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INTRODUCCION
La deteccion de quantitative trait loci asociados con los niveles de expresion génica
(eQTLs) se ha propuesto como una buena estrategia para profundizar en el estudio de la
arquitectura genética de los caracteres complejos (Schadt et al., 2003). Podemos clasificar
como cis-eQTLs aquellos que mapean cerca de la posiciéon del gen cuya expresion ha sido
analizada y trans-eQTLs aquellos identificados en otras regiones del genoma. A nivel
bioldgico, la diferencia puede ser debida a que los niveles de transcripcion estén afectados
por el resultado de una mutaciéon en el mismo gen (cis-eQTLs) o bien por otros factores
que actuen lejos del gen (trans-eQTLs). Esta técnica permite ademas la identificacion de
zonas implicadas en la regulacion de varios genes (eQTL hotspots).
La cantidad y composicion de la grasa en el musculo estan estrechamente relacionadas
con la terneza y el sabor de la carne del cerdo, siendo estos dos caracteres de especial
interés para la industria alimentaria (Wood et al., 2008). Se trata de caracteres complejos,
determinados por factores ambientales, como la dieta, y multiples factores genéticos. La
importancia de esta base genética resulta evidente en la comparacién de las diferentes
razas porcinas y en la identificacion de QTLs relacionados con estos caracteres.
El cruce Ibérico x Landrace (IBMAP; Pérez-Enciso et al., 2000) fue generado para el
estudio de caracteres relacionados con el crecimiento, engrasamiento y composicion de la
grasa permitiendo la identificaciéon de varios genes candidatos (Ovilo et al., 2002; Estellé et
al., 2005; Mercadé et al., 2005; Estellé et al., 2006; Fernandez et al. 2012; Ramayo-Caldas
et al., 2012a; Ramayo-Caldas et al., 2012b; Corominas et al., 2013; Mufoz et al., 2013;
Pena et al., 2013; Puig-Oliveras et al., 2014a; Puig-Oliveras et al., 2014b; Ramayo-Caldas
et al., 2014; Revilla et al., 2014). El presente trabajo tiene como objetivo profundizar en el
estudio de genes y rutas reguladoras que juegan un papel clave en la determinacion del
contenido y composicion de acidos grasos en musculo mediante la deteccién de eQTLs
asociados con genes del metabolismo lipidico en el musculo Longissimus dorsi de
animales del cruce IBMAP.

MATERIAL Y METODOS
Material animal y genotipado: El material utilizado en este trabajo procede de un cruce
entre 3 machos Ibéricos (Guadyerbas) con 31 hembras Landrace (Pérez-Enciso et al.,
2000). Cinco animales de la generacion F1 fueron cruzados con 26 hembras Landrace
obteniendo 144 animales (BC1_LD). Se recogieron muestras del musculo Longissimus
dorsi de estos animales que fueron congeladas con nitrogeno liquido y almacenadas a -
80°C. Se genotiparon los animales con el Porcine SNP60K BeadChip (lllumina) y se
eliminaron aquellos SNPs con frecuencia alélica minima (MAF) < 5%.
Extraccion de ARN y andlisis de la expresion génica: Se aisld el ARN total a partir de
muestras de musculo de 114 animales utilizando el kit RiboPure™ (Ambion). EI ARN total
se cuantificé en un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop) y fue convertido a
ADNCc utilizando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). El
estudio de expresion se realiz6 utilizando el chip Dynamic Array 48.48 (Fluidigm) en un
sistema BioMark (Fluidigm). Se analizaron los niveles de expresion de 48 genes, 45 genes
diana y 3 genes de referencia. Los datos fueron normalizados utilizando los dos genes
enddgenos mas estables, ACTBy TBP.
Los datos de expresion fueron analizados con el programa DAG Expression (Ballester et
al., 2013). Se eliminaron aquellos animales con valores de expresion atipicos (outliers) y se
comprobd la normalidad de los datos mediante el test Shapiro-Wilk (Remark 1995) de R
(http://R-project.org). Para algunos genes los datos fueron normalizados aplicando el log,
de los valores de RQ.
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Analisis de asociacion de los genotipos con los valores de expresion: El andlisis se
realiz6 mediante el programa Qxpak 5.0 (Pérez-Enciso y Misztal, 2011) con el modelo:
Yijikm = SeXOi + Lotej + Akax + Ui+ €ijikm
Donde: y;im €s el valor fenotipico de cada individuo; Sexo; y Lote; son los efectos fijos (con
2 y 5 niveles, respectivamente); A corresponde al genotipo del SNP k para el individuo ;
siendo A = -1(aa), 0(Aa), +1(AA); a, es el efecto aditivo de sustitucion alélica del SNP k; uy,
el efecto infinitesimal con distribucién N(0, Ac,) donde A es la matriz de parentesco y o, la
varianza genética aditiva; y ejwm es el residuo.
La correccion de los p-valores se realizd con la libreria de R g-value (Storey y Tibshirani,
2003) considerando como significativos aquellos valores con un g-valor <0,05.
Anotacion: Los eQTLs identificados fueron clasificados como cis cuando se encontraban
a una distancia de +1 Mb del inicio o final de transcripcién del gen y trans los situados a
una distancia superior a 1 Mb. También se identificaron las regiones hotspots de eQTLs.
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 ultima versién del genoma de referencia porcino Sscrofa10.2.

RESULTADOS Y DISCUSION
Un total de 45 genes relevantes para el metabolismo lipidico fueron seleccionados
teniendo en cuenta trabajos anteriores de nuestro grupo y/o identificados por otros autores
mediante busqueda bibliografica. Con los valores de expresion de los 45 genes en 114
animales pertenecientes al retrocruce BC1_LD (25% Ibérico y 75% Landrace) se realizé un
estudio de asociacion gendémico utilizando un total de 40.586 SNPs que pasaron el control
de calidad.
El eGWAS permiti6 la identificacion de un total de 402 eSNPs localizados en 28 regiones
cromosémicas en SSC1, SSC2, SSC3, SSC4, SSC5, SSC6, SSC8, SSC9, SSC10,
SSC11, SSC13, SSC15 y SSC16, para un total de 11 genes: ACSM5, CROT, FABPS3,
FOS, HIF1AN, PIK3R1, PLA2G12A, MGLL, IGF2, NCOA1y PPARA (FDR<0,05). De los
402 eSNPs identificados, 53,75% se localizaron en regiones intergénicas, 32,5% en
intrones, 6,25% en la region 5’ flanqueante, 5% en la regién 3’ flanqueante, 0,75% en la
region 3'UTR, 0,25% en la region 5UTR, 1% en la region codificante de un gen
determinando mutaciones sindénimas y 0,5% determinando mutaciones no sinénimas.
Los cromosomas SSC2, SSC6, SSC8 y SSC9 fueron los que mas eQTLs presentaron (14
sobre 28). La mayoria de los eQTLs se identificaron en trans (25 sobre 28) observandose 4
genes asociados con mas de un frans-eQTL. Tres de los eQTLs se encontraron en cis (p-
valor=7,12x10*, p-valor=2,20x10°, p-valor<1,00x10%%), sugiriendo la presencia de una
mutacion en el mismo gen afectando directamente a su expresion. Ademas, se
identificaron dos hotspots de eQTLs en trans, uno alrededor de las 289 Mb en el
cromosoma 1 regulando la expresion de ACSM5 y MGLL y otro aproximadamente en la
posicion 117 Mb del cromosoma 9 afectando a la expresion de los genes PLA2G12A y
HIF1AN.
La anotacién de los intervalos de eQTLs permitié la identificacién de genes candidatos que
pueden estar asociados con los fenotipos de expresion analizados. En la region hotspot del
cromosoma 9 se encuentra el gen PIK3CG que codifica para una fosfatidilinositol 3-
quinasa que actua en rutas del metabolismo lipidico (Kobayashi et al., 2011). Por otra
parte, el fenotipo de expresion del gen MGLL estd trans-asociado con el SNP
ASGA0020267 (p-valor=4,17x10®) proximo al gen CYP7AT involucrado en la sintesis del
colesterol y otros lipidos.
Siete de los 28 eQTLs detectados concuerdan con regiones GWAS para la composicion de
acidos grasos en grasa intramuscular identificados en el mismo material animal (Ramayo-
Caldas et al., 2012a), siendo candidatos potenciales a determinar los caracteres
estudiados.
Los resultados obtenidos representaran un avance importante en la identificacion de genes
y variantes genéticas implicadas en la determinacion del contenido y composicién
intramuscular de acidos grasos y, por tanto, en la calidad de la carne porcina.
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GENOME WIDE IDENTIFICATION OF EXPRESSION QUANTITATIVE TRAIT LOCI FOR
ADIPOSITY-RELATED GENES DETERMINING PIG FATNESS TRAITS

ABSTRACT: The aim of this work was to study the genetic basis of the expression of
genes affecting the lipid metabolism in the swine muscle (Longissimus dorsi) in an Iberian x
Landrace cross. The detection of quantitative trait loci associated with the expression level
of genes (eQTLs) has been proposed as a good strategy to reduce the list of candidate
genes affecting quantitative traits in segregating populations. Here, we analyzed the
expression level of 45 genes in 114 animals. The eGWAS identified 402 eSNPs located in
28 chromosomal regions on SSC1, SSC2, SSC3, SSC4, SSC5, SSC6, SSC8, SSC9,
SSC10, SSC11, SSC13, SSC15, and SSC16 and associated with 11 genes ACSMS5,
CROT, FABP3, FOS, HIF1AN, PIK3R1, PLA2G12A, MGLL, IGF2, NCOA1, and PPARA.
Three out of 28 eQTLs were classified as cis-acting eQTLs whereas the remaining 25
eQTLs have trans regulatory effects on the gene expression traits. A total of 46,25% of the
402 eSNPs identified were located within a gene. Moreover, we identified two hotspots of
eQTLs on SSC1 and SSC9. The obtained results will increase our knowledge in the
functional mechanisms implicated in complex traits and will allow for the identification of
genes and genetic variants involved in the determination of intramuscular fat content and
fatty acid composition.
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