ultima digécal mercado se ha desplazado
hacia un incremento de la demanda de carne de derdtia calidad debido a un interés
creciente del consumidor en los aspectos relacamambn la calidad sensorial,
nutricional y la salud humana. Por tanto, el obgetdel sector es disponer de
metodologias de seleccion que permitan manipulay@&M de forma independiente,
asi como el contenido y composicion intramuscuteAG.

En la composicion de la grasa del cerdo se obaamvgradiente de insaturacion
desde el centro de la canal hacia el exterior. Isi,acidos grasos saturados (AGS)
abundan en el tejido graso perirenal o GIM, mientggie en la grasa subcutanea
predominan los acidos grasos monoinsaturados (AGMWllos &acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) (Tabla 1.2). Los AGS més aoes y con mayor efecto sobre la
calidad tecnolégica de la carne son el acido pelmi(C16:0), el acido estearico
(C18:0) y el acido miristico (C14:0), estando redaados con la firmeza, el gusto y el
aroma de la carne; mientras que el acido oleic@:(ka-9)) y el acido palmitoleico
(C16:1(n-7)) son los AGMI més importantes influyereh la correcta maduracion y en
el gusto y aroma de los productos curados. Ensréd\&PI, el acido linoleico (C18:2(n-

6)) es el que tiene una mayor repercusion sobealidad de la carne, jugando un papel
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muy importante en la estabilidad oxidativa y eltgue la carne (Woodt al 2008).

frn

Algunos de los AG con mayor impacto sobre la cdlida la carne se muestran en la

Tabla 1.3.

Tabla 1.2 Composicion de la grasa del cerdo (adaptado dekSet al 2006).

Grasa Grasa
, , Grasa Grasa
% subcutanea subcutanea . :
) ) i intermuscular  intramuscular

exterior interior
C14:0 1,58 1,55 1,72 1,53
C16:0 25,05 26,82 27,01 26,46
C16:1(n-7) 2,78 2,07 2,81 4,45
C18:0 13,81 16,79 15,35 13,43
C18:1(n-9) 45,87 42,88 43,4 48,38
C18:2(n-6) 10,86 9,89 9,71 5,62
Ratio insaturacion AG 59,52 54,86 55,94 58,44

Tabla 1.3 Estadisticos descriptivos incluyendo media, @de&son estandar (SD),
heredabilidad () de la composicién de los AG y de indices metabéliiadaptado de
Ramayo-Caldast al. 2012).

ltem Caracter Nomenclatura Media SD H
AGS C14:0 Acido miristico 1,18 0,15 0,54
C16:0 Acido palmitico 22,60 1,20 0,57
C18:0 Acido esteérico 14,18 1,03 0,24
AGMI C16:1(n-7) Acido palmitoleico 250 0,39 0,55
C18:1(n-9) Acido oleico 40,08 2,76 0,40
C18:1(n-7) Acido vaccénico 3,88 0,36 0,42
C20:1(n-9) Acido eicosenoico 0,85 0,11 0,47
AGPI C18:2(n-6) Acido linoleico 10,35 2,37 0,22
C18:3(n-3) Acidoo-linolénico 0,65 0,29 0,18
C20:2(n-6) Acido eicosadienoico 0,54 0,12 0,26
ACL Longitud promedio de 17,47 0,05 0,41
la cadena
S SEA SFA 38,47 1,63 0,53
S MUFA MUFA 47,96 3,06 0,19
s PUEA PUFA 13,36 3,29 0,18
indices
metabolicos
Actividad C16:1(n-7)/C16:0 0,11 0,01 0,51
A9-desaturasa C18:1(n-9)/C18:0 2,84 0,29 0,35
Actividad C18:1(n-7)/C16:1(n-7) 1,58 0,19 0,57
elongasa C20:2(n-6)/C18:2(n-6) 0,05 0,01 0,39
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Al efecto que presentan los AG en la calidad dedme hay que sumarle el
impacto que tienen sobre la salud humana, ya queionento de la cantidad de AGMI
y AGPI en la dieta disminuye la susceptibilidad @adgrer enfermedades
cardiovasculares. Estos AG estan asociados condisn@inucion de los niveles de
lipoproteinas de baja densidad (LDlgw Density Lipoproteiny colesterol plasmatico
sin reducir los niveles de lipoproteinas de altastkad (HDL, High  Density
Lipoprotein) (Ventanaset al 2007), mientras que los AGS tienen el efecto reoiat
(Ordovas, 2006).

La carne de cerdo es rica en grasa y particulaeremtolesterol y constituye una
de las fuentes principales de lipidos de las dietaglentales siendo de especial interés
ampliar el conocimiento de la base genética debbmdismo lipidico en esta especie.
Con el fin de determinar la base genética de logcteres de importancia econémica
como son la grasa, la composicion y la calidadadeatne, durante los ultimos afios se
han utilizado diferentes herramientas genéticashanedo evolucionando a lo largo del

tiempo.

1.5. Marcadores moleculares

Un marcador genético o marcador molecular es umeetp de ADN con una
ubicacién fisica identificableldcug en un cromosoma y cuya herencia genética se
puede rastrear. Un marcador puede ser un gen,d® [m@e alguna seccion del ADN sin
funcién conocida. Dado que los segmentos del AD&spiencuentran contiguos en un
cromosoma tienden a heredarse juntos, los marcad@reutilizan a menudo como
formas indirectas de rastrear el patrén hereditdeaun gen que todavia no ha sido
identificado, pero cuya ubicacion aproximada se ocen Permiten evidenciar
variaciones (polimorfismos) en la secuencia del A@ftre dos individuos, modifiquen

éstas o no su fenotipo.

La importancia de los marcadores moleculares sgacen que su utilizacion es
fundamental para la construccion de mapas gendmieogleteccion ddoci de
caracteres cuantitativos (QTLSuantitative Trait Logi y para la realizacion de

estudios de asociacion con caracteres fenotipeasteres.
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1.5.1. Microsatélites

Los microsatélites 0 SSR (Repeticiones de Secu&iaiple) o STR (Repeticiones
Simples en Tandem) consisten en una secuencia @ d&bDunos cuantos nucledtidos
de longitud (de 2 a 6 pares de bases) que se nemit@s veces en tandem (p. ej.,
CACACACACACACACA), y se encuentran diseminados pado el genoma de los
eucariotas. Los microsatélites son de un tamafativaimente pequefio y, por
consiguiente, pueden ser facilmente amplificadaos keotécnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PRjlymerase Chain Reactipnsando ADN extraido de
diversas fuentes como la sangre, el pelo, la pigicluso las heces. Los polimorfismos
se pueden visualizar por electroforesis de polamida o capilar (Figura 1.4) y la
disponibilidad de secuenciadores automaticos de ABihite un analisis rapido de un
gran namero de muestras (Goldstein y Schlotte@29;1Jarne y Lagoda, 1996).

239 241 243 245 247 249 251 253 255

1200 7 * T * * .I * * * * * * * * * * * *
1000 1 [ M
800 I N
600
400 |
200 1
.
Figura 1.4. Electroferograma de un microsatélite obtenido corsatware Peak
Scanner™ 2.({Applied Biosystems). El genotipo del microsaélis heterocigoto 243-

259.

Los microsatélites son hipervariables; muestrareaudo decenas de alelos en un
locus que difieren entre si en el nimero de repeticio8&gien siendo los marcadores
de eleccién para estudios de diversidad, para simatle parentesco y para el

cartografiado de QTLs.

1.5.2.Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Los SNPs son variaciones de un Unico nucledtiden8aentran en todo el genoma
y generalmente son dialélicos. Son muy abundamted genoma humano, a razén de
un SNP por cada 300 nucleétidos (Sachidanaretaah 2001). En la base de dateslP
Database(http://www.ncbi.nim.nih.gov/snipse puede encontrar informacién sobre los
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SNPs descritos en diferentes especies. La mayer&NiPs se localizan en las regiones
no codificantes y no tienen un impacto directo érieaotipo de un individuo. No
obstante, algunos introducen mutaciones en se@sgeoadificadoras o en regiones que
influyen en la expresion génica (promotores, 3'UR.

Uno de los avances mas importantes relacionadotosd®NPs ha sido la creaciéon
de los chips de SNPs de alto rendimiento (chip @e¢ SNPs porcino; Ramost al.
2009), los cuales ofrecen la posibilidad de realgenotipado de alta densidad en
cerdos. Dicho avance ha permitido en muchos casoralos intervalos de QTLs

previamente identificados.

1.6. Secuenciacion del genoma porcino

Tras la publicacion del proyecto genoma humano dearet al 2001) se
propusieron otros proyectos de secuenciacion dengas de especies de interés como
modelo de enfermedades. Aunque en 2001 se inicigriarer proyecto conjunto entre
China y Dinamarca para llevar a cabo la secueriiag®l genoma porcino, se obtuvo
s6lo una secuencia parcial del mismo (Wernersgtal 2005). En 2003, se inicié un
segundo proyecto, eébwine Genome Sequencing ConsortiBGSC) (Rohrert al
2003; Schoolet al. 2005) y, recientemente, se ha publicado la setaatel genoma

porcino Qttp://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Info/Ingle®roenenet al 2012). Esta

secuencia (Assembly Sscrofa 10.2) ha sido obtepatasecuenciacion de Sanger a
partir de BACs Bacterial Artificial Chromosome y, mas recientemente, por
secuenciacion paralela masiva (W@@)ole Genome Sequengn@omprende un total
de 2,6 Gb de secuencia asignada a los cromosomas?2tfd Mb de posicidén
desconocida. La anotacion de la secuencia del gendeh cerdo ha permitido
identificar 21.640 genes codificantes de proteiBa&§, pseudogenes y 2.965 ncRNAs
(RNAs no codificantes). Ademas, se han encontradaugvas familias de elementos
repetitivos. Los elementos repetitivos constituyenr40% del genoma porcino, siendo
los LINE1 y los PRE (un SINE especifico de cerdos)mas abundantes (Groersn
al. 2012).

El conocimiento de la secuencia del genoma porayumara a descifrar, en parte,

la base genética de diferentes caracteres de snieet mismo modo, la secuencia del
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genoma también proporciona un valioso recurso tantta produccion agricola como

en la investigacion biomédica.

1.7. Identificacién de QTL

Los caracteres de mayor importancia econémica gmdduccion animal son de
naturaleza cuantitativa, y se ven afectados pogram nimero de genefogi), en
general con un efecto pequefio sobre el caractegualalgunos tienen efectos mayores
(Le Royet al 1990; Anderssoet al 1994). Unlocus cuyo polimorfismo explica una
parte significativa de la variacion de un caraciantitativo se conoce como un QTL
(Lynch y Walsh, 1998). La presencia de un QTL seude por cartografia genética,
donde la variacion total esta dividida en compoeenligados a varias regiones
cromosomicas discretas. Desde el punto de vistatigerresulta interesante dilucidar la
arquitectura de los caracteres complejos siend@rimer paso la detecciéon de las
regiones cromosomicas (QTL) que controlan las elifeias fenotipicas observadas.
Asi, los estudios de QTL se basan en determinexiste una asociacion significativa
entre la variacion fenotipica de los caracteresidestios y la variacidon genética
analizada (Lynch y Walsh, 1998).

El primer estudio de QTL en porcino fue el descptw Anderssoret al. (1994).
Para este estudio se generd un cruce entre doosptialies y ocho hembras Large
White de los que se obtuvo una generacion F2 de a2@@ales. Con el método
estadistico descrito por Halest al. (1994) detectaron un QTL en el cromosoma 4
porcino (SSC4,Sus scrofa chromosomneon efecto sobre crecimiento, tamafio del
intestino y deposicion de grasa dorsal y abdomiBhblefecto de este QTL ha sido
confirmado en la mayoria de los sucesivos expetioserealizados en diferentes razas
(Walling et al 2000), siendo uno de los QTLs mas consistentgsossino, conocido
como FAT1 (Marklund et al. 1999). Para llevar a cabo estos estudios se genera
cruces con diferentes razas divergentes. La mayeriallos consisten en cruces de
razas comerciales europeas con razas chinas,gaimeante Meishan, o jabali. También
se han utilizado cruces entre razas comercialebagones comerciales (Rothsched
al. 2007). La heterogeneidad en el material animétadtio dificulta la comparacion de

los QTLs. Dos QTLs que difieran 20-30 cM puederregponder al mismimcusy al
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contrario, resultados coincidentes pueden no quoreter al mismo QTL (Bidanel y
Rothschild, 2002).

Existen numerosos trabajos de revision de los Qdeéstificados con énfasis en
uno o mas caracteres (Bidanel y Rothschild, 200@kBet al 2006). Del mismo modo
la base de datos PigQTLdbtifp://www.animalgenome.org/cqgi-bin/QTLdb/SS/injlex

recopila la informacién de los QTLs identificadasla especie porcina (Tabla 1.4) (Hu
et al. 2005).

Tabla 1.4 Numero de QTLs identificados en la especie parsigun la base de datos
PigQTLdb attp://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/SS/broywseayo 2013).

QTLs QTLs
Cromosoma Identificados Cromosoma Identificados
Y 1 9 315
X 313 10 195
1 1582 11 180
2 896 12 249
3 283 13 346
4 677 14 303
5 301 15 269
6 829 16 170
7 840 17 174
8 364 18 142

Existen QTLs para una gran variedad de caractelesje caracteres como el
crecimiento o calidad de la carne hasta caract&lasionados con la resistencia a
enfermedades o el comportamiento. No obstanteddebgue los analisis tradicionales
de QTLs se han focalizado en caracteres productipes afectan al crecimiento,
composicién y calidad de la canal o reproducciday hn mayor nimero de QTLs
identificados para estos caracteres.

En la Tabla 1.5 se presenta una revision de QTLS8€E8 depositados en la base
de datos PigQTldb para caracteres de engrasanmyerdamposicion de AG con efecto
sobre la calidad de la canal y de la carne. Unie pany importante de estos QTLs han

sido detectados en un cruce Ibérico x Landrace ABM
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Tabla 1.5 QTLs detectados en el SSC8 para la composiciGAGlg engrasamiento
(PigQTLdb:http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/SS/browdenio 2013).

Categoria

Caracter Referencia

Composicién
de los AG

Grasa

Porcentaje de &cido estearico Gu@l. 2009; Estelléet al. 2009a;
Uemotoet al.2012.

Porcentaje de acido palmitoleico  Cletpal. 2003; Estellét al. 2009a;
Ramayo-Caldast al. 2012.

Porcentaje de acido linoleico Gabal. 2009; Estelléet al. 2009a.

Porcentaje de &cido oleico Clepal.2003; Sancheet al.2007;
Estelléet al.2009a; Uemotet al.
2012; Ramayo-Caldast al.2012.

Porcentaje de acido eicosenoico @tial 2009.

Porcentaje de acido gadoleico Estell@l. 2009a.

Porcentaje de &cido vaccenico Estetl&l 2009a.

Total de AGS Guet al. 2009; Ramayo-Calda al.
2012.

Contenido de AG insaturados Geioal. 2009; Ramayo-Caldas al.
2012.

Relacién de los AGPI con los Guoet al.20009.

AGS

Ratio entre acido vaccenicoy = Ramayo-Caldast al. 2012.
acido palmitoleico

indice de dobles enlaces Geioal. 2009.

Longitud promedio de la cadena Cletpal. 2003.

Peso de la grasa Knett al. 1998.; Paszeét al. 2001
Total de grasa corporal Edwaretsal 2008.
Espesor de grasa dorsal Rotetal 2000; De Koninget al

2003; Vidalet al. 2005; Sancheet al.
2006; Liuet al.2007; Muiozt al.
2009; Cheret al 2009; Paret al
2010; Tomaet al 2011; Edwardst
al. 2008; Cherett al 2011.

Espesor de la grasa subcutanea éiiu et al 2007.

el hombro

Porcentaje de grasa en la canal Uenatta. 2012.

Contenido de GIM Duthiet al.2008.

Didmetro de los adipocitos Geldermartral 2010; Ruckeret al

2012.
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El siguiente paso después de la deteccion de QF Lsidentificacion de los genes
y polimorfismos causales. Existen varias estraseg@ara la identificacion de dichos
genes como la busqueda de genes candidatos paidposy el analisis de genes
candidatos funcionales por posicion. En las espedemésticas, la estrategia
comunmente utilizada ha sido la eleccion del gebase a su fisiologia y a su posicion,
descrita en la misma especie o por mapeo comparatm especies de las que se
dispone de mapas de alta resolucién, como el hurosaeb raton. No obstante, la
identificacién de la mutacion causal de los QTLed&tdos es complicada debido al
gran numero de genes presentes en cada region sonoa y al desequilibrio de

ligamiento generado en las poblaciones experimen{&laronaet al 2005).

Si se identifica urlocus con un efecto mayor, y se puede disefiar una prueba
molecular, el genotipo de los animales en didoospuede utilizarse para la seleccion.
En otros casos, puede identificarse una region @somica cercana al gen de interés y
utilizarse como marcador. A este tipo de selecaérla conoce bajo el nombre de
seleccion asistida por marcadores (MAS). Estategiieapermite seleccionar los alelos
de los marcadores que estan asociados con aleloslides del QTL. La principal
ventaja de la MAS es que el genotipo del marcadgopwsede determinar justo al
nacimiento del animal sin tener que esperar a tseregistros fenotipicos (Haley y
Visscher, 1998-1999).

1.8. El proyecto IBMAP

El material animal utilizado para realizar el prdseestudio corresponde al
proyecto IBMAP, llevado a cabo en colaboracion engt Instituto Nacional de
Investigaciones Agrarias (INIA), la Universidad Ideida-Instituto de Investigacion de
Tecnologias Agroalimentarias de la Generalitat dstaldnya (UdL-IRTA) y la
Universidad Autbnoma de Barcelona (UAB). En el gatp IBMAP se gener6 un cruce
experimental entre cerdos Ibéricos de la estirpad@erbas (Deheson del Encinar,
Toledo) y hembras Landrace (Nova Genetica S.A.xefdo Ibérico se caracteriza por
una excelente calidad de la carne y una composd®AG saludable para la dieta
humana, mientras que la raza Landrace es una deazas comerciales donde la

seleccion artificial ha modificado notablementeosstaracteres. Para identificar los
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QTLs y genes responsables de estos caractereszsar 3 machos Ibéricos con 31
hembras Landrace. De este cruce se obtuvo una U€lpermiti6 obtener una F2

(cruzando animales de la F1). Ademas, se selecoiorta machos (F1) que fueron

cruzados con 26 hembras Landrace para obtener tuocreee de 166 animales
(BC1_LD) (Figura 1.5).

524 F1x26 2 (Raza

Landrace)
F2 (321) BC1 LD (166)

Figura 1.5. Esquema del material animal correspondientealquto IBMAP utilizado
en el presente trabajo.

El objetivo inicial del proyecto IBMAP era detect@TLs relacionados con
caracteres de crecimiento, engrasamiento y cald#ada canal y de la carne en la
poblacién experimental F2. Posteriormente, se ptaat refinamiento de la posicion de
los QTLs de mayor interés y el analisis de genedidatos. En la Tabla 1.6 se resumen
algunos de los principales QTLs identificados ecrete IBMAP.
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Tabla 1.6 QTLs detectados previamente en el proyecto IBMé@gumidos por el tipo
de caracter y el cromosoma donde tiene efecto eld@lectado.

Caracter Cromosoma Referencia

Ovilo et al. 2000; Pérez-Enciso
et al. 2000; Varonaet al 2002;

Crecimiento, canaly SSC2, SSC4, SSC6y Mercadéet al. 2005a: Oviloet

engrasamiento SSEX al. 2005; Pérez-Encis@t al
2005.
Ovilo et al 2000; Oviloet al
Calidad de la carne SSC3, SS5C4, SSCE, 2002a; Pérez-Encisst al 2002;

SSC7, SSC8y SSCX Mercadeéet al. 2005a.

Pérez-Encisaet al 2000; Clop
et al 2003; Mercadéet al.
2006a; Munozt al.2007.

Composicion de los  SSC4; SSC6; SSCS;
AG SSC10; SSC12; SSCX

En el afio 2000, Pérez-Enciso y colaboradores eoafon la presencia del QTL
FAT1 en el cruce IBMAP concluyendo que ademas de afettaspesor de la grasa
también tiene efecto sobre la composicion de los. AStos resultados fueron
confirmados en estudios posteriores (Clep al 2003). Gracias al refinamiento
realizado de este QTL en el SSC4 con una pobld€3on BC, se observo la existencia
de dos QTLs. El primero de ellos, cerca del §a&BP4 (0o A-FABP)con un efecto
importante sobre la grasa y el crecimiento, mientae el segundo afectaba al
crecimiento y la forma del animal. Este ultimo Qddrresponde con la region deAT1
(Mercadéet al. 2005a; Mercadéet al 2006b; Figura 1.6). Se ha demostrado que
polimorfismos en el geRABP4 estan altamente relacionados con la grasa y maafor

del QTL. Sin embargo, no parecen ser la mutaciasalgMercadét al. 2006b).
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Figura 1.6. Perfiles de -log (P-valor nominal) del QTL identificado en el SSC4lde
poblacion F2 IBMAP (Mercadét al 2005a).

En 2003, Clop y colaboradores realizaron el priragélisis del genoma en
busqueda de QTLs que afectaran a la composiciGAGlen porcino. Utilizando la
generacion F2 del cruce IBMAP, se identificaron amantes QTLs para la
composicion de AG en GD en los cromosomas poraindgs 8, 10 y 12. El QTL del
SSC8 fue significativo para el porcentaje de agdbmitico (C16:0) y palmitoleico
(C16:1(n-9)). Del mismo modo, también presentd fette significativo la longitud
promedio de la cadena de los &cidos grasos (A@krage Chain Lengjh(Clop et al.
2003; Estelléet al.,2009b) (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Perfiles de -log (P-valor nominal) del QTL identificado en el SSC8lde
poblacién F2 IBMAP. La linea horizontal en el varcorresponde a un valor de
significacion de 0,01 (Estelk al 2009Db).
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Recientemente, se ha realizado un andlisis de am$étei del genoma completo
(GWAS, Genome-Wide Association StidiRamayo-Caldast al 2012) con los datos
genotipicos del chip de 60K SNPs (lllumina) y lanpmsicion de AG en musculo
(Longissimus dor¥ien 144 animales del retrocruce BC1_LD (25% llmgricandrace
75%). Este estudio ha permitido refinar la posiai@h QTL del SSC8 e identificar el

genELOVL6como potente candidato posicional y funcional.

1.8.1. Genes candidatos analizados en el cruce IBIRA

En el proyecto IBMAP se han analizado numerosoggeandidatos (Tabla 1.7).
Estos analisis se han centrado principalmentee®Td_s que afectan al metabolismo y
la calidad de la carne debido a la relevancia desesaracteres en la calidad de los
productos curados en la raza ibérica. La mayorislestudios se han realizado en el
SSC4 y SSC6 debido a la relevancia que presentaba@TLs alli detectados con el
engrasamiento y la GIM. Ademas, se han analizadus @ienes candidatos para los
QTLs detectados en el SSC2, SSC8, SSC12 y SSCX.

Tabla 1.7.Principales genes candidatos analizados en et ¢tBMAP.

SSC Caracter asociado al QTL Gen candidato testado

SSC2 Crecimiento y engrasamiento IGF2 (Estelléet al. 2005).
DECR(Clopet al 2002),DGAT1
Crecimiento, engrasamiento y (Mercadéet al 2005b),FABP4

SSC4 forma (Mercadéet al.2006b),FABP5
(Estelléet al. 2006).
LEPR(Ovilo et al. 2005),FABP3
SSC6 Engrasamiento y GIM (Ovilo et al 2002b) ACADM (Kim

et al. 2006).
CDS1(Mercadéet al 2007),FABP2
(Estelléet al. 2009b) MTTP (Estellé

SSC8  Composicion de los AG et al 2009a) ELOVL6(Corominaset

al. 2013).
SSC12 Composicion de los AG FASN GIP y ACACA(Mufozet al
2007).
Composicion de los AG, ACSL4(Mercadéet al.2006a;

X . . .
SSC crecimiento, engrasamiento y GIM Corominaset al 2012).
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Algunos de los genes candidatos posicionales peterdinados QTLs detectados

previamente son:

Gen 2,4-dienoyil-CoA reductase (DECR) por su efecto en la oxidacion de los
AG insaturados. El mapeo RH y el analisis de ligara lo posicionaron dentro
del intervalo de confianza del QTL del SSC4 pergypesar de detectar un
polimorfismo que causaba cambio aminoacidico, gstgegaba a frecuencias
muy bajas en el pedigri y no se realiz6 un estdéiasociacion (Clogt al
2002).

Leptin receptor (LEPR) y Heart fatty acid binding protein (FABP3): Ambos
genes estudiados para el QTL del SSC6.

El gen LEPR est4 implicado en el control del hambre y en laulaezién del
balance energético. La asociacion detectada esteegen y la deposicion de
GD lo convierten en un gen candidato interesantea pzaracteres de

composicion corporal (Ovilet al. 2002b, 2005).

El genFABP3codifica para una proteina relacionada con el panis de AG.

Los resultados obtenidos varian en funcién del deéstadistico. Si se aplica
un modelo animal, este gen se asocia con el cauate GIM. Sin embargo,
cuando el polimorfismo se incluye en el analisisrelgresion del QTL, no se

detecta ninguna asociacion (Oviibal 2002b).

Porcine insulin-like growth factor 2 (IGF2) situado en el SSC2. Aunque no se
habia detectado previamente ningin QTL en la reggoeste gen (Varored al
2002), la mutacién esta segregando en una pequafidiaf de la F2,
detectdndose una asociacion con grasa, area del yopeso de los jamones
(Estelléet al 2005).
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Microsomal triglyceride transfer protein (MTTP). En 2009, Estellé y
colaboradores analizaron el gMfTTP como gen candidato para el QTL del
SSC8. Se identificd un
SNP €.2573T>Q que

provoca un cambio

Membrane

aminoacidico Association
Dotnam

(Phe840Leu) dentro de

dominio de ApoB
= Bindinz

transferencia lipidica Domain

(Figura 1.8). Aunque

este cambio

aminoacidico se

considera una mutacioi

conservativa, el analisis C Sheet

in silico de la proteina LipLdTmn-:-ferDo.tmiﬂ

predijo que la mutacion rigura 1.8. Gen MTTP con la mutacion en el
era potencialmente dominio de transferencia lipidica.

perjudicial. Ademas, en
un ensayo de actividad vitro se determino una diferencia de actividad entre los
dos alelos. Estos resultados reforzaban el intlebgenMTTP como candidato

posicional de este QTL para la composicion de AGBn

ELOVL fatty acid longase 6 (ELOVL6) esté involucrado en la lipogénesdis
novq actuando sobre la elongacion de los AGS y AGMIgéh ELOVL6 ha
sido analizado como un potente candidato posicigrfahcional del QTL del
SSC8. Un polimorfismo en la regién promotora dee egén ELOVLG6:C.-
533C>T) ha sido recientemente asociado con el porcedwjéacido palmitico
(C16:0) y palmitoleico (C16:1(n-7)) en musculo yde adiposo (Corominast
al. 2013). El genotipo del polimorfismBLOVL6:c.-533C>Test4 asociado con
la expresion del geBLOVL6en tejido adiposo. En concordancia con la funcion
del gen, una menor expresion correlaciona con uyomporcentaje de acido
palmitico (C16:0) y palmitoleico (C16:1(n-7)) en sculo y tejido adiposo
(Corominaset al. 2013).
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1.8.2. Evaluacion de nuevos genes candidatos pomsnrelacionados con el QTL
del SSC8

El presente trabajo se centré en la blusqueda des gamdidatos posicionales para

los QTLs detectados en SSC8 (Cli@l 2003; Ramayo-Caldag al. 2012).

Gen SET Domain Containing (Lysine Methyltransferase) 7 (SETD7). El
dominio SET contiene una lisina metiltransferasa. ElI GHTD7codifica para
una histona metiltransferasa que metila especiBotenla Lys-4 de la histona
H3. Esta metilacion representa una etiqueta epigen@&specifica para la
activacion transcripcional. Parece que este gayaju@ papel fundamental en la
respuesta inflamatoria mediada por la glucosa y@tanto es un gen candidato
para complicaciones vasculares diabéticas (Estival 2011). Ademas,
desempeia un papel central en la activacion trgeganal de genes tales como
la colagenasa y la insulin@ETD7es también un regulador de ADN (citosina-5-
)-metiltransferasal ONMT1), que es responsable del mantenimiento de los
patrones de metilacion del ADN en las divisiondslaeees (Estévet al 2009).

El gen SETD7 porcino (ENSSSCG00000030396) consta de 38.136 pb y 7
exones. Este gen se transcribe a un ARNm de 5915 p
(ENSSSCT00000023019). Asimismo, el gen codificapnoéeina de 353 amino
acidos.

Gen Mastermind-Like 3 (MAML3). Mastermind(Mam) fue identificado por
primera vez erDrosophilacomo un importante regulador de la sefalizacion
Notch (Helms et al. 1999), actuando como coactivador transcripciohal.
sefalizaciorNotches un mecanismo conservado evolutivamente queardgul
comunicacion célula-célula necesaria para el destielular en metazoos
(Artavanis-Tsakonagt al. 1999; Mumm y Kopan 2000). En vertebrados, la
sefalizacionNotch se ha demostrado que media la diferenciacién cekna
multiples tejidos (Lanfordet al. 1999; Milner et al. 1999). Ademas, las
anomalias en la sefializacidlotch estan vinculadas a enfermedades humanas
como la neoplasia, derrame cerebral, el sindronla delestasis intrahepatica y
la enfermedad cardiaca congénita (Elliseral. 1991; Bulmaret al. 2000). En
vertebrados se han identificado cuatro geveth (Notchl, Notch2Notch3 y

Notchd (Weinmaster, 1997). Cada uno de ellos desempefiiohes
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independientes y superpuesi@wiatek et al. 1994; Weinmaster, 1997). Los
productos de los genéotch son moléculas de tipo receptor que se sintetizan
primero como grandes proteinas transmembrana alé. i} gen porcino consta
de 194.432 pb (ENSSSCG00000009060) e incluye 4esx®e transcribe a un
ARNmM de 3.991 pb (ENSSSCT00000009924) que codifi@proteina de 453

amino acidos.

Ambos genesSETD7y MAML3) han sido identificados en un estudio de co-
asociacion gendomica y redes génicas aplicado astcadn genética del contenido
intramuscular de AG (Ramayo-Caldatsal 2013).



I I m Objetivos
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El presente trabajo se engloba dentro del proydtinECO AGL2011-29821-C02
desarrollado en colaboracion entre el Instituto iblzad de Investigaciones Agrarias
(INIA) y la Universidad Autébnoma de Barcelona (UAHste proyecto ha sido posible
gracias a los resultados obtenidos previamenteepqroyecto IBMAP en el cual,
mediante barrido gendmico, se detectaron QTLs td#és econdémico en un cruce F2
entre Ibérico (linea Guadyerbas) y Landrace. Edgmte trabajo trata de profundizar en
la caracterizacién genética de los QTLs del crommas® relacionados con la

composicion de acidos grasos.
Los objetivos especificos del presente trabajoofuer

1.) Estudiar los QTLs del SSC8 para la composicion cdo& grasos en grasa
dorsal en la generacion F2 del cruce IBMAP con anep de 144 SNPs
informativos distribuidos a lo largo del SSCS8.

2.) Analizar los genes candidatos posiciond&&©VL6, SETD7 y MAML3 de los
QTLs del SSC8: identificacion de polimorfismos, laig de expresion génica y
realizacion de estudios de asociacion con caractee@acionados con el

metabolismo lipidico.
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ABSTRACT

Content and fatty acid (FA) composition in swineaiparameter of increasing interest
because of their effect on carcass performance raedt quality. A QTL for FA
composition in backfat (BF) was identified in poreichromosome 8 in an Iberian by
Landrace swineross. More recently, a genome association ana{¢a/¢AS) with the
60 K SNP chip detected the same genomic regiortaitemuscle FA composition in a
backcrossed population. THeLOVL fatty acid elongase 6 (ELOVL6) was a strong
positional candidate gene involvedda novo lipogenesis, acting on the elongation of
saturated and monounsaturated FAs. A polymorphisithe promoter region of this
gene was associated with the percentage of pal(ié:0) and palmitoleic (C16:1(n-
7)) FAs in muscle and adipose tissues. This vanas also associated with differences
in ELOVL6 gene expression in adipose tissue which were steméiwith gene function

and FA composition.

The aim of this work was to study the SSC8 QTL Fé composition in BF in a F2
generation of an Iberian x Landrace cross with aepaf 144 informative SNPs
distributed along the chromosome. The combinatiba single-marker analysis and a
haplotype-based approach allowed the identificatibtwo trait-associated SNP (TAS)
regions for FA composition in BF adipose tissuetha first TAS region, located at 93
Mb, two genes were identified and selected as iposit candidate genemastermind-
like 3 (MAML3) and SET domain containing lysine methyltransferase 7 (SETD7). The
second TAS position, located 119 Mb, correspondbld@reviously describeel OVL6
chromosomal region. A search for polymorphismsha MAML3 gene revealed two
new microsatellites that were genotyped in 132 baxds animals and 168 F2 animals,
showing no significant associations for any of taracters studied. Otherwise, a
search for polymorphisms in tHETD7 gene revealed nine SNPs. Two SNPs were
selected for genotyping 144 backcross anim&iSID7:¢.-1034T>G located in the
promoter region an@ETD7:¢c.700G>T placed in exon six and producing a Valine for
Leucine change in the protein. In the same BB D7:¢c.700G>T was genotyped in
168 F2 animals. The identified polymorphisms weret the most statistically

significant for the studied characters.

Furthermore, we performedMAML3 gene and &ETD7 gene expression analysis by

real-time PCR in the liver and BF of 56 backcrossdles. However, no association
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was detected betweeBETD7 genotypes and expression. The same happened with
MAML3 genotypes. Future research is required to studyeffect of the identified
polymorphisms in the protein activity.

In the same wayELOVL6:c.-533C>T polymorphism was genotyped in 168 F2 animals,
showing a strong association with BF percentagestedric (C18:0) and palmitoleic
(C16:1(n-7)) FAs, and C18:1(n-9)/C18:0, C16:0/C14:G16:1(n-7)/C16:0 and
C18:0/C16:0 related indices. Hence, confirmingpleotropic effect in BF and IMF of
the SSC8 QTL and reinforcing the relevanc&b®VL6:c.-533C>T polymorphism.

Keywords: pig, adipose tissue, QTL, Trait-associated SNP, MAML3, SETD7, ELOVLS6.
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3.1. INTRODUCTION

One of the main sources of human food is swine mdath represents more than 40%
of the meat produced worldwide (Rothschild & Ru¥ys2011). Success of pig meat
production was strongly related to improvementgyiowth and carcass yield. Meat
quality traits are essential for the processinguétiy and end consumer acceptance
(Parket al., 2002); and, as a result, these qualitativestiagtve been widely studied in
breeding programs. Content and fatty acid (FA) cositpn in swine is a parameter of
increasing interest because of their effect onasa@erformance and meat quality. It
determines important sensorial and technologigaéets of meat due to the variability
in the melting point of FA. In addition, the amouantd type of fat in the diet have a
major impact on human health. High consumptionabfisted fatty acids (SFA) raises
plasma LDL-cholesterol, which is a major risk factor atherosclerosis and coronary
heart disease (CHD) (Clarlat al., 1997; Mensink & Katan, 1992; Wolfram, 2003).
Although, recent studies suggest that individuaASHhave different physiological
effects. Indeed, SFAs (lauric acid (12:0), myristaid (14:0) and palmitic acid (16:0))
raise LDL and HDL cholesterol whereas stearic §€idl8:0) is neutral (Hunteat al.,
2010; Astrupet al., 2011), but still some epidemiologic evidencegasggs that stearic
acid (C18:0) is associated with CHD (ldual., 1999). In contrast, cis-monounsaturated
fatty acids (MUFA) and polyunsaturated fatty ac{@&JFA) are beneficial for human
health. PUFA have been shown to protect against QH#dris et al., 2007), whereas
MUFA are also considered to have a hypocholestericleffect (LoOpez-Huertas, 2010)

and, in addition, to have a beneficial effect osulin sensitivity (Ros, 2003).

Using an Iberian by Landrace swine F2 interc{tBMAP) (Clop et al., 2003) a QTL
was identified in porcine chromosome 8 (SSCB8) k& percentage of palmitic (16:0)
and palmitoleic (C16:1(n-7)) FAs and the averageytle of FAs in backfat (BF). In
addition, a suggestive effect on the percentagdedt acid (C18:1(n-9)) was observed.
More recently, a GWAS (Ramayo-Caldetsal., 2012) with genotypes from the 60 K
SNPs chip (lllumina) and intramuscular fat (IME)p(gissimus dorsi) FA composition
was conducted in a backcross population (BC1_LDp 2berian and 75% Landrace).
This study allowed the identification of five genienmnegions in SSC8 associated with
IMF FA composition. A combined linkage QTL scan a@dVAS done in the same
backcross revealed significant pleiotropic regiwh effects on palmitic acid (C16:0)
and palmitoleic acid (C16:1(n-7)) in both IMF andF Bissues (Mufiozt al., 2013,
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manuscript submitted). The strongest associatigmasiwas detected in a chromosomal
region where th€eLOVL fatty acid elongase 6 (ELOVL6) gene is locatedeELOVL6
gene is involved ime novo lipogenesis, acting on the elongation of SFA arldPA. A
polymorphism in the promoter region of this geBe@VL6:c.-533C>T) was associated
with the percentage of palmitic (C16:0) and palfeio (C16:1(n-7)) FAs in IMF and
BF adipose tissues (Corominas al., 2013). This SNP was also associated with
ELOVL6 gene expression in BF, being gene expression gcordance with FA
composition: a lower expression BEOVL6 gene was observed in animals with higher
percentages of palmitic (C16:0) and palmitoleic @@{n-7)) FA in both IMF and BF
tissues (Corominaat al., 2013).

The main goals of this work were: 1) to study theC8 QTL architecture for FA
composition in the F2 generation of the IBMAP crasgig a panel of 144 informative

SNPs, 2) to analyze additional positional candidatees.

3.2. MATERIALS AND METHODS

3.2.1. Animal samples

Animals used in this study belong to the IBMAP &r0a population generated by
crossing 3 Iberian (Guadyerbas line) boars with.&idrace sows (Pérez-Encieioal .,

2000), and containing several generations and basgkes. The 144 SNP chip
genotyping was done in the F2 animals. B88D7 andMAML3 sequencing and gene
expression analyses were carried out in animata fidoackcross (BC1_LD) generated
by crossing five F1 (Iberian x Landrace) boars vééhLandrace sows and producing
144 backcrossed animals. All animals were mainthunader intensive conditions and
feeding wasad libitum with a cereal-based commercial diet. The experimevere

performed in Europe following national and instbuatl guidelines for the ethical use
and treatment of animals in experiments. In addiiftowas approved by the Ethical
Committee of the Institution (IRTA Institut de Reca i Tecnologia Agroalimentaries).
Backcross animals were slaughtered at an averageobhd79.8 + 62.3 days, and
samples of liver and adipose tissue were collectedp-frozen in liquid nitrogen and
stored at -80°C until analyzed. DNA was extractechfblood samples of all animals by

the phenol-chloroform method, and used for promateplification and polymorphism

genotyping.
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3.2.2. Analyzed Traits

The composition of 10 FA in IMA_pngissimus dorsi muscle) and BF (taken between
the third and the fourth ribs) tissues was deteeshias described before (Clepal.,
2003; Ramayo-Caldast al., 2012). Subsequently, the percentage of each F& wa
calculated along with the global percentages of SAWFA, PUFA and related indices.

3.2.3. Genotyping and Quality Control

A total of 470 animals were genotyped for 144 SKPd/eraCode (Illumina) chip, a
selection of 142 informative SNPs derived from Boecine SNP60K BeadChip (Ramos
et al., 2009) and two additional SNPs corresponding e previously detected
polymorphisms in theMTTP (Estelléet al., 2009a) and-ABP2 (Estelléet al., 2009b)
genes, using th&oldenGate methodology. Position of the SNPs was based on the
whole  genome  sequence assembly 10.2 build ofus scrofa
(http://www.animalgenome.org/repository/pigPLINK (Purcellet al., 2007) software
was used to remove markers that showed minor ditetpuency (MAF) < 5% and
missing genotypes> 5%. In total, 133 SNPs (92%) passed this qualieshold
filtering and were employed in subsequent analysenotyped animals were classified
into 6 families, two of which were removed for hayia limited number of animals,

leaving a total of 426 animals for the associatoalysis.

The SNPsSETD7:¢c.-1034T>G, SETD7:¢.700G>T and ELOVLG6:c.-533C>T were
genotyped using the KASP SNP genotyping system fophat
(http://www.lgcgenomics.com/genotyping/ The SNPs SETD7:¢.-1034T>G and
SETD7:¢.700G>T were genotyped for a total of 181 animals, 14thoke belonging to
BC1 LD and the rest being parental animals of BB®MIAP cross (FO and F1). In
addition, SETD7:¢.700G>T and ELOVL6:c.-533C>T SNPs were genotyped for 215
animals, 168 belonging to F2, 28 F1 and 19 for tategeneration. Besides this, two
new microsatellites of th®MAML3 gene were genotyped by PCR amplification and
capillary electrophoresis and fluorescent detectisimg an ABI Prism 3730 DNA
Analyzer (Applied Biosystems). A total of 352 anis)a20 of them belonging to the
parental generation, 32 to F1, 168 to F2 and 132G&_LD were genotyped for the

two microsatellites.
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3.2.4. Association analysis

The association was performed for FA compositiod mdices of FA metabolism in
426 F2 animals. In the same way, association udexe performed by paternal half-
sib families. A mixed model accounting for addite#ects was performed using Qxpak
5.0 (Pérez-Enciso & Misztal, 2011):

Yilkm= Sex+Batch+ po+ hac + ut Qjkm,

in which yijm is the I-th individual record, sex (two levels)dabatch (five levels) are
fixed effects, [ is a covariate coefficient witlbeing carcass weighk, is a -1, 0, +1
indicator variable depending on the I-th individuggnotype for the k-th SNPy a
represents the additive effect associated with SNfepresents the infinitesimal genetic
effect treated as random and distributed as W@, whereA is a numerator of the
kinship matrix and igm is the residual. To calculate the false-discovetg (FDR) the
R package g-value (Storey & Tibshirani, 2003) wasd) and the cut-off of the
significant association was set at g-vaiu@.05. The Bonferroni correction was used to
account for the false positive error rate assodiatieh multiple statistical tests. Version
2.15.2 of R (Ihaka & Gentleman, 1996; http://craproject.org) was used to calculate
the descriptive statistics for the 10 analyzedtdrand its related indiceblaplotypes
were reconstructed using DualPHASE software (Dr&etGeorges 2010), which
exploits population (linkage disequilibrium) andmidy information (Mendelian
segregation and linkage) in a Hidden Markov Modstiisg. Then, QTL fine-mapping
was performed for the most significant charact@®6:1(n-7); C18:0/C16:0; C16:1(n-
7)/C18:1(n-7) and ACL by simultaneously exploitintnkage and linkage

disequilibrium (LDLA) following the mixed model:
y=Xb+2Zh+2Zu+e,
in which b is a vector of fixed effects (sex andcby h is the vector of random QTL

effects corresponding to the K cluster defined lby Hidden State, u is the vector of

random individual polygenic effects and e is thetgeof individual error.
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3.2.5. Amplification and sequencing of the pigl AML3 and SETD7 genes

The proximal promoter and the exon 1 of tNAML3 gene was amplified and
sequenced in samples from the BC1_LD (n=10) andabdoars (n=2). A total of 931
bp were sequenced in two overlapping fragmentsl@ftip and 663 bp. Primers (Table
S1) were designed from th&us scrofa breed mixed chromosome 8 sequence
(ENSSSCG00000009060) available at 8serofal0.2 database assuming conservation
with the humarMAML3 gene (ENSG00000196782).

A total of 839 bp of th&&ETD7 promoter and exon 1 were amplified and sequented i
two overlapping fragments of 473 bp and 478 bp.rtyhsamples from animals
belonging to different generations of the IBMAP ssavere analysed. Primers (Table
S1) were designed fromSus scrofa breed mixed chromosome 8 sequence
(ENSSSCGO00000030396) available at tkscrofal0.2 database assuming gene
structure conservation with the hum@&rD7 gene (ENSG00000145391).

All primers were designed using the PRIMERS3 sofev@ozen & Skaletsky 2000) and
were validated using the PrimerExpress 2.0 softapplied Biosystems).

PCRs were carried out in a total volume of 25 ritaming 0.6 units of AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems), 1.5-2.5 mM MgC{depending on the primers; Table S1), 0.2
mM of each dNTP, 0.5 uM of each primer and 20 ngeriomic DNA. The thermal
profile was 94 °C for 10 min and 35 cycles at 94&C1 min, 58-62 °C (depending on
the primers; Table S1) for 1 min and 72 °C for 1n30, including a final step of 7 min
at 72 °C. Gradient parameters were determined basesize and G—C content of the
amplicon. The samples were then tested in 1.5%oagagel. Purification was
performed using the ExoSAP-IT® method. For the saging reaction we used the Big
Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit and welayed an ABI Prism 3730 DNA
analyzer (Applied Biosystems). Polymorphisms wédrecked through Seq scape v2.1.1
program (Applied Biosystems).

3.2.6. Detection of microsatellite polymorphisms

Based on the sequencing results of the promoté&nemd exon 1 of thBIAML3 gene,
two potential new microsatellites were identifiethe first microsatellite marker

included a tandem repeat of (GAnd was found in the promoter region. The second
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microsatellite consisted of a tandem repeat of (;&Bd was located in exon 1. Both
microsatellites were independently amplified udingrescent primers (Table S1). PCR
was performed in a 25 pl reaction mix containing tbllowing: 20 ng of genomic
DNA, 0.2 mM of each dNTP, 2.5 mM Mg£10.5 uM of each PCR primer and 0.6 units
of AmpliTag Gold (Applied Biosystems). PCR was asifollows: 94 °C for 10 min, 35
cycles of 94 °C for 1 min, 58 °C for 1 min, 72 ¥ 1:30 min and a final extension step
at 72 °C for 7 min. The two amplicons were mixeé aatio of 1: 3 (HEX: FAM) and
analysed using capillary electrophoresis on an REdm 3730 DNA analyzer (Applied
Biosystems) and the ROX-500 GeneScan Size Standdmel.peak height of each

product was determined using Peak Scanner 2 s&t{®qplied Biosystems).

3.2.7. RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA was extracted from liver and BF tissussg the RiboPure kit (Ambion),
following the manufacturer’'s recommendations. RNAswthen quantified using the
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop prtsjuand the RNA integrity
was assessed by Agilent Bioanalyzer-2100 (Agilezthhologies). One microgram of
total RNA of individual samples was reverse-traimad using the High-Capacity

cDNA Reverse Transcription kit (Applied BiosystenrsPOpl of reactions.

3.2.8. Gene expression quantification

A total of 56 females of the BC1l LD were used tafg@en gene expression
quantification. MAML3 and SETD7 gene expression was analyzed using the 48.48
microfluidic dynamic array IFC chip (Fluidigm) agepiously described (Ramayo-
Caldaset al., 2013, manuscript submitted). Briefly, two pl ib diluted cDNA was
pre-amplified using 2X Tagman PreAmp Master Mix ppd Biosystems) and 50nM
of each primer pair in 5ul reaction volume, accogdio the manufacturer’s directions.
The cycling program was 10 min at 95°C followedll®ycycles of 15s at 95°C and 4
min at 60°C. At the end of this pre-amplificatioiefs the reactions were diluted 1:5.
RT-gPCR on the dynamic array chips was conductedhenBioMarkTM system
(Fluidigm). Five pl sample pre-mix containing 2.5pfl SsoFast EvaGreen Supermix
with Low ROX (Bio-Rad), 0.25ul of DNA Binding Dye a®ple Loading Reagent
(Fluidigm) and 2.25ul of diluted pre-amplificatigamples (1:16 from liver and 1:64 for
BF samples), as well as 5ul assay mix containifsgl2of Assay Loading Reagent
(Fluidigm), 2.25ul of DNA Suspension Buffer (Tek@)wvand 0.25ul of 100uM primer
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pairs (500nM in the final reaction) were mixed desithe chip using the IFC controller
MX (Fluidigm). The thermal cycle was 60s at 95°@dwed by 30 cycles of 5s at 96°C
and 20s at 60°C. A dissociation curve was also aifaweach primer pair.

Data was collected using the Fluidigm Real-Time P@Ralysis software 3.0.2
(Fluidigm) and analyzed using the DAG expressioitmsoe 1.0.4.11 (Ballestest al.,
2013, manuscript submitted) using standard cureeselative quantification. Standard
curves with a four-fold dilutions series (1/4, 1/1664, 1/256, 1/1024) of a pool of 10
cDNA samples were constructed for each gene t@gakate the quantity values of the
studied samples. Of the four endogenous genesdt¢a@TB, B2M, HPRT1, TBP),
ACTB and TBP were the genes with the most stable expressiond&sompelet al.,
2002) in both tissues. The normalized quantity @alof each sample and assay were

used to compare our data.

PCR primer sequences have been previously desc(itathayo-Caldast al., 2013,
manuscript submitted).

3.3. RESULTS AND DISCUSSION

3.3.1. Association studies, linkage disequilibriumand linkage analyses (LDLA)

and family based studies

A total of 470 animals were genotyped for a setectf 144 informative SNPs using a
VeraCode (Illumina) chip. After quality control a subset of 133 SNPsreveetained
with high genotyping quality (call rate > 0.99)le used for the association studies.
An association analysis for the BF FA compositianthe C14:0 to C22:0 range was
performed. Statistical significant associationsev@und (Table 1) for the SFA myristic
(C14:0), palmitic (C16:0) and stearic (C18:0). ArgoMUFA, palmitoleic acid
(C16:1(n-7)) and oleic acid (C18:1(n-9)) were assted, whereas for PUFA only
eicosadienoic acid (C20:2(n-6)) was significanini&rly, metabolic ratio of average
chain length (ACL) showed a significant associatidnstrong association signal was
found for the C16:1(n-7)/C16:0 desaturation ratiod atwo elongation ratios:
C18:0/C16:0 and C18:1(n-7)/C16:1(n-7). These resalte in accordance with a
previous QTL scan (Clopt al., 2003) done in F2 animals with microsatellitestHis
study, the SSC8 QTL showed a clear effect on theep¢ages of palmitic (C16:0) and
palmitoleic (C16:1(n-7)) FA as well as on ACL.
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In our study, two regions containing trait-assaiaBENP (TAS) were clearly visualized
in the association plots at around 93 and 119 Mhafothe above mentioned FA and
indices with the exception of the C20:2(n-6)/C18:8] elongation ratio that showed
only one significant TAS region (120.99 Mb) (Taldg The 119 Mb TAS region
showed, for all the significant characters, a siemt signal than the 93 Mb region. The
strongest effects of both TAS regions were found galmitoleic acid (C16:1(n-7))
content and the C18:0/C16:0 and C18:1(n-7)/C167)(elongation ratios.

The observed effects on FA composition and indiaes concordant with a lower
expression of th&LOVL6 gene in animals with the Iberian allele (Coromiegasi.,
2013) for both TAS regions (Figure BLOVL6 elongates palmitic (C16:0) to stearic
(C18:0) and palmitoleic (C16:1(n-7)) to vaccenicl8Cl(n-7)) FA, thus a lower
ELOVL6 activity of the Iberian allele will decrease dillgcthese elongation ratios.
Moreover, as observed, lowELOVL6 activity will be associated with an accumulation
of palmitic (C16:0) and palmitoleic (C16:1(n-7)) FAvhile reducing the stearic FA
(C18:0) content.

For oleic FA (C18:1(n-9)), the main dietary FA, eduction of its content in BF was
observed for animals with the Iberian allele foe thAS regions in SSC8. It must be
noted that the opposite effect was observed imtapr SSC4 and SSC6 TAS regions
for oleic IMF content (Ramayo-Caldassal., 2012).

A combination of linkage disequilibrium and linkagealysis (LDLA) was performed
using 470 animals and a subset of 133 SNPs fomtbst significantly associated
characters (Table 2). The LDLA study pointed to ttve TAS regions identified by
association analysis. The 119 Mb region showedstiangest statistical signal for the
analysed traits. For instance, for the C18:0/CHobgation ratio, the LDLA approach
identified two genomic regions at 93.21-93.87 Mhd d17.67-119.89 Mb (Figure 2).

Plots of the other three characters analysed an@rsin Supplementary Figure 1.

To know if one or two QTLs are segregating on SS@8the BF FA and indices,
models fitting one QTL against a model consideitwg different QTLs were tested.
Results of the LR test indicated that models with QTLs were more likely for the 10
analysed traits (Table 3).
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In order to deepen the study of the two reportetbgec regions, association studies
were performed by paternal half-sib families. Aataif 470 animals were classified into
6 families, two of which were removed because thagl a low number of animals,

leaving a total of 426 animals for the analysist &b studied FA, the most significant

associations were found in family 1, which had highest number of animals (n=173)
(Figure 3). In this family, as expected, the 119 WIAS region showed a higher

statistical significance level than the 93 Mb regimr the palmitoleic acid content

(C16:1(n-7)) of BF. Conversely, in family 2, the B® was more strongly associated to
BF palmitoleic content (C16:1(n-7)) than the 119 Mpion.

All these results point towards the presence of @id_s for FA composition traits
segregating on SSC8. A GWAS for IMH.ohgissimus dorsi)) FA composition
(Ramayo-Calda®t al., 2012) in BC1 LD (25% Iberian 75% Landrace backsed
population) identified five chromosomal intervals 8SC8. The strongest signals for
palmitoleic acid (C16:1(n-7)) and C18:1(n-7)/C16:I( ratio where centered at SNPs
ALGA0048684 and SIRI0000509 which are locatedSaorofal0.2 assembly at 99.2
Mb and 119.7 Mb, respectively. Furthermore, a comthi linkage QTL scan and
GWAS done in the same backcross (Mugoal., 2013, manuscript submitted) revealed
two significant pleiotropic regions (at 93.3-99.%Mnd 110.9-126.9 Mb) with effects
on palmitoleic FA (C16:1(n-7)) in both IMF and BiEgdues. For palmitic FA (C16:0), a
large (83.8-130.6 Mb) chromosomal interval was isicgnt in both BF and IMF. Taken
together, two QTLs on SSC8 were shown to be setingge different crosses of the
IBMAP population. Both QTLs had a pleiotropic effen both BF and IMF FA depots

and affected palmitoleic FA (C16:1(n-7)) contentl aelated elongation ratios.

Gene annotation of the two TAS genomic regions tiled genes related to FA
metabolism. In the first regioDMAML3 (at position 92.67 Mb) anfETD7 (at position
93.13 Mb) genes were fountlAML3 acts as a transcriptional coactivator for NOTCH
proteins. It has been shown to amplify NOTCH-inaglt@nscription of HES1 (Oyama
et al., 2011). The product GETD7 gene is a histone methyltransferase that speltyfica
monomethylates Lys-4 of histone H3 (Syreemal., 2011) and, thus, it is implicated in
the epigenetic transcriptional regulation of geis83.D7 gene plays a central role in the
transcriptional activation of genes suchcaagenase or insulin (Chakrabartiet al.,
2003). In addition, bottfSETD7 and MAML3 have been reported in a predicted co-

association gene network for intramuscular FA cositfpn in pigs.
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In the second region, thELOVL6 gene was located (at position 120.12 Mb), as
previously described for IMF FA composition (Cororaset al., 2013).ELOVL6 is a
strong positional and functional candidate geneolired in de novo lipogenesis and
acting on the elongation of saturated and monouretaid FA. A polymorphism in the
promoter region of this gen&l(OVL6:c.-533C>T) was associated with the percentage
of palmitic (C16:0) and palmitoleic (C16:1(n-7)) FA muscle and adipose tissue
(Corominaset al., 2013). The genotype of polymorphisBiOVL6:c.-533C>T was
associated with differences ELOVL6 gene expression in adipose tissue. As expected
by the elongation function of the gene, a loEEOVL6 expression was associated with

a higher percentage of palmitic (C16:0) and palleito(C16:1(n-7)) FAs in muscle and

adipose tissue (Corominaisal., 2013).

3.3.2. Identification of polymorphisms in the porche MAML3 and SETD7 genes

A 931 bp fragment of the piyIAML3 gene, covering part of the promoter region and
part of exon 1, was amplified and sequenced inrithas. Two novel microsatellites
were found; a (CA)tandem repeat was located in the promoter regiaghaa(CGG)
tandem repeat was identified in exon 1. The vditgbof both microsatellites is
represented in Table 4. These microsatellites wertyped by PCR and capillary
electrophoresis and fluorescent detection in d tt&52 animals: 20 founders, 32 F1,
168 F2 (family 1), and 132 BC1_LD.

To find polymorphims in the porcin€ETD7 gene, a 839 bp fragment of tBETD7
promoter and exon 1 was amplified and sequenced ffenomic DNA of 30 animals.
In addition, the identification of polymorphisms the entire coding region of the
SETD7 gene was performed usiiNA-Seq data with the Integrative Genomics Viewer
(IGV) software http://www.broadinstitute.org/igy/ The alignment and analysis of

these sequences allowed the identification of miaklymorphisms (Table 5). Two of
them were selected to be genotyped, one in the ggeomegion $ETD7:c.-1034T>G)
and one non-synonymous polymorphism in exon s¥TD7:c.700G>T), which
produces an amino acid change of valine to leudRegarding the IBMAP founders,
the SETD7:¢.-1034T and SETD7:¢c.700T alleles were fixed in Iberian boars. Both

polymorphisms segregated in the BC1_LD animals.

The SNPSSETD7:¢.-1034T>G andSETD7:¢.700G>T were genotyped using the KASP
SNP genotyping system platform for a total of 18imals, 144 of those belonging to
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BC1 LD and the rest being parental animals of BB®MIAP cross (FO and F1). In
addition, SETD7:¢.700G>T were genotyped in the family 1 of the F2 generatio
including 168 F2 animals, 28 F1 and 19 founders.

3.3.3. Association study for BF FA composition indmily 1 of the F2 generation

An association analysis with the SSC8 genotype® fi83 SNPs of the Porcine SNP
VeraCode (Illumina), two selected SNPSKETD7:¢.700G>T and ELOVL6:c.-533C>T)
and two new microsatellites MAML3 gene MAML3 _MS1 andMAML3 M) in 168

animals of the F2 generation belonging to familyas performed.

For the first region (93 Mb) th&ETD7 andMAML3 genes were studied. For t86TD7
gene, the polymorphist®ETD7:¢.700G>T analyzed was not the most significantly
associated in this region (Table 6). In additi®iAML3 gene microsatellites showed no

significant associations for any of the characstuslied.

For the second region (119 Mb) tBeOVL6 gene was studied, a polymorphism in the
promoter region of this gen&l(OVL6:c.-533C>T) was previously associated with the
percentage of palmitic (C16:0) and palmitoleic (A16-7)) FAs in IMF and BF
adipose tissues of BC1 LD animals (Coromieaal., 2013). Here, we have found that
the ELOVLG6:c.-533C>T polymorphism showed the highest association whke t
percentage of palmitic (C16:0) and palmitoleic (Q16-7)) FAs, ACL, and the
C18:0/C16:0 and C18:1(n-7)/C16:1(n-7) ratios (Table Hence, these results are
consistent with those found in the IMF FA compasitiof the BC1_LD generation
(Corominas et al., 2013). The clear association of thelLOVL6:c.-533C>T
polymorphism with the percentage of FA in IMF anB Bdicates a pleiotropic effect

of this gene.

A study of the additive value of tHETD7:¢.700G>T and ELOVLG6:c.-533C>T SNPs
showed a higher contribution &L.OVL6:c.-533C>T SNP on all the studied FA and
indices. Furthermore, the additive value of theritbe alleles was always going in the
same direction for the two SNPs (Table 7).
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3.3.4. Effect of theSETD7:c. 1034T>G and SETD7:¢.700G>T SNPs andMAML?3

microsatellites on gene expression

The expression profile of the piJAML3 gene andSETD7 gene were studied in liver
and BF tissues of 56 BC1_LD females by real-timeCBP When animals were
classified according to theSETD7 genotypes, eitherSETD7:¢.-1034T>G or
SETD7:¢.700G>T, no significant differences were found in liver aadipose tissues.
The same result was observed when animals weresif@ds according to the
MAML3 MSL and MK microsatellites. When the correlation BIAML3 or SETD7
expression levels between both tissues were armlyzet clear associations were
observed between tissues, suggesting different amesins controllingMAML3 and

SETD7 genes expression in BF and liver tissues.

3.4. CONCLUSIONS

Association and LDLA studies were performed betwB&hFA composition and the
genotypes of 133 SNPs of SSC8 in 470 F2 animal® TAS regions were identified
around 93 and 119 Mb of SSC8, being the strondestroed effects of both regions for
palmitoleic acid (C16:1(n-7)) content and the C181%:0 and C18:1(n-7)/C16:1(n-7)
elongation ratios. The 119 Mb TAS region showed,dlb the significant characters, a
strongest signal than the 93 Mb region. M@ML3 andSETD7 genes where analysed
as positional candidate genes of the 93 Mb TASoregiwo novel microsatellites were
found in the promoter region and exon 1 of MMML3 gene. Nine SNPs where
identified in theSETD7 gene: 4 in the promoter region and 5 in codinghexacluding

a non-synonymous substitution. The association yarsal with these new
polymorphisms showed no significant associationsttie genotypes dfIAML3 gene
microsatellites. Although statistically significarihe SETD7:¢.700G>T SNP was not
the strongest signal in the 93 Mb region. Thesailt®ssuggest that the studied
polymorphisms in theMAML3 and SETD7 are not the causal variants of the 93 Mb
QTL. The expression dWAML3 andSETD7 genes was studied in the liver and adipose
tissues of 56 animals, showing no association wikie genotypes of the
SETD7:¢.700G>T SNP andMAML3 microsatellites. Conversely, thELOVLG6:cC.-
533C>T was genotyped in a half-sib family of the F2 gatien and showed the
highest association with the percentage of paln@it6:0) and palmitoleic (C16:1(n-
7)) FAs, ACL, and the C18:0/C16:0 and C18:1(n-7PQ{n-7) elongation ratios.
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Hence, the ELOVL6:c.-533C>T is pleiotropic, affecting the BF and IMF FA
composition. These results reinforce the role efBhOVL6 gene polymorphism in the
determination of the SSC8 QTL.
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Table 3. Analysis of a two QTLs model in SSC8 for the megjnificant regions
affecting BF FA composition.

Trait Chromosomal
SNP LR P-value
region (Mb)
C14.0 91.57 ALGA0048513 21.0699 4.43E-06
117.66 ALGA0049139
C16:0 91.57 ALGA0048513 47.4716 5.58E-12
117.66 ALGA0049139
C18:0 91.56 H3GA0025111 19.1441 1.21E-05
119.73 SIRI0000509
C16:1(n-7) 91.56 H3GA0025111 68.9761 1.11E-16
119.73 SIRI0000509
C18:1(n-9) 91.57 ALGA0048513 35.9079 2.07E-09
117.66 ALGA0049139
C20:2(n-6) 91.56 H3GA0025111 23.3687 1.34E-06
117.55 ALGA0049135
ACL 91.57 ALGA0048513 69.2893 1.11E-16
117.66 ALGA0049139
C16:1(n-7)/C16:0 91.57 H3GA0025111 37.5734 8.80E-10
119.73 SIRI0000509
C18:0/C16:0 91.56 H3GA0025111 66.7598 3.33E-16
119.73 SIRI0000509
C18:1(n-7)/C16:1(n-7) 91.57 ALGA0048513 66.3888 3.33E-16
119.73 SIRI0000509

LR. Likehood ratio test values.
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Table 4.Microsatellites identified in thIAML3 gene.

SSR locus 5’ fluorescent label No. of alleles Sin€alleles
MAML3 MS1 HEX 2 135,137

MAML3 M2 FAM 8 233,239,243,245,247,251,257,259
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Table 5 Polymorphisms identified in the proximal promoterd coding regions of the
SETD7 gene.

Gene localization  Position (bp) REf PoP Aminoacidic change
Promoter! -1300 A G
-1034 T G
-980 C A
-632 T C
Exon 4 462 C T
Exon 6 700° G T VAL/LEU
708 G A
Exon 7 807 C T
Exon & 960 C T

"Positions relative to the transcription start gitging, as reference, the GenBank
ENSSSCG00000030396 sequence.

“Referring to the coding region, using RNA-Seq data.

3SNPs genotyped.

“Ref = nucleotide in the reference sequence.

*Pol = polymorphisms found.
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Table 7. Additive value affecting BF FA composition in fdgnil
(n=168) of the F2 generation for th&8ETD7:c.700G>T and

ELOVLG6:¢.533C>T SNPs.

Trait SETD7:¢.700G>T ELOVL6:¢c.533C>T
C16:0 0.421 0.652
C16:1(n-7) 0.169 0.221
C18:1(n-9) -0.465 -0.714
C18:1(n-7) 0.068 0.081
ACL -0.015 -0.022
MUFA -0.266 -0.457
C16:1(n-7)/C16:0 0.006 0.007
C18:0/C16:0 -0.022 -0.032
C18:1(n-7)/C16:1(n-7) -0.062 -0.101
C20:2(n-6)/C18:2(n-6) -0.003 -0.005

fm
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3.7. FIGURES LEGENDS

Figure 1. Schematic representation of the elongatiopathway of 16 and 18 carbon
FAs. Statistically significant FAs (red square) andaatof elongation and desaturation

(colored arrows) are shown for BF FA compositiothe F2 generation.

Figure 2. Association study and LDLA of the C18:0/@6:0 elongation ratio in BF.
Plot of association study (red points) and LDLA teats (blue line) for the
stearic/palmitic ratio. The X-axis represents chmeome 8 positions in Mb and Y-axis
shows the —-logl0 (p-value). The vertical, pink lirepresents the position of the
MAML3 gene, the blue line represents the position oSHED7 gene and the green line
represents the position of tBOVL6 gene on SSC8. Horizontal dashed lines mark the
association study significance level (FDR-basedalgqa<0.05). Positions in Mb are
relative toSscrofal0.2 assembly of the pig genome.

Figure 3. Family-based association study for the paitoleic acid content of BF in

the F2 generation.Plot of association study (red points) for palngtolacid (C16:1(n-
7)). The X-axis represents chromosome 8 positioridh and Y-axis shows the —log10
(p-value). The vertical pink line represents theipon of theMAML3 gene, the blue
line represents the position of tI¥ETD7 gene, and the green line represents the
position of theELOVL6 gene on SSC8. Horizontal dashed lines mark thecegmsn
study significance level (FDR-based g-valQé5). Positions in Mb are relative to

Sscrofal0.2 assembly of the pig genome.
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Figure 1.
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Figure 2.
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Figure 3.
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3.8. SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1.Primers forfSETD7 andMAML3 promoter sequencing (P), promoter and exon
1 sequencing (PE) and microsatellite genotyping)MS

Table S2.Descriptive statistics including mean, SD and estéd heritability (A) of

FA composition and FA indices.

Supplementary Figure 1.Association study and LDLA of the C16:1(n-7), A@hd
C18:1(n-7)/C16:1(n-7) elongation ratio in BHot of association study (red points) and
LDLA patterns (blue line) for the palmitoleic acillCL and vaccenic/palmitoleic ratio.
The X-axis represents chromosome 8 positions inalilth Y-axis shows the —log10 (p-
value). The vertical, pink line represents the pasiof theMAML3 gene, the blue line
represents the position of ti’SETD7 gene and the green line represents the position of
the ELOVL6 gene on SSC8. Horizontal dashed lines mark thecedn study
significance level (FDR-based q-vaft@®05). Positions in Mb are relative to

Sscrofal0.2 assembly of the pig genome.



-

Master Interuniversitario en Mejora Genética Animaiotecnologia de la Reproducci

[1l. Articulo

(ETNFI) £ 2y1]-pulutia1smu pue (A(IIFS) ¢ 2spdafsunaidyiaw auisd] Suruiniiod uimuop J9S -2Iam PIZATEUER 2133 o1

ELDDIVOLOLIVOLVOILIOVIDOV- S (STAD £4d- £ TNV ETWFIV
NS¢ D86 GET —
E-LIDOVDILOVILLIODLODIDDDLOO S (SW) MA-NVA CTNVIN  STWVFIV
E-2DOLOLLLLOYLOLOLLIDLLIDLIV S (S TAY-£TNVIA ETIWFIV
JIRNLL RS S JeBE 6+C 3
ETDLDLODDDLIDVVOVVIOVVIVIDL -.§ (SW) Md-XAH ¢TNVIN  STAFIV
MSAG ETDLOVIODLLLLOVIOLVOIIOVIL- S (Ad) Tad-£ TNVIN ETIWFIV
Hod DoBE £99
PRI EDLDIDDDODIIOVVOVVOVVIVIOL- G (Ad) 7ad-¢TNVIN ETWFIV
E0HDODIDLIILIOLDIDLIIDLLIDIV S (d) TAI- ¢ TAVIN ETWFIV
WIS o9 LIS
EODLIVIVVIVYVILIVOODODOOVLIOD-G (d) 14d-CTNVIN ETWFIV
EDDVOLOLIOVODDDIDOHVD- S (Ad) 7ag-LaLds LALTS
et el 8LF
EOVVOVIOVIIOODLLLIDOLIONS (Ad) 7ad-,aLES LALTS
EIVVOLDLLLVVOLOODIOIVODLLLS (d) Ta9-LaLES LUALHS
et el £LF
EVILIOLIDODLODLLDIDLLIOVVOV- S (d) 144-2Q1FS LUALHS
o)
[fD8] wp NS asuanbag JIaWLLY [9UID)
uoorpdury

TS 9qeL



'frro

Master Interuniversitario en Mejora Genética Animaiotecnologia de la Reproducci

I1l. Articulo

6£°0 100  +0°0 (o-m)7:810/(9-1)Z7:07D
120 910  TT1 (LW1:91D/(L-T)1:81D
I+'0 S00 TS0 0:91D/0:81D
oT'0 IST  OI'FI 0:%12/0:91D Ajanoe asesuolg
ST0 6F0  TI'b 0:812/(6-W)1:81D
IZ0 700  TI0 0:91D/(L-1)T:9TD  AJIANOE 35BINIESIP-GY
mDE..m.H ﬂwh_”
LT0 08T TLSI vdind vdnd X
ST0 TI'T S80S VANIN VAN X
PT0 L6'T  OF'ES VS VdS X
07’0 #0°0 0SLT ySuaTurey)a5enay 1OV SOIJEI DI[OqEIRA]
wo 910 790 PIOB JIOUIPESOdIg (9-u)z:07D
ST0 8I'0 80T PIo® Jtu2[ourT-n (e-u)g:81D
8T0 S9T 001 pro d12[our] (9-n)7:81D vand
It'0 SI'0  §80 PIOE dl0U2s021Y (6-1)1:07D
97’0 9€0  T0°€ PIOE OIUA0DEBA (L-U)T:81D
670 LLT  SEHF pIoE 213]0 (6-U)T:81D
FT0 6£0  0ST PIoE d12[0}Iw e (L-W1:91D VAN
oF0 +0T 0601 PIOE 1B} 0:81D
870 I¥F1T  0I'lT proe onmureq 0:91D
610 LIO  IST proe ousHAN 01D VdS
A as  uely [2qeT eIy w21y

TS ?IqEL



'frrl

Il. Articulo

Master Interuniversitario en Mejora Genética Anip&iotecnologia de la Reproducci

(aw) g0ss uonsog (9m) 80SSs uomsod {aw) 8055 uomsod
8yl OEL TLL 96 T8 89 ¥5 OF 92 T O 2yl OEL 2Ll 96 78 89 ¥5 OF 92 2L O 8yl DEL ZLL 96 T3 89 ¥5 OF 92 T O

L 111 11111111 e

(anjea-d)gl Bol-

- ‘l M - — O — o
— mo = ra
: : N
97A0TH (2dL3S ETWYIN
: B i L a 1 L
S 8 :
- 3 = 971073 S TN
o sl M
: Fo - o
3 g
— oo — -
.................................................... . .
L m .
L m =
(z=u)r:9L2/(L-u)L:8LD 1oV (z-u)L:91D

‘T ainbi4 Arejuswa|ddng



m Conclusiones



Méster Interuniversitario en Mejora Genética Animpdiotecnologia de la Reproduccifrr2
V. Conclusiones

. Se identificaron dos regiones del SSC8 (93 y 119 &tim SNPs fuertemente
asociados al contenido de acido palmitoleico (Qb67)) y a los indices de
elongacion C18:0/C16:0 y C18:1(n-7)/C16:1(n-7)&®D de los animales de la
generacion F2 de un cruce entre el cerdo Ibéricangirace. La comparacion de
modelos estadisticos con uno o dos QTLs segregandel SSC8 sugiere la

presencia de dos QTLs para la composicion de AGaen

. Los genesMAML3 y SETD7 fueron analizados como genes candidatos
posicionales de la region localizada a 93 Mb deC&SSe identificaron dos
microsatélites en el promotor y exén 1 del d¢¢AML3 y 9 SNPs en el gen
SETD7: 4 en el promotor y 5 en los exones, incluyenda smbstitucion que

determina un cambio aminoacidico de Valina por reuc

. El estudio de asociacion realizado con estos nu@absnorfismos mostro

asociaciones no significativas con los genotipododemicrosatélites del gen
MAML3. Para el genSETD7, el SNP SETD7:c.700G>T estaba asociado
significativamente con la composicion de AGs pevoera la sefial mas fuerte
para esta region del SSC8. Estos resultados sogare los polimorfismos

estudiados no son probablemente la variante cdet&TL de la region de 93
Mb.

. No se encontré asociacion entre la expresion dgdoagesMAML3 y SETD7 en
higado y tejido adiposo y los genotipos de los osatélites ddMAML3 y el
SNP SETD7:¢.700G>T, en 56 animales del backcross Ibérico x Landrhee.
baja correlacion entre los valores de expresioiigado y tejido adiposo en
ambos genes sugiere la existencia de mecanisnerertiés de regulacion de la

expresion génica en ambos tejidos para los dosgene

. Para la regién localizada a 119 Mb del SSC8, el &NPVL6:c.-533C>T,
localizado en el promotor del g&hOVL6, fue el marcador que mejor explicaba
las diferencias observadas en acido palmitico @ 6palmitoleico (C16:1(n-
7)), ACL, y los indices de elongacion C18:0/C16:@¥8:1(n-7)/C16:1(n-7).
Este resultado confirma que dicho polimorfismo enéa un efecto pleitropico,
en GD y GIM, sobre la composicion de AGs y refueedapapel del

polimorfismo del gefcELOVL6 en la determinacion de este QTL.
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ESTUDIO DE ASOCIACION PARA LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS EN
GRASA DORSAL EN UN CRUCE IBERICO X LANDRACE CON UN CHIP DE 144
SNPs DEL SSC8
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INTRODUCCION
El contenido y composicion de acidos grasos eniporesulta un parametro de creciente
interés por su efecto sobre el rendimiento de telcya la calidad de la carne. En un cruce F2
Ibérico x Landrace se identifico (Clap al.,2003) un QTL en el cromosoma 8 porcino (SSC8)
para el porcentaje de los acidos grasos palmitigalipitoleico y para la longitud media de los
acidos grasos en grasa dorsal. Recientemente, seatiaado un analisis de asociacion
gendémico (GWAS) (Ramayo-Caldas al, 2012) con los datos genotipicos del chip6@eK
SNPsde Illlumina y la composicion de &cidos grasos en muscutmgissimus doryien 144
animales del retrocruce BC1 LD (25% Ibérico, 75%ndrace). Este estudio ha permitido
refinar la posicion del QTL del SSC8 e identifiedrgen ELOVL6 como potente candidato
posicional y funcional ELOVL6 esta implicado en la lipogénesi® novo actuando en la
elongacién de &cidos grasos saturados y monoiasasir Un polimorfismo en la regidn
promotora de este gen (ELOVLG6:c.-533C>T) esta aslocicon el porcentaje de palmitico y
palmitoleico en musculo y tejido adiposo (Coromieasl, 2013). Animales con un genotipo
diferente para el polimorfismo ELOVL6:c.-533C>T, straron diferencias de expresion del gen
ELOVL6en tejido adiposo, donde una menor expresiéon @elrgsultd en un mayor porcentaje
de palmitico y palmitoleico en musculo y tejidopmio, en concordancia con la funcion del gen
(Corominaset al, 2013). El objetivo del presente trabajo es eatueli QTL del SSC8 para la
composicion de acidos grasos en grasa dorsal garleraciéon F2 del cruce IBMAP con un
panel refinado de 144 SNPs informativos distribsiddo largo del SSC8.

MATERIAL Y METODOS
Material animal y fenotipos: El material animal utilizado procede del crucéisP, generado
por el cruce inicial de verracos Ibéricos Guadyerpacerdas Landrace (Pérez-Encetoal
2000). Se analizaron un total de 470 animales B2egaentes del cruce de 6 machos y 67
hembras F1. En el estudio de asociacion se in@ayles datos de composicion de 20 acidos
grasos en grasa dorsal, en el rango del C12:0ADGZlopet al, 2003). También se realizaron
estudios de asociacion por familias de medios heospaternos. Para el andlisis se utilizaron
426 animales pertenecientes a las 4 familias coomaimero de descendientes.
Genotipado y control de calidad.Se determiné el genotipo de un total de 144 SNPSSES
en 470 animales mediante la metodologiaGiddenGateen un chipVeraCode(lllumina)
donde se incluyeron 142 SNPs ¢adrcine SNP60K BeadChip (lllumipg 2 SNPs de genes
candidatosMTTP (Estelléet al, 2009) yFABP2 (Estelléet al, 2009). Utilizando el programa
Plink (Purcell et al, 2007), se actualizaron las coordenadas genomieados SNPs
(Sscrofal0.p Posteriormente, se eliminaron los SNPs con proads de asignacion de
genotipos ¢luster analysisde GenomeStudio, Illuminay con una frecuencia del alelo
minoritario (MAF) inferior al 5 %. Finalmente, sebtavieron un total de 133 SNPs
informativos.
Modelo estadistico:El analisis de asociacion fue realizado con la ausrsion del programa
Qxpak5(Pérez-Enciso y Misztal, 2011). Todos los fendifiteron analizados bajo el siguiente
modelo:
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Yijkm = Sex@+ Lotg + B¢ + Aka + i + Gjkm

Donde ym es el valor fenotipico de cada individuo

Sexq: sexo del individugon 2 niveles i=1,2 (definido como efecto fijo)

Lotej: Lote del individuo con 5 niveles j=1, 2,48,5 (definido como efecto fijo)
[3: Coeficiente de covariable

¢: Peso de la canal de cada individuo

Ak corresponde al genotipo del SNP k para el individgiendd. = -1(aa), 0 (Aa), +1 (AA)
a.. es el efecto aditivo de sustitucion alélica d¢PS

w;: Efecto infinitesimal que se distribuye como N&Og 2,)

A: Matriz de parentesco

0°,: varianza genética aditiva

8ijikm - residuo

Los p-valoresobtenidos fueron corregidos utilizando la libredia R g-value (Storeyet al,
2004) considerando significativos aquellos SNPsmuastraron un g-value < 0,05. La version
2.15.2 de RR Development Core TearB008) fue utilizada para calcular los estadistico
descriptivos para los 20 caracteres analizados.

RESULTADOS Y DISCUSION
El primer objetivo fue disefiar un chip con aquellBNPs que presentaban una maxima
informatividad, distribuidos uniformemente a logardel SSC8. Posteriormente, se realizé un
estudio de asociacion con 133 SNPs informativos 79 4nimales F2. Se observaron
asociaciones significativas en el 50% de los acgltasos estudiados (10/20) incluyendo los
descritos previamente en grasa dorsal (Gloml, 2003): C16:0, C16:1 (n-7) y ACL. El
genotipado de nuevos marcadores distribuidos arigoldel SSC8 ha permitido identificar
nuevos QTLs (C16:1 y C18:0) en regiones genonpoas cubiertas en los analisis anteriores
con microsatélites (C14:0, C18:1 (n-9), C18:0). kesultados obtenidos concuerdan con los
obtenidos recientemente en grasa intramusculaneettocruce de la poblacion experimental
IBMAP (BC1_LD) (Ramayo-Caldast al, 2012), siendo la regién 117,4-121,0 Mb del S&C8
mas asociada a los &cidos grasos C16:1 (n-7) yOCHR esta region se localiza el gen
ELOVLG. Estos resultados refuerzan la hipétesis de un QirLefecto pleiotrépico sobre el
perfil de estos acidos grasos en grasa dorsahyisculo.
En el andlisis por familias se obtuvieron asociesosignificativas en el 80% de los &cidos
grasos estudiados, observandose una fuerte agoci&tiel SSC8 con el acido palmitico en las
cuatro familias estudiadabi@ura 1). Cabe destacar la deteccion en algunas de |dBafmmie
una region localizada en la posicién 92,7-93,2 Mlaspciada con C16:0, C16:1, C18:0,
C18:1(n-9), ACL, C18:1/C16:1, C16:1/C16:0 y C18:D6@. En esta region se encuentran los
genes SETD7 y MAMLS3. El gen SETD7 desempefia un papel central en la activacion
transcripcional de genes como la colagenasa osldima. EI genMAML3 actda como un
coactivador transcripcional de las proteinas NOTCb& resultados sugieren la presencia de
dos QTLs del SSC8 para la composicion de 4cidasgran grasa dorsal.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

e Clop et al 2003. Mamm. Genome 14(9): 650-6. « Y. Ramayo-&akt al. 2011. XIV
Jornadas sobre Produccién animal, Zaragoza 17-l@.MaY. Ramayo-Caldast al. 2012.
Journal of Animal Science. ¢ Jordi Coromiresal. 2013. Plos One 8(1). » Pérez-Enciso, M. &
Misztal, I. 2011. Bioinformatics. ¢ J. Estelkt al. 2009 Journal of Animal Breeding and
Genetics, 126: 52-58. « J. Estedital. 2009 Animal Genetics, 40: 813-820. « R Development
Core Team. 2008. R: A language and environmenstatistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-96@€07-0, URL http://www.R-project.org.

Agradecimientos Este trabajo ha sido financiado por los proyemMtSINN AGL2008-04818-
CO3/GAN y MINECO AGL2011-29821-C02 y por dPrograma de Innovacion Consolider-



Master Interuniversitario en Mejora Genética Animaiotecnologia de la Reproducci

VI. Anexo

Ingenio 201Q(CSD2007-00036). M. Revilla es estudiante del Elabtteruniversitaridviejora
Genética Animal y Biotecnologia de la Reproducdidniversidad Politécnica de Valencia y
Universidad Autonoma de Barcelona). Y. Ramayo-CGaldasido financiado con una bédlU

(AP2008-01450), J. Corominas con la bé&dd del Ministerio de EducacionBES-2009-

018223) y A. Puig-Oliveras con una béd& (458-01-1/2011).

=log10(P-value)

~log10(P-value)

Fam 1 n=173

.
% :
SETDR% s | ELOVLE
Imams T,

H :

-log10(P-value)

. : : .o
o O et

0 8 17 28 39 50 61 72 83 94 106 120 134 148

Posicion Mb

Fam 3 n=89

SETD7 : MAMLZ : ELOVLE
H s
»

~log10(P-value)

ST RSN OY N
H ]
. .
.

T o E

0 8 17 28 39 50 61 72 83 94 106 120 134 148

Posicion Mb

15

1.0

05

o
o

Fam 2 n=112

SETD7 § MAML3

gee
i

ELOVLG o

0 8 17 28 39 50 61 72 83 94 106

Posicion Mb

Fam 4 n=52

SETD7 : MAMLS

LY

.
TSP Ar I PRI IS
.0 3

120 134 148

ELOVLE
.
.
.

0 8 17 28 39 50 61 72 83 94 106 120 134 148

Posicion Mb

15!86

Figura 1: Andlisis de asociacion por familias para el coittle de C16:0 en grasa dorsal. Las
posiciones en Mb son relativasSscrofal0.2 Las lineas verticales discontinuas indican la
ubicacion de genes candidatos posicionales.

ASSOCIATION STUDY FOR BACKFAT FATTY ACID COMPOSITIO N IN AN

IBERIAN X LANDRACE CROSS WITH A 144 SNP CHIP OF SSC8

ABSTRACT: An association study for backfat fatty acid compas with the genotypes of
144 SNP of SSC8 was performed. Twenty traits, edlatith fatty acid composition and index
of fatty acid metabolism in backfat, were analyz&dotal of 470 F2 animals from an Iberian x
Landrace cross (IBMAP) were genotyped. After gyaliintrol, a total of 133 informative SNPs
were retained. Two QTLs were found in the assama#inalysis. The QTL in the 117.4-121.0
Mb region was in concordance with a previously tdied QTL for intramuscular fatty acid

composition, wher&eLOVL6is a strong candidate gene. An additional QTL ficored in an
analysis of families, was found in 92.7 to 93.2 ptisition, wheréSETD7andMAML3 genes
are located.

Keywords: pig, adipose tissue, QTL.



