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INTRODUCCION

La composiciéon de acidos grasos de la grasa subcutanea e intramuscular son caracteres de
gran importancia para la industria alimentaria debido a su efecto directo sobre la calidad de
la carne (Wood et al., 2008). Ademas, durante los Ultimos afios, han adquirido una mayor
relevancia debido a su impacto sobre la salud humana (Lorgeril y Salen, 2012). Se trata de
caracteres complejos, determinados por factores ambientales, como la dieta, y multiples
factores genéticos. En los ultimos afios, el uso de nuevas aproximaciones como la deteccién
de quantitative trait loci asociados con los niveles de expresion génica (eQTLs) ha permitido
la identificacion de redes de regulacion génica y ha evidenciado como la variacién de estas
redes explica mejor los mecanismos funcionales implicados en los caracteres complejos
(Schadt et al., 2008). Estas aproximaciones unidas a los analisis de redes de co-expresion
génica se han convertido en herramientas importantes para profundizar en el estudio de la
arquitectura genética de los caracteres complejos (Villa-Vialaneix et al., 2013).

Uno de los principales 6rganos implicados en el metabolismo lipidico es el higado. En
cerdos, el higado esta implicado en la sintesis y secrecion de lipoproteinas, en la sintesis de
novo del colesterol, en la oxidacion de los acidos grasos y junto con el tejido adiposo, pero
en menor grado, en la sintesis de novo de los &cidos grasos. Un estudio en el retrocruce
BC1_LD (25% Ibérico, 75% Landrace) ha identificado genes diferencialmente expresados en
el transcriptoma de higado de cerdos con fenotipos extremos para la composicion de acidos
grasos en grasa intramuscular (Ramayo-Caldas et al., 2012a). En esta misma poblacion se
han identificado mediante GWAS regiones gendmicas asociadas con la composicion
intramuscular de acidos grasos (Ramayo-Caldas et al., 2012b). El presente trabajo tiene
como objetivo profundizar en el estudio de genes y rutas reguladoras en higado que puedan
estar implicados en la determinacion de caracteres de calidad de la carne en el BC1_LD.
Para ello se han seleccionado 44 genes candidatos relacionados con el metabolismo lipidico
y se ha analizado su expresion en higado con el fin de realizar analisis de eGWAS y de
redes de co-expresion.

MATERIAL Y METODOS

Material animal y genotipado: El material utilizado en este trabajo procede de un cruce
entre 3 machos |béricos (Guadyerbas) con 31 hembras Landrace (Pérez-Enciso et al.,
2000). En este trabajo se han analizado 111 animales pertenecientes al retrocruce BC1_LD
obtenido del cruce de cinco machos de la generacion F1 con 26 hembras Landrace. Se
recogieron muestras del higado de estos animales que fueron congeladas con nitrégeno
liquido y almacenadas a -80°C. Se genotiparon los animales con el Porcine SNP60K
BeadChip (lllumina) y se eliminaron aquellos SNPs que no pasaron los controles de calidad
estandar y con frecuencia alélica minima (MAF) < 5%.

Extraccion de ARN y analisis de la expresion génica: Se alslo el ARN total a partir de
muestras de higado de 111 animales utilizando el kit RiboPure™ (Ambion). EI ARN total se
cuantificé en un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop) y fue convertido a ADNc
utilizando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). El estudio
de expresion se realizd utilizando el chip Dynamic Array 48.48 (Fluidigm) en un sistema
BioMark (Fluidigm). Se analizaron los niveles de expresion de 48 genes, 44 genes diana y 4
genes de referencia. Los datos fueron normalizados utilizando los dos genes endogenos

—417 -



mas estables, ACTBy TBP. Los datos de expresion fueron analizados con el programa DAG
Expression (Ballester et al., 2013). Se comprobo la normalidad de los datos mediante el test
Shapiro-Wilk de R (http://R-project.org) y se normalizé la expresion de aquellos genes que
no presentaban una distribucion normal aplicando el log2 de los valores de RQ.

Analisis de asociacion de los genotipos con los valores de expresion: El analisis se
realizé mediante el programa Qxpak 5.0 (Pérez-Enciso y Misztal, 2011) con el modelo:

Vi = Sexo; + Lotej+ Max + U+ ey,

Donde: yjim es el valor fenotipico de cada individuo; Sexo; y Lote; son los efectos fijos (con 2
y 5 niveles, respectivamente); Ax corresponde al genotipo del SNP k para el individuo I;
siendo A = -1(aa), 0(Aa), +1(AA); a, es el efecto aditivo de sustitucion alélica del SNP k; u, el
efecto infinitesimal con distribucion N(0, Ac,) dénde A es la matriz de parentesco y o, la
varianza genética aditiva; y ey, es el residuo.

La correccion de los p-valores se realizé con la libreria de R g-value (Storey y Tibshirani,
2003) considerando como significativos aquellos valores con un g-valor <0,05.

Anotacion génica, clasificacion funcional y analisis de redes génicas: Los intervalos de
los eQTLs se definieron como =1 Mb de los SNPs mas significativos y se anotaron mediante
la herramienta BioMart de Ensembl (http://www.ensembl.org) utilizando la dltima version del
genoma de referencia porcino Sscrofal0.2. Los eSNPs identificados fueron clasificados
como cis cuando se encontraban a una distancia menor o igual de 1 Mb del gen analizado y
trans los situados a una distancia superior a 1 Mb. Para el andlisis de redes génicas se
utilizé el programa IPA (Ingenuity Systems).

Anadlisis funcional y de co-expresion: El analisis de co-expresion se realizo utilizando el
algoritmo PCIT (Reverter y Chan, 2008). La red génica resultante fue visualizada con el
programa Cytoscape (Shannon et al., 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para el presente trabajo se seleccionaron un total de 44 genes candidatos relacionados con
el metabolismo lipidico teniendo en cuenta trabajos anteriores del BC1_LD y/o identificados
por otros autores mediante busqueda bibliografica. Con los valores de expresion de los
genes analizados en 111 animales pertenecientes al retrocruce BC1_LD se realizé un
estudio de asociacién gendmico utilizando un total de 40.502 SNPs que pasaron el control
de calidad.

Se detectaron un total de 92 eSNPs significativos localizados en siete regiones
cromosoémicas en SSC2, SSC3, SSC4, SSC8 y SSC13, para un total de ocho genes: CROT,
CYP2U1, DGAT1, EGF, FABP1, FABP5, PLA2G12Ay PPARA. La mayoria de los eQTLs se
identificaron en trans (5 de 7), mientras que la expresion de los genes FABP1y FABP5 se
asocié con dos eQTLs en cis, sugiriendo la presencia de una mutacion en el mismo gen
afectando directamente a su expresiéon. Ademas, se identificaron dos regiones hotspot en el
SSC8 (8:86-88 Mb y 8:116-123 Mb) asociados en trans con la expresion de los genes
CYP2U1y PPARA; y DGAT1, EGF y PPARA, respectivamente. El andlisis de esta region a
nivel cromosoémico mostré que la expresion de los genes DGAT1 y HADH también estaba
asociada con el hotspot a 86-88 Mb vy la expresion de los genes AGPAT2, APOB, CYP2U1,
ESRRA 'y HADH con el hotspot de la region 116-123 Mb. Cabe resaltar que ambas regiones
han sido previamente asociadas con la composicién de &cidos grasos en grasa
intramuscular en Longissimus dorsi en un analisis GWAS realizado en el mismo BC1_LD
(Ramayo-Caldas et al., 2012b). Con el fin de estudiar el patron de co-expresion de los genes
regulados por los mismos hotspots, se construyd una red génica de co-expresion con el
algoritmo PCIT, obteniéndose correlaciones positivas (r=0.24-0.77) entre los genes
regulados por el mismo eQTL (Figura 1), lo que sugiere una regulacién comun.

La anotacion de los intervalos de eQTLs permitié la identificacion de genes candidatos
implicados en la regulacion de los fenotipos de expresion analizados. Destacar el gen
PIK3CA, un mediador clave en la regulacién del metabolismo lipidico a través de la ruta
Akt/PKB (Sopasakis et al., 2010), como gen candidato a explicar la variacion de los niveles
de expresiéon del gen CROT. El gen NR3C1, un receptor nuclear que puede activar la
transcripcion uniéndose directamente a los promotores de genes implicados en el
metabolismo lipidico y de la glucosa (Ratman et al., 2013), como gen candidato a regular el
gen PLA2G12A. Para la regidon hotspot a 86-88 Mb del SSC8 no se detecté ningin gen
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relevante que pudiese regular la expresion de los genes asociados. No obstante, en la
region hotspot a 116-123 Mb del SSC8, tres SNPs del gen TBCK estaban asociados en
trans con la expresion de todos los genes exceptuando el CYP2U1, EGFy HADH. El estudio
de Liu et al. (2013) muestra como la inhibicién de este gen altera la ruta de sefalizacion
mTOR, la cual interviene en la regulacion de la homeostasis lipidica controlando factores de
transcripcion clave del metabolismo lipidico como el PPARA y el SREBF1. Los resultados
obtenidos incrementan nuestro conocimiento sobre los mecanismos reguladores implicados
en el metabolismo lipidico y proporcionan nuevos conocimientos sobre los mecanismos
moleculares implicados en los caracteres lipidicos.
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Figura 1. Red de co-expresion de los genes asociados con los hotspots del SSC8.

IDENTIFICATION OF DNA VARIANTS AND MOLECULAR PATHWAYS IMPLICATED IN
THE FUNCTIONAL REGULATORY MECHANISMS OF MEAT QUALITY TRAITS IN PIGS

ABSTRACT: In the present study, liver co-expression networks and expression Genome
Wide Association Study (eGWAS) were performed to identify DNA variants and molecular
pathways implicated in the functional regulatory mechanisms of meat quality traits in pigs.
With this purpose, the liver mRNA expression of 44 candidates genes related with lipid
metabolism was analyzed in 111 Iberian x Landrace backcross animals. The eGWAS
identified 92 eSNPs located in seven chromosomal regions and associated with eight genes:
CROT, CYP2U1, DGAT1, EGF, FABP1, FABP5, PLA2G12A and PPARA. Furthermore, a
hotspot on SSC8 associated with the gene expression of eight genes was identified and the
TBCK gene was pointed out as candidate gene regulating it. Our results also suggested that
the PI3K-Akt-mTOR pathway plays an important role in the control of the analyzed genes
highlighting nuclear receptors as the NR3C1 or PPARA. We provide a list of DNA variants,
candidate genes and networks that increase our knowledge of the genetic architecture
underlying fat composition traits.
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