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LA FORMACION DE LAS RAZAS AUTOCTONAS ESPANOLAS DE GANADO VACUNO
R. Alenda y J. A. Jiménez-Montero
Dpto. de Producciéon Animal. ETSI Agrénomos. UPM. 28040, Madrid
E-mail: rafael.alenda@upm.es

INTRODUCCION
Las razas se forman combinando cruzamientos y seleccién dentro de un proceso continuo y
dinamico que da lugar a su evolucion.
Para este trabajo, se ha realizado una investigacion basada en documentaciéon publicada
desde finales del siglo XVIIl que permite aportar conocimiento sobre dicho proceso. El
objetivo de este trabajo es reflejar estas fuentes histéricas y realizar una descripcién
resumida del conocimiento que existe sobre la formacion de las razas espafolas de vacuno.

RESULTADOS Y DISCUSION
Primeros antecedentes. Las virtudes de las razas creadas en Inglaterra con un mayor
crecimiento y calidad de la carne en los siglos XVIII y principio del siglo XIX se propagaron
por todo el mundo. Espafna esta inmersa en dicho proceso existiendo referencias de la
divulgacion realizada por ilustrados espanoles entre 1797-1808 (1). Sin embargo, no se ha
encontrado documentacién sobre la repercusion de los logros de la ganaderia inglesas en
Espafia anteriores a 1850. Por tanto, es necesaria una investigacién mas profunda anterior a
esta fecha. Si se han encontrado documentos posteriores que hablan del uso de dichas
razas extranjeras durante dicho periodo, por ejemplo Arce (3 y 5)y Frias y Casado (3), en
la que se afirma de que: “los cruces con las razas extranjeras durante un siglo no han
producido los resultados deseados” y que “no es partidario de los cruzamientos”
respectivamente (7). Era generalizado el concepto de que en Espafia no existian razas
apropiadas ni para el trabajo ni para la produccion carnica o lactea (2). La Unica “aptitud que
se cultivaba con esmero alcanzando notable perfeccion era la bravura”. Los intentos de
fomento de las razas vacunas se basaban en el establecimiento de las paradas de
sementales (de propiedad municipal y en algunas zonas, privadas pero con control oficial),
concursos y la comparacion en centros de experimentacion del cruce de razas importadas
con razas locales. Diversas publicaciones (desde el siglo XIX) recomiendan estudios sobre
adaptacién de los animales a los recursos disponibles o simultanear el fomento de los
recursos forrajeros y el ganadero.
Las razas existentes en Espana en el siglo XIX (3 y 4). El tipo de animal que poblaba la
peninsula era un animal pequefo cuyas hembras pesaban alrededor de los 275-300 kg y
con primer parto a los cuatro afnos. Los sementales alcanzaban un 20% mas de peso.
Predominaban los animales bravos en casi todas las regiones de Espafia (3). En las sierras,
solia haber un ganado al que se denominaba Serrano, del Pais, Terrefio o Morucho segun
zonas. Existen excepciones de este concepto generalizado. Por ejemplo, la produccién de
animales de mas formato con destino al trabajo en la zona de Barco-Piedrahita-Salamanca
que eran utilizados en diversas regiones como por ejemplo en las paradas de sementales de
los ayuntamientos de Orense (Vega del Bollo, Viana, Gudifia y Manzaneda). Alli se
cruzaban con las vacas tanto de origen portugués como gallego para obtener animales para
el trabajo (3 y 4). Dando lugar a nuevos morfotipos. por ejemplo, en el concurso nacional de
1927 se presenta 1 toro que el jurado califica como subraza de Ginzo de Limia con
caracteres que le diferencia de la raza Gallega (4 y 8). Paralelamente, en Murcia existen las
razas cristiana, Lorquina y Musulmana para trabajar en la huerta. A través de los puertos
mediterraneos como el de Cadiz se producia transito de animales con Africa (4 y 6).
En toda la cornisa cantdbrica se realizaban cruzamientos con razas que mejorasen la
produccion de leche, procedentes de Holanda (frisona) y Suiza (Pardo Alpina, llamada en
Esparia Schwitz). La raza Suiza se utiliza de una forma continuada en las paradas de
sementales desde Galicia hasta el pirineo catalan durante mas de un siglo (1860-1980). El
objetivo era obtener vacas de triple aptitud (carne, leche y trabajo) en las explotaciones
minifundistas. Este proceso conlleva tanto la desaparicion de razas existentes (Cantabria)
como una fuerte influencia en las que perduran (3, 4 y 6). A mediado del siglo XIX se
desarrollan explotaciones en las ciudades de mas de 10.000 habitantes para la venta directa
de leche, la raza holandesa desplaza al resto tanto locales como importadas en estas areas.
Cantabria importa frisén y suministra a otras zonas a través del mercado de Torrelavega.
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Las Razas existentes en Espafa en la primera mitad del siglo XX. (6, 7, 8). En 1917, los
pesos de las hembras ya superan los 400 kg y los machos y bueyes los 500kg con alzadas
entre 135-150cm en la zona de dehesa. La descripcion de las razas existentes no se
diferencia significativamente a la que se tenia en el siglo XIX.

El Instituto Agricola Alfonso XIl y las Granjas agricolas, distribuidas por Espafa tienen
influencia en las razas espafolas durante este periodo. Las actas de los concursos de
ganado locales, provinciales y nacionales realizados entre 1910 (La Corufia) y 1930 son una
buena fuente de informacion para el conocimiento de las razas existentes y su evolucion.
Por ejemplo, en 1950, dentro de la primera feria del Campo celebrada en Madrid, se
presentan sementales que superan los 1000Kg de peso vivo que si se parecen a las razas
autéctonas actuales. Al igual que en siglo anterior, los concursos y las paradas de
sementales siguen siendo los métodos para mejorar la ganaderia. En estas paradas se
realizan los primeros esfuerzos para controlar la genealogia de los sementales
especialmente en La Coruia y mas exhaustivamente en Guiplzcoa, creandose unos libros
genealogicos en los primeros afos del siglo XX. Para la produccién de leche en el norte, se
consolidan las razas frisona y pardo alpina. Pero en los anos veinte se introduce la raza
Holstein (por la Granja Ventosilla) Estos animales tendran influencia posteriormente en las
Granjas agricolas de Valladolid y Aranjuez. No sera hasta los afios 60 cuando la importacién
de novillas y semen congelado de dicha raza sea sistematica.

Segunda mitad del siglo XX. En los afos 60 se importan animales de raza Hereford,
Angus, Charoles, Santa Gertrudis y South Devon (7). Esta dltima raza fue utilizada en
Galicia y las otras en zonas de la meseta. En dicho periodo se vuelve a mencionar que el
mercado espanol requiere carnes magras sin grasa (Ochoa, 1970, 7). Por ello se fomenta la
utilizacion de los animales “culones”. Las razas francesas Charoles (Talagon, 1970, 7),
primero y unos afios mas tarde la Limusin alcanzan popularidad en Espafa y las razas de
origen anglo-sajon desaparecen.

Origen de las razas actuales.

Raza Gallega (3, 4, 6, 9, 10): La raza Gallega se clasificaba en funcion de su capa y origen
Bermella (o Teixa) y Marela, la primera de ella se encontraba en los valles y la segunda en
las zonas montafosas. La vaca Bermella era de mayor tamafo y mayor produccion de
leche. Sin embargo, en el concurso Nacional de 1927 se afirma que no es posible diferenciar
entre las dos procedencias. Dado que la venta del ternero era base de la economia del
ganadero que era vendidos en Madrid y Barcelona (ferrocarril).El cruce, de un 20% de mas
valor, con la raza Simmental fue muy popular, se estima que en las paradas se realizaron
unas 600.000 montas durante la primera mitad del siglo XX, ademas de las montas con
sementales de particulares hasta al menos 1966. Desde 1926 hasta 1955 se fomenta la
seleccion de la raza gallega para la produccion de leche (Misién Bioldgica, Diputacion de
Pontevedra (1926-1930), Plan Agricola de Galicia (9) y Diputacion de Lugo (10). En el
momento de la creaciéon de su libro genealdgico es una mezcla de animales Bermello,
Marelo, Simmental y Pardo Alpino. Existen documentos donde se reconoce que el mejor
semental del programa existente en Lugo estaba influenciado por la raza Simmental, ya que
su capa poseia manchas blancas. A esta influencia puede deberse que algunos sementales
alcanzasen ya los 1000kg. de peso a mediados del siglo XX.

Raza Asturiana (3, 4, 6, 8): En Asturiana se menciona la raza de los valles y de la montana
(Casina). Asturias occidental y el norte de Lugo poseen escasa separacién ganadera, por
tanto las razas Pardo Alpina y Simmental también estan presentes en Asturias La raza de
los valles esta muy influenciada por la Pardo. La presencia de la raza Simmental estuvo
presente al menos hasta 1923. Por ejemplo en el concurso de 1920 de Avilés se
presentaron 21 ejemplares de ganado del pais, subraza de los Valles, 7 de ganado raza
Simmental, 11 de raza Schwitz y 15 vacas y novillas cruzadas de ganado del pais con la
raza Simmental y 13 con la raza Schwitz (6).

Raza Tudanca (3, 4, 6, 8): En Cantabria se mencionan las razas Pasiega, Tudanca,
Campurriana y Campoo. Fueron cruzadas por la Pardo Alpina desapareciendo todas
excepto la Tudanca. Asi, en el concurso nacional de 1927 se presentaron s6lo animales
Tudancos. La raza frisona es mas utilizadas que en otras regiones de la cornisa cantabrica.
Raza Pirenaica (4, 6, 8 y otras publicaciones, Gallastegui, 11): La raza Pirenaica es
promovida simultdneamente a la raza Pardo Alpina, en diversas épocas del siglo XX se
menciona su desaparicion. En Guipuzcoa desde su Diputacién se promueve por ser los
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mejores la raza Schwitz-guipuzcoana. Navarra y Vizcaya poseen una evolucion paralela
desde sus Diputaciones, aunque se ha encontrado un menor nimero de publicaciones.

Raza Terrefia (8): Desde mediados del siglo XIX hasta 1917 se menciona su explotacién
en la provincia de Alava, para reproduccion y cruzada con Schwitz para la produccion de
leche alcanzando 1987 litros.

Raza Avilefa (4, 6, 8): La raza Avilefia esta representada en los concursos nacionales y
locales entre 1913 y 1930. En los inicios, se menciona la presencia de animales cruzados
(fuera de concurso) y puros, incluyendo las subrazas de Piedrahita y Barco de Avila. En
algunas actas de los primeros concursos se menciona que no se permite concursar a
animales presentados por los ganaderos Ramirez y Félix de Gregorio. Sin embargo, un
tiempo después, a finales de los afios 20, estos ganaderos ganarian los premios mas
importantes al obtener las mas altas puntuaciones morfolégicas, sus animales eran de un
mayor tamafo, y estaban considerados como perfeccionados. Segin Sanchez Belda el
ganadero Ramirez habia realizado cruces con animales de raza andaluza (concurso
nacional 1930)., cuando no hay evidencia del aporte de una mejor conformacién y tamafno
Durante este periodo, desde la Granja Agricola AlfonsoXIl se recomendaba el cruce con la
raza Sussex (raza de capa negra) en aquellas zonas con pobre calidad de pasto, y existian
ejemplares de dicha raza procedente de dicha granja en las paradas de sementales de La
Moncloa, Torrelaguna, Talavera, Ciudad Real y Cérdoba (11).

Raza Retinta (4, 6, 8): La presencia de razas extranjeras en Andalucia y Extremadura es
constante. La influencia americana e inglesa promueve los cruzamientos, Civantes (6)
menciona los buenos resultados de los cruces de la raza retinta con la raza Durham (capa
roja), destacandose la vaca Guadianera con una alzada de 138cm y peso de 400-450 kg,
para la produccién de carne. Los cruzamientos de la Retinta con la raza Durham es parte de
una seccion en los concursos nacionales de los afos 20. Existe amplia documentacion
sobre cruzamientos durante el siglo XX (7).

CONCLUSIONES

Se aportan evidencias sobre la formacién de las razas vacunas espafolas no reflejadas en
publicaciones recientes. Debe de existir documentacion no consultada, (E.g. Granjas
Agricolas 1890-1930 o Diputaciones) que aportaran mas informaciéon sobre el origen de
nuestras razas. Cuando las existentes no eran rentables se realizaban cruzamientos en
cualquier tipo de ganaderia y especie. Actualmente diversas razas espafiolas carecen de
productividad por hembra, conformacién y de calidad de carne (marmoleo). El cruzamiento
permitiria mejorar estos caracteres mas rapidamente que la seleccién en pureza.
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ORIGINS OF SPANISH CATTLE LOCAL BREEDS
ABSTRACT: The development of livestock breeds is a dynamic process of selection and
cross-breeding. There are many documents of the influence of foreign breeds in Spain during
the last two centuries. Those documents have not been used in recent publications related to
the origin of the current Spanish cattle breeds. Using crosses to accelerate genetic progress
of local breeds should be accepted in addition to the selection, as it has historically been.

Keywords: Local breeds, cross-breeding, Spanish history.
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OBJETIVOS DE SELECCION EN VACUNO DE CARNE EN FUNCION DE SUS
REQUERIMIENTOS ENERGETICOS Y DE LA DISPONIBILIDAD DE PASTO
de Paz-del Rio, R.*, Jiménez-Montero, J.A., Daza, A. y Alenda, R.
Departamento de Produccion Animal. ETSI Agronomos. Universidad Politécnica de Madrid.
Ciudad Universitaria s/n. 28240 Madrid.
E-mail: raqueldepaz@gmail.com

INTRODUCCION
En un programa de mejora genética para produccién de carne en extensivo deben
seleccionarse hembras que estén adaptadas a los recursos forrajeros existentes, las
necesidades de la cria y las demandas del mercado. Una inadecuada adaptacion de las
vacas a la disponibilidad de alimento que tienen en su medio de produccién se traduce en
una mala condicion corporal, que a su vez perjudica a la fertilidad.
La adaptacion al medio es medida a través de la productividad de la hembra, siendo este
caracter un factor limitante de la rentabilidad de las explotaciones. La baja fertilidad de la
cabafa de vacas nodrizas es la mayor debilidad que presenta el sistema productivo esparol,
ya que en torno al 30% no pare cada afo (Jiménez-Montero et al., 2011).
En este trabajo se analizé la disponibilidad de pasto frente a los requerimientos energéticos
en unidades forrajeras leche (UFL) de las vacas en funcion del mes de parto, la produccién
de leche, las necesidades del ternero y su peso vivo adulto (PV). El objetivo fue determinar
las necesidades de suplementaciéon en cada caso, requisito previo para optimizar tanto el
sistema productivo como los programas de mejora genética.

MATERIAL Y METODOS
Para poder determinar las necesidades de suplementacién se partié del pasto disponible en
una dehesa con una produccion media anual de unos 1.308 kg MS/ha, en la que hay un
20% de pasto sobrante que se consumird durante los meses estivales, y que unas 400
UFL/vaca y afo se destinan a henificado. Todo ello supone anualmente una disponibilidad
real de pasto de unas 2.136 UFL/vaca y afo, suponiendo una carga ganadera de 0,4
vacas/ha. Los parametros productivos de la dehesa fueron definidos a partir de los trabajos
de Sanz y Ovejero (1985), Olea et al., (1989), Alibes y Tisserand (1990), Lépez Carrasco et
al. (1990), Daza (1999), Espejo et al. (2000), Sauvant et al. (2004) e INRA (1998 y 2007).
Por otro lado, se calcularon las necesidades energéticas de las vacas en pastoreo para un
peso de 450, 550 y 650 kg PV, segun las recomendaciones del INRA (1988) y Agabriel y
D’Hour (2007), comparandose las necesidades de suplementacién segin el mes de parto, el
peso de los animales y su produccion de leche. Se supuso que los terneros tienen unas
necesidades de suplementacién sobre el consumo de leche de 2, 8, 21, 42 y 63 UFL/mes,
durante su segundo, tercero, cuarto, quinto y sexto mes de vida (Daza, comunicacion
personal). Al modificar el peso vivo de las madres se supuso que habria una variacion
proporcional del peso al nacimiento de los terneros y, por tanto, de sus necesidades de
suplementacion, con el fin de conseguir, en todos los casos, terneros con caracteristicas
similares y hacer los modelos comparables.
En el caso de la produccién de leche, se partié de una curva de lactacién estandarizada de 6
meses de duracion, con un pico de lactacion a los 30 dias de unos 8 kg/dia y una media de
unos 5,6 kg/dia (Daza, comunicacion personal). También se calcularon las necesidades de
suplementacion cuando la produccion es un 20% mayor, teniendo en cuenta que repercutira
en unas menores necesidades de suplementacion del ternero (se supuso que disminuiran
unas 10 UFL/mes de media).
Para todos los calculos de las necesidades energéticas se determin6 una condicién corporal
de 3 y un peso al nacimiento medio de un 6,5% del peso vivo adulto de la madre (Daza,
comunicacién personal).

RESULTADOS Y DISCUSION
Para comparar las necesidades de suplementacion en funcién del mes de parto, se toméd
como referencia una vaca de 550 kg PV, obteniéndose como resultado que el periodo mas
favorable se da durante los meses de diciembre, enero y febrero, que requeriria una
suplementacion de unas 574 UFL/vaca y afo, mientras que el periodo mas desfavorable
seria el de junio, julio y agosto, ya que supondria unas necesidades de suplementacion de
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unas 851 UFL/vaca y afno (Figura 1), ademas del heno suministrado. Suponiendo el precio
del pienso 0,47 €/UFL, la diferencia entre los partos en el periodo favorable y el
desfavorable es de 130 €/vaca y afo.

Al comparar las necesidades de suplementacion entre partos durante el periodo favorable y
el desfavorable, de hembras de 450, 550 y 650 kg PV que producen la cantidad de leche
descrita o un 20% mas, se observa que, cuanto mayor es el peso de las madres y mayor es
la produccién de leche, mayor es la suplementacion necesaria (Tabla 1 y Figura 2). Por
tanto, menor sera la rentabilidad de la explotacion al mantener el estado corporal de las
vacas, relacionado con la fertilidad y el peso de los terneros al destete, constantes en todos
los modelos propuestos.

Finalmente, si se compara la situacion que a priori parece mas favorable (vaca de 450 kg
PV, produccion media de leche de 5,6 kg/dia y parto en febrero) con la méas desfavorable
(vaca de 650 kg PV, produccién de leche un 20% mayor y parto en agosto), se observa que
la diferencia en costes de suplementacion con pienso seria de unos 425 €/vaca y afo.

De los resultados del estudio se observa que, a medida que se intensifica el sistema de
produccion (mayor PV de los animales y mas produccion de leche), aumentan las
necesidades, disminuye la adaptacién al medio y hay un menor efecto de la época de parto,
debido a que es necesario suplementar a los animales durante periodos de tiempo mayores.

CONCLUSIONES
Hay que evitar los partos en verano en la dehesa, ya que concentrarlos en invierno es la
opcion mas interesante para reducir gastos de suplementacion. Sin embargo, debera
valorarse la posibilidad de aumentar el periodo de partos de otofio a primavera en funcién
de la fertilidad de la explotacion.
El coste de la suplementacion anual es significativo comparado con el precio medio de un
ternero al destete (550 €/ternero; Asoprovac, 2013). Ademas, las necesidades aumentan
alrededor de 100 €/vaca parida y ano por cada 100 kg de incremento de PV. Una vaca de
650 kg PV pariendo en el periodo mas desfavorable (junio-julio-agosto), tiene unos costes
solo de suplementacién similares al valor del ternero destetado. Un alto porcentaje de las
vacas nodrizas en la dehesa superan los 650 kg PV, sobre todo las razas de mayor formato
y las vacas cruzadas.
Hay que tener en cuenta que en estos valores no se imputan los gastos de suplementacion
de las vacas que no paren, de las novillas y de los sementales, ni el resto de costes de la
explotacion, como son los derivados de los problemas al parto, relacionados con el peso.
La produccién de leche es medida en un programa de mejora por la valoracién genética del
efecto materno del peso al destete, y en este trabajo es analizada de un modo simplificado.
Se supone una curva de lactacion de 8 a 2 kg/dia, cuando existen vacas con una menor
produccion. Las maximas necesidades energéticas de la produccién de leche coinciden con
el periodo en que la hembra debe recuperar su ciclo ovéarico. Por lo tanto, fertilidad,
produccion de leche y peso al destete han de ser considerados de forma conjunta dentro del
programa, especialmente a la hora de evaluar progenitores de futuras vacas nodrizas.
Dentro de un programa de mejora genética es necesario conocer el sistema de produccion
antes de recomendar como utilizar los valores genéticos aditivo y materno de peso al
destete. Se recomienda que el caracter productividad de la hembra sea una prioridad en
todos los programas relacionados con la producciéon de carne en cualquier especie.
Es necesario continuar con este tipo de estudios, incluyendo el resto de caracteres que
tienen impacto sobre la rentabilidad, para definir los objetivos de seleccion de los programas
de mejora genética.
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Tabla 1. Necesidades totales de suplementacion (UFL/vaca y ano) y costes de suplementacion
(€/vaca y ano) para animales de 450, 550 y 650 kg PV, produciendo un 100% y un 120% de
leche (PDL), tanto para partos en el periodo favorable (F; diciembre, enero y febrero) como en
el desfavorable (f; junio, julio y agosto).
100% PDL 120% PDL
Suplementacion® 450 kg 550 kg 650 kg 450 kg 550 kg 650 kg
UFL/vaca/afio 344,59 574,14 801,13 463,67 692,12 915,02

F €/vaca/afio 161,96 269,85 376,53 217,92 325,30 430,06
UFL/vaca/afio 629,90 851,29 1064,66 784,43 1005,82 1219,19
€/vaca/afno 296,05 400,10 500,39 368,68 472,73 573,02

*Coste deTa suplementacion: 0,47 €/UFL pienso.
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Figura 1. Comparacion de la suplementacion mensual necesaria entre el periodo de parto mas
favorable (diciembre, enero y febrero) y el mas desfavorable (junio, julio y agosto), en funcion
de la disponibilidad de pasto.
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Figura 2. Necesidades totales de suplementacion (UFL/vaca y afo) y costes de suplementacion
(€/vaca y afno) para animales de 450, 550 y 650 kg PV, produciendo un 100% y un 120% de
leche (PDL), tanto para partos en el periodo favorable (F; diciembre, enero y febrero) como en
el desfavorable (f; junio, julio y agosto).

SELECTION OBJECTIVES IN BEEF CATTLE BASED IN THEIR ENERGY
REQUIREMENTS AND GRAZE AVAILABILITY

ABSTRACT: In order to determinate which may be the main selection objectives in beef
cattle production, it has been analyzed the influence in the energy requirements of calving
season, live weight of the cows and milk production, related with the graze availability. The
annual supplementation cost is significant, compared with the price of a weaned calf (550
€/calf), and it increases about 100 €/calved cow, year and 100 kg PV gained. A cow with a
weight of 650 kg, the current level of milk production and calving in the unfavourable season
(june-july-august), has similar supplementation cost as the value of the weaned calf.

Keywords: Beef Cattle, Selection Objectives, Environment Adaptation
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ESTRES TERMICO EN RAZAS AUTOCTONAS DE RUMIANTES LECHEROS
Carabarno, M.J., Ramoén, M., Abo-Shady, H. M., Pérez-Guzman M.D., Serrano, M., Diaz, C.
Molina, A., Menéndez-Buxadera, A., Bahchaga, K., Pérez-Cabal M.A., Serradilla, J.M.
'Departamento de Mejora Genética Animal. INIA.

Correo electrénico: mjc@inia.es

INTRODUCCION
El umbral de temperatura por encima del cual se produce el estrés térmico (ET) varia con
las especies y depende de las condiciones de humedad y viento que acompanan a una
temperatura determinada. Los estudios de la repercusion del ET en especies de pequefios
rumiantes son escasos. En razas de pequefios rumiantes explotadas en Espana, los Unicos
datos existentes son los provenientes de los estudios realizados por Romero et al., (2008) y
Menéndez-Buxadera et al. (2012a y 2012b) en razas caprinas y ovinas autoctonas, en los
que se constata un efecto del ET sobre la produccion y el contenido de grasa y proteina de
la leche. Uno de los enfoques adoptado para el andlisis cuantitativo de la respuesta al ET se
basa en medir la relacién entre indices bioclimaticos y los rendimientos productivos y
reproductivos recogidos en los controles de rendimiento. EI modelo propuesto inicialmente
por Misztal (1999) es un modelo de regresion aleatoria de la produccién de leche en el dia
de control sobre el indice de temperatura y humedad, en el que se asume una zona
termoneutra de no respuesta a aumentos en temperatura y una zona de descenso
productivo lineal a partir de un umbral. La determinacion del umbral de tolerancia al ET es
pues un paso previo al analisis con estos modelos de regresion aleatoria. El objetivo de este
trabajo es determinar el umbral de tolerancia y la respuesta productiva al ET en las razas
ovina Manchega y caprina Florida, empleando diferentes variables climaticas indicadoras del
efecto del ambiente térmico. .
MATERIAL Y METODOS
En este estudio se han utlizado datos del control lechero oficial de las razas ovina
Manchega (2000-2010) y caprina Florida (2002-2012) ubicadas en las CC.AA. de Castilla La
Mancha y Andalucia, respectivamente, y datos meteorolégicos histéricos de las
mencionadas CC.AA. cedidos por la Agencia Estatal de Meteorologia (AEMET). Cada dato
productivo se asoci6é con los datos de temperatura y temperatura con humedad del dia del
control procedentes de la estacién meteoroldégica mas proxima. Para la estimacion del
umbral de tolerancia y la pendiente de respuesta al ET se utilizaron los siguientes modelos:
Manchega: Yikimno = RA, + LEJ'+ DELk + Pr| + TOm + bx f(t) + an + Cjjkimno

Florida: Yikim = RA, + ENFJ + TOk + b x f(t) + a + €jkim
donde, RA=Rebano-Ano de control, LE=NUmero de lactacién-edad al control, DEL=Clase de
dias en lactacion, ENF= Edad al control-nimero de lactacion-fase de lactacion,
Pr=Prolificidad, TO=Turno de ordefio, b=coeficiente de regresion, t=variable climatologica
(temperatura, o indice temperatura-humedad (THI)), f(t)=0 si t< T, y T- T, en caso contrario,

T,= umbral de tolerancia, a=efecto animal con var(a)=lc2, e= efecto residual con var(e) =
Icg.
El indice combinado THI se obtuvo mediante la siguiente expresion (Finnochiaro et al.,
2005):

THI = {t - [0.55 x (1 = RH)] x (t — 14.4)}
, donde t es temperatura en °C y RH es la humedad relativa en tanto por uno.
La resolucion de las incognitas asociadas al modelo (efectos ambientales, efecto animal,
coeficiente de regresion y umbral de termotolerancia) se llevd a cabo mediante métodos
bayesianos, utilizando como criterio de comparacién de modelos el DIC (deviance
information criterion). .

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presenta el numero de animales usados en el estudio y las medias
productivas en cada una de estas razas. Ademas de la poblacién total se estudio por
separado la subpoblacion de animales de mas alta produccion (aquellos cuya produccion
por lactacion superaban en 1.5 desviaciones tipicas la media poblacional).
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Tabla 1. Numero de animales, controles lecheros y media y percentiles 10 y 90 (en
corchetes) de produccion de leche, grasa y proteina (g/dia) para el total de la poblacion y
para animales de alta produccion (AP).

Raza Animales Controles Leche Grasa Proteina
Manchega
Total 191.768 1.690.702 1127[472,1964] 79.6[33.4,110.0] 64.8[27.8,135.7]
AP 19.750 204.861 1536[720,2500] 106.5[50.1,169.6] 87.2[42.6,134.7]
Florida
Total 11.259 116.258  2273[1000. 3700] 110.0[51.4,176.8]  74.9[35.16, 120.24]
AP 1.600 27.799  2840[1400. 4400] 132.5[67.4, 204.9] 92.3[47.16, 142.2]

En la Tablas 2 y 3 se presentan los resultados del analisis para el umbral de tolerancia y la
respuesta al estrés térmico en las poblaciones de raza Manchega y Florida. En la raza
Manchega se observan umbrales de tolerancia notablemente mas altos (29 °C de
temperatura media diaria 39 °C de temperatura maxima) que en la raza Florida (9°C de
temperatura media y 22°C de temperatura maxima). Finnochiaro et al. (2005) para ovejas
Valle de Belice en Sicilia obtuvo un umbral de 23 puntos para THI, que seria equivalente a
unos 27°C de temperatura media con una humedad relativa del 40%. En cuanto al impacto
del ET en la produccién la disminucién estimada varia segun la variable climatica empleada.
En la raza Manchega, para la temperatura media en el total de la poblacion se aprecian
caidas de produccién bajas, pero esta caida sube en el caso de los animales de alta
produccion, pudiendo llegar a un declive de unos 16g de proteina diaria por cada incremento
de un grado por encima de los 29 °C. Para la poblacién caprina, el descenso méas acusado
fue para % grasa pudiendo descender 0.05 y 0.09 puntos porcentuales por unidad de
variable climatologica. Segun el criterio DIC, los modelos que usan Tmedia son los que
tienden a proporcionar un mejor ajuste (menor valor del DIC) de los datos.

Tabla 2. Media posterior del umbral de tolerancia (T,), respuesta en produccion (b en g/udT)
de grasa y proteina a incrementos en temperatura media (Tpmedz) ¥ maxima (Tpax) € indices
THI medio y maximo (THIy.) y criterio de bondad de ajuste del modelo (DIC,) en la
poblacion total y en animales de alta produccion (AP,) en la raza Manchega. Los intervalos
de maxima densidad 95% se muestran en corchetes.

Grasa Tmedia THImedio Tmax THImax

Total AP Total AP Total AP Total AP

To 28.8 29.2 26.0 28.0 39.7 38.6 29.1 33.8

[28.5.29.1] [25.6.32.6] [25.8.26.1] [25.8.29.9] [39.3.40.0] [37.4.40.0] [29.0.29.3] [33.3.34.1]

b -0.6 -5.8 -10.5 -7.4 0.9 -2.1 -4.3 -56.0

[-0.9.-0.4] [-28.5.0.8] [-14.2.-6.7] [-38.1.0.9] [0.2.1.7] [-5.7.0.5] [-6.0.-2.8] [-115.3-17.2]

DIC 7642333 957229 7642496 952849 7642369 957610 7642424 957586
Proteina

To 29.13 29.55 25.26 28.10 38.08 38.40 28.11 33.81

[28.8.29.4] [29.2 .29.9] [25.0.25.6] [27.8.28.5] [36.9.39.0] [37.1.39.7] [27.8.28.9] [33.4.34.1]

b -0.49 -15.85 -5.10 -15.75 -0.28 -1.93 -1.57 -55.30

[-0.7.-0.3] [-47.7.-1.4] [-7.2 -3.4] [-24.5.-7.0] [-0.55.-0.1] [-4.4.-0.1] [-2.9.-0.8] [-93.8.-16.5]

DIC 7078458 884151 7077783 884157 7078547 890353 7078377 890304
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Tabla 3. Media posterior del umbral de tolerancia (T,). respuesta en porcentajes (b en
%/udT) de grasa y proteina a incrementos en temperatura media (Tpeda) ¥ maxima (Tmax) €
indice THI y criterio de bondad de ajuste del modelo (DIC), en la poblacion total y en
animales de alta produccion (AP) de raza Florida. Los intervalos de maxima densidad 95%
se muestran en corchetes.

% Grasa Tmedia Tmax THI
Total AP Total AP Total AP
To 6.2 125 17.2 17.4 20.0 17.6
[5.7 6.8] [11.213.4] [17.0 17.4] [16.8 18.3] [16.8 17.1] [17.0 18.5]
b -0.06 -0.07 -0.08 -0.06 -0.05 -0.09
[-0.06 -0.05] [-0.08 -0.06] [-0.09 -0.08] [-0.06 -0.05] [-0.06 -0.05] [-0.10 -0.08]
DIC 139277 20348 139454 20339 139613 20363
% Proteina Tmedia Tmax THI
Total AP Total AP Total AP
To 6.5 9.2 13.9 15.8 14.7 16.9
[6.1.7.0] [8.310.3] [13.6 14.3] [14.417.2] [14.315.2] [16.0 17.7]
b -0.03 -0.03 -0.02 -0.02 -0.03 -0.04
[-0.03 -0.02] [[0.03-0.02] [-0.022-0.021] [-0.024-0.021]  [-0.034-0.032]  [-0.037 -0.033]
DIC 37088 5280 37381 5313 37412 5325
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HEAT STRESS IN TWO LOCAL BREEDS OF DAIRY RUMINANTS

ABSTRACT: Fat and protein production from 191.768 ewes and 11.259 goats, together with
climatic variables were used to determine the threshold and response to heat stress (HS) in
dairy sheep (Manchega) and goat (Florida) Spanish local populations. Models including the
effects of herd-year of test day, number and stage of lactation, age of the animal at
recording, prolificacy, milking time, animal and a regression (b) on the climatic variable that
operates only after a certain threshold (T,) were used. Average (Tave) and maximum
temperature (Tmax) plus an index combining both temperature and humidity (THI) were used
as climatic variables. The analyses were carried out for the whole population and for the
highly producing (AP) animals (1.5 sd above average). T, was lower for goats than for sheep
around 10°C vs. 29 °C for Tmedia and Tmax. respectively. Small b values were observed for
the whole sheep population, but a larger impact of HS was found for the AP animals. For
these, b ranged between 6 (fat) and 16 (protein)g/°C. For the goat population, declines were
similar for the global and AP data, but larger for fat%, ranging between 0.05 and 0.09% per
unit of climatic variable.

Keywords: heat stress. small ruminants. dairy production.
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RELACION ENTRE VIDA PRODUCTIVA Y EDAD AL PRIMER PARTO EN OVEJAS DE
LECHE Y CARNE
Jurado’, JJ., Jiménez, MA.
' Dpto. de Mejora Genética Animal. Instituto Nacional de Investigaciones y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA). Ctra. de la Corufia Km 7,00. 28040 MADRID.
E-mail: jurado@inia.es

INTRODUCCION

La extension de la vida productiva de las ovejas es, sin duda, un factor econémico
de primer orden para rentabilizar las explotaciones ovinas tanto en razas de carne como de
leche. Existe controversia acerca del momento idoneo en que las ovejas han de tener su
primer parto para que su vida incluya el mayor numero de partos posibles antes de su baja.
Un parto temprano da lugar a un mayor lapso de tiempo para tener los partos pero el animal
puede no estar fisioldgicamente maduro y ser dado de baja prematuramente. Un parto
tardio dara a las ovejas una madurez adecuada, pero el nUmero de partos posibles antes de
su baja sera menor. En los programas de mejora genética la edad al primer parto influye en
el intervalo generacional y como consecuencia en el progreso genético anual.

La extension de la vida productiva estda determinada por el periodo de tiempo
transcurrido entre el primer parto de la oveja y el momento en que el ganadero decide su
baja. La importancia econémica de este caracter hace pensar en la conveniencia de tenerlo
en cuenta entre los criterios de seleccion de los reproductores. Para ello es necesario fijar
el principio y fin de su permanencia en el rebafio, asi como su variabilidad genética.

El propésito de este articulo es establecer el mejor momento para iniciar la vida
productiva de un animal, de modo que dé lugar al mayor niumero de partos posibles, y
estimar sus parametros genéticos con el objetivo de ser incluido como criterio de seleccion
en los programas de mejora genética. Respecto a este ultimo punto cabe afiadir que
aunque la vida productiva se conoce solo una vez que el animal ha sido dado de baja,
limitando de este modo la utilidad del caracter, cabe hacer una estima previa en funcion de
la parte conocida y de la relacion de parentesco que existe con otros animales que tienen
informacion completa (Jurado y Gonzalez-Recio, 2010).

MATERIAL Y METODOS

En este articulo la vida productiva se mide como el niumero de partos acumulados
desde el primer hasta el ultimo parto registrado en la base de datos. Se exige tener siempre
al menos dos partos. La razén es que si una oveja tiene un segundo parto es porque el
ganadero considera que el animal es apto para seguir en el rebafo. Se establece como
ultimo parto el anterior a su fecha de baja. En la mayor parte de los casos, la fecha de baja
es desconocida, considerando que una oveja ha causado baja si no ha tenido partos en dos
afos consecutivos. Esto implica asumir que desde el segundo al ultimo parto no existen
bajas por causa involuntaria ya que se carece de informacién adicional para discriminar
entre desecho voluntario e involuntario.

Se han utilizado las bases de datos de las razas Assaf (leche) y Rasa Aragonesa
(carne). Se han elegido ovejas que no han parido en los dos ultimos afios después del
ultimo parto registrado y que tienen al menos dos partos. En el caso de la raza Rasa-
Aragonesa son 21.630 ovejas y en el caso de la raza Assaf 28.202 ovejas.

Para la determinacion de la relacion entre el primer parto y la vida productiva se han
empleado modelos en los que se han incluido varias categorias de efectos fijos:

a) Efectos relacionados con la precocidad de la vida productiva (dias comprendidos
entre el nacimiento y el primer parto). Se han establecido diversos niveles: Menos de

15 meses, de 15 a 20 meses, de 20 a 24 meses y mas de 24 meses.

b) Efectos relacionados con el ritmo de partos (intervalo medio de dias entre partos
sucesivos).
c) Efectos relacionados con la intensidad de la produccién. En el caso de la raza Assaf,

para cada oveja, se ha utilizado la producciéon media de leche tipificada a 150 dias, y
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el numero medio de corderos por parto. En la raza Rasa-Aragonesa solo se ha
incluido el numero medio de corderos nacidos por parto.

d) Efectos relacionados con el manejo de la explotacion (rebafio) y el momento de la
presencia de la oveja en el programa de mejora (afio de primer parto).

Los modelos utilizados en el estudio han sido los siguientes:

Rasa- Aragonesa (carne) np=p+gan +nc +elp +ip +alp +¢
Assaf (leche) np=p+gan +nc +L150+elp+alp +¢

donde np es el numero total de partos registrados de la oveja (vida productiva), y es la
media de la poblacién, gan es el rebafio, nc es el numero medio de corderos nacidos por
parto, e1p es la edad al primer parto (codificado), ip es el intervalo medio entre partos, L150
en la produccion media de leche tipificada a 150 dias (Kg), alp es el afio del primer parto, y
€ es el residuo. Para estimar los efectos fijos del modelo se ha utilizado el procedimiento
GLM del paquete estadistico SAS (SAS, 2002). Para estimar la heredabilidad del caracter
numero total de partos se han utilizado los mismos modelos que en el estudio anterior,
incluyendo ademas un factor aleatorio que representa el valor genético de la oveja. Se ha
usado el programa VCE 6.0.2.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos en los analisis SAS y VCE de la
raza Rasa-Aragonesa. Todos los efectos fijos han sido significativos, y los distintos niveles
de edad al primer parto resultaron diferentes entre si. Las medias de la edad al primer parto
(valores LSMEANS) indican que las ovejas que paren con menos de 15 meses obtienen
una media de 6 partos antes de su baja. Por el contrario, retrasar el primer parto hasta
edades superiores a los 24 meses hace que el numero de partos total sea de solo 4,76
partos (1,19 partos menos que en el primer caso). La heredabilidad estimada para el
caracter vida productiva (niumero total de partos) es significativa pero baja (0,05).

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos en el estudio de la raza Assaf. Al
igual que en el caso anterior, todos los efectos considerados en el modelo han sido
significativos. Sin embargo, los niveles establecidos para la edad al primer parto no han
resultado diferentes entre si (solo existen diferencias significativas entre el nivel 1 y el resto
de los niveles). Las medias minimo cuadradas indican que adelantar el primer parto antes
de los 15 meses supone un pequefa ventaja con relacién a otras edades (4,89 partos frente
a los 4.72-4,73 partos correspondientes a edades superiores a los 15 meses), pero tener el
primer parto entre los 15 y los 24 meses no supone ninguna diferencia significativa y por
ello, ventaja alguna. En esta raza, la heredabilidad estimada para el caracter numero total
de partos, es moderadamente heredable (0,10).

Las conclusiones que se pueden extraer de los resultados son las siguientes:

1. La vida productiva media en la raza Rasa-Aragonesa (5,52 partos) es superior a la
de la raza Assaf (3,61 partos).

2. En la raza Rasa-Aragonesa adelantar el primer parto supone una mayor duracién de
la vida productiva.

3. En la raza Assaf adelantar los partos supone una pequefa ventaja, que es
inexistente para edades al primer parto superiores a 15 meses.

4. En la raza Rasa-Aragonesa la heredabilidad es baja. Esto cuestionaria la seleccién
genética para este caracter.

5. En la Raza Assaf el valor de la heredabilidad permitiria incluir este caracter en un
indice de seleccion.
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Tabla 1.- Resultados de los analisis SAS y VCE de la raza RASA-ARAGONESA

N u R? c.v.

np 21.630 5,562 0,50 36,89
elp np (LSMEANS) Stderr
< 15 meses 5,95 a 0,1389
>15y>20 5,53 b 0,1372
>20y>24 537¢c 0,1384
> 24 meses 476 d 0,1372

Var(u) Var(e) h?
np 0,19 (0,069) 3,94 (0,078) 0,046 (0,017)

Tabla 2.- Resultados de los anadlisis SAS y VCE de la raza ASSAF

N u R? c.v.

np 28.202 3,61 0,33 38,19
elp np (LSMEANS) Stderr
< 15 meses 4,89 a 0,0403
>15y>20 4,74 b 0,0436
>20y>24 4,74 b 0,0439
> 24 meses 4,72 b 0,0408

Var(u) Var(e) h?
np 0,19 (0,028) 1,70 (0,031) 0,101 (0,015)

N: Numero de datos; u: Media de la variable; RZCoeficiente de determinacion;
C.V.: Coeficiente de variacion; e1p: edad al primer parto (codificado); np: nimero
total de partos registrados de la oveja (LSMEANS); Stderr: Error estandar. Letras
diferentes en niveles del mismo factor indican diferencias significativas (P< 0,05).
Var(u), Var(e), h% componentes de varianza y heredabilidad.

RELATIONSHIP BETWEEN PRODUCTIVE LIFE AND AGE AT FIRST LAMBING IN MILK
AND MEAT SHEEP.

ABSTRACT: Productive life and age at first lambing are factors affecting the profitability of
sheep farms and the annual genetic selection programs. This research attempts to
determine the best time to start the animal’s productive life to achieve the greatest possible
number of births, and estimate its genetic parameters in order to be included as a future
selection criterion. An analysis of variance (GLM procedure of SAS) of productive life
(number of births registered for an ewe) was performed using the age at first lambing, flock,
average type of birth, average lambing interval and year of first birth as sources of variation
in two breeds (21.630 data culled animals of Rasa and 28.202 of Assaf breed). The average
productive life was higher in Rasa breed than in Assaf (5.52 vs 3.61). A significant increase
in the number of lambings when the first one occurs before 15 months was found in both
breeds. The estimated heritability has been significantly different from zero but moderate
(0.05 in Rasa and 0.10 in Assaf).

Keywords: Assaf and Rasa-Aragonesa breeds, number of births, heritability
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SELECCION POR TASA DE OVULACION Y TAMANO DE CAMADA EN CONEJO.
ESTIMACION DE LA RESPUESTA A LA SELECCION
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INTRODUCCION

La seleccion por tasa de ovulacion y capacidad uterina no ha mejorado la respuesta en
tamafio de camada mas que la seleccion directa en conejo (Laborda et al., 2012; Blasco et
al., 2005; Bolet et al., 1994). Los mismos resultados se han obtenido en los experimentos de
seleccioén realizados en porcino por tasa de ovulacion (Cunningham et al., 1979; Leymaster
y Christenson, 2000; Rosendo et al., 2007), por supervivencia prenatal (Rosendo et al.,
2007) y por un indice por tasa de ovulacion y supervivencia prenatal (Johnson et al., 1999).
Se ha obtenido, sin embargo, una respuesta apreciable en un experimento de seleccién por
niveles independientes para tasa de ovulacién y tamafo de camada en porcino (Ruiz-Flores
and Johnson, 2001). Actualmente, se esta llevando a cabo un experimento de seleccién por
niveles independientes para tasa de ovulacion y tamafio de camada en conejo. El objetivo
de este trabajo es estimar la respuesta a la seleccion en esta linea después de nueve
generaciones de selecciéon en una linea previamente seleccionada por tasa de ovulacién.

MATERIAL Y METODOS
Animales. Los animales utilizados en este experimento se seleccionaron durante 6
generaciones por tasa de ovulacién (primer periodo de seleccién) y posteriormente durante
9 generaciones por niveles independientes para tasa de ovulacion y tamafio de camada
(segundo periodo de seleccion). La seleccién por tasa de ovulacion se hizo en base a la tasa
de ovulacion en la segunda gestacion; se aplicd una presion de seleccion del 30%. En la
seleccién por niveles independientes, en la primera etapa se seleccionaron hijas de las las
hembras que presentaban una mayor tasa de ovulacion en la segunda gestacién y luego de
entre esas hembras las que presentaban el mayor promedio de nacidos totales de los dos
primeros partos; se aplic6 una presion de seleccién total por generacion de
aproximadamente el 30% (65% y 50% para cada caracter, respectivamente). La seleccion
de machos se hizo dentro de familia de macho para controlar la consanguinidad
Los animales se alojaron en la granja de la Universitat Politecnica de Valéncia con un
fotoperiodo controlado de 16 h de luz: 8 h de oscuridad. Las hembras iniciaron su vida
reproductiva a las 18-20 semanas de vida; la monta se realiza a los 12 dias post-parto.
Se han analizado un total de 4084 partos y 1841 tasas de ovulaciéon de un total de 1194
hembras. La genealogia incluyé un total de 1467 animales.
Caracteres. Se ha analizado la tasa de ovulacién (TO) en la segunda y ultima gestacién y el
tamafio de camada hasta un maximo de 7 partos. La TO se estim6 como el nimero de
cuerpos luteos (contabilizados por laparoscopia el dia 12 de la segunda gestacién y post-
mortem en la Ultima gestacion). El tamafio de camada al nacimiento (TC) se estimé como el
numero de nacidos totales.
Analisis estadisticos. El modelo utilizado para analizar la tasa de ovulacién y el tamafio de
camada es el siguiente:
Yikm = AE; + Pj + Ly + @jg + Pij + Eijim
donde, AE; es el efecto afio-estacion (43 y 44 niveles para TO y TC, respectivamente), P; es
orden del parto (4 y 5 niveles para TO y TC, respectivamente), Ly es el efecto de lactacion (2
niveles), ajq es el valor aditivo del animal, pj es el efecto permanente no aditivo de la
hembra, y ejum €s el error del modelo.
Se realizé un andlisis bayesiano bivariante con aumento de datos. Después de varios
andlisis exploratorios se utilizé una cadena de 3,000,000 iteraciones, con un periodo de
gquemado de 200,000 iteraciones, tomando una de cada 100. La posible falta de
convergencia se realizé utilizando el criterio de Geweke. Todas las distribuciones a priori
fueron planas, salvo el efecto aditivo de los animales y el efecto permanente. Se asumié que
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los efectos aditivos y permanentes se distribuian normalmente, con media 0 y componentes
de (co)varianza G y P. Los efectos permanentes estan correlacionados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los valores medios obtenidos para el TC y para la TO de todas las hembras analizadas en
el experimento han sido de 9.1 gazapos y 16 évulos. El valor del TC se encuentra dentro del
rango de los valores publicados para lineas maternales por otros autores (Garcia y Baselga
2002; Santacreu et al., 2005; Laborda et al.,, 2012). La TO es similar a la obtenida por
Laborda et al. (2012) en un experimento de selecciéon por TO y algo mas elevada que la
publicada por Garcia y Baselga (2002) en una linea seleccionada por nimero de destetados
y Santacreu et al. (2005) en una linea seleccionada por capacidad uterina, 15.0 y 14.8
6vulos respectivamente.
La heredabilidad estimada para TO presenta un valor medio que esta en concordancia con
las estimas publicadas por otros autores en conejo (Blasco et al., 1992; Blasco et al., 1993;
Laborda et al., 2012). El valor garantizado de la heredabilidad es de 0.33 con una
probabilidad del 80%. Para el TC, el valor de la heredabilidad fue de 0.10, valor que esta
dentro del rango de las estimas obtenidas en otros trabajos en conejo (Blasco et al., 1993;
Blasco, 1996; Laborda et al., 2012). La correlacion genética entre ambos caracteres es
positiva siendo la probabilidad de obtener una correlacién entre el TC y la TO mayor de cero
del 100%. Ademas, la probabilidad de que la correlacion sea al menos de 0.20 es del 95%.

Tabla 1. Resultados de las distribuciones marginales posteriores de la heredabilidad
de la tasa de ovulacién (h%) y el tamaiio de camada (h% ) y su correlacion genética

(rgro-tc)-

Media  Mediana HPDgse, k MCse Z
h%ro 0.22 0.22 0.14,0.29 0.15 0.001 -0.02
h%¢ 0.10 0.09 0.05,0.15 0.05 0.001 -0.74
__Igro-ic 0.49 0.49 0.15,0.85 0.33 0.001 1.84

SD: Desviacion estandar; HPDgsy: Intervalo de maxima densidad al 95%; k: valor
garantizado [k,~) conteniendo una probabilidad del 80%; MCse: error estandar de Monte
Carlo; Z: Z-score del test de Geweke.

En la figura 1 se muestran las medias genéticas estimadas por generacion para ambos
caracteres. En el primer periodo, la seleccion por TO durante 6 generaciones ha
incrementado la tasa de ovulacion en aproximadamente 1.3 o6vulos (0.22 6évulos por
generacion), sin embargo la respuesta correlacionada en TC ha sido menor,
aproximadamente medio gazapo (0.1 gazapos por generacion). Este pequefio aumento del
tamafio de camada respecto al aumento de la tasa de ovulacién se debe a un descenso de
la supervivencia prenatal. La respuesta estimada para la TO es similar a la obtenida en la
misma poblacién por Laborda et al. (2012) después de 10 generaciones de seleccion por
tasa de ovulaciéon. En este experimento no se observé una respuesta correlacionada en
tamafio de camada debido principalmente a un aumento de la mortalidad fetal. En el
segundo periodo, la seleccién por niveles independientes para TO y TC durante 9
generaciones también ha incrementado la tasa de ovulacion (1.50 évulos), pero la respuesta
ha sido menor (0.17 6vulos por generacién) que en el primer periodo debido principalmente
a la menor presion de seleccion ejercida en este caracter durante el segundo periodo. El
aumento de 1.5 6vulos ha dado lugar a un incremento de 1.5 gazapos, lo que implica una
mejora de la supervivencia prenatal. EI aumento de tamafio de camada ha sido
aproximadamente de 0.17 gazapos/generacion. La respuesta estimada en los experimentos
de seleccién directa por tamafio de camada en conejos es aproximadamente de 0.10
gazapos/generacion (Mocé y Santacreu, 2010). Por tanto, la seleccion por niveles
independientes por tasa de ovulacion y tamafio de camada puede mejorar la respuesta
obtenida en tamafio de camada por seleccién directa.
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Figura 1. Media genética estimada por generacion para tasa de ovulacion (TO) y
tamanio de camada (TC) en un experimento de seleccién por tasa de ovulacién
durante 6 generaciones de seleccion y por niveles independientes para tasa de
ovulacién y tamaio de camada durante 9 generaciones de seleccion.
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RESPONSE TO SELECTION FOR OVULATION RATE AND LITTER SIZE IN RABBITS.

ABSTRACT: Two-stage selection for ovulation rate (OR) and litter size (LS) was performed
during 9 generations using a rabbit line previously selected 6 generations by OR. In both
periods, ovulation rate was estimated at d 12 of gestation by laparoscopy. Selection for litter
size was based on the average litter size over the first two parities. Total selection pressure
in females was about 30% in both periods. Data from 1194 females were analyzed using
Bayesian methodology. The estimated heritabilities of OR and LS were 0.22 and 0.10,
respectively. The genetic correlation between both traits was 0.49.

After 6 generations of selection for ovulation rate, this trait increased around 1.3 ova, but the
correlated response on LS was low (0.5 kits). However, after 9 generations of selection by
the two stage procedure, OR and LS increased around 1.5 ova and 1.5 kits, respectively.
Keywords: rabbit, two-stage selection, litter size, ovulation rate.
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RESPUESTAS EN SELECCIQN DIVERGENTE POR VARIANZA AMBIENTAL DEL
TAMANO DE CAMADA EN CONEJO
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INTRODUCCION

Varios estudios proponen que la varianza ambiental se encuentra bajo control genético
(SanCristobal-Gaudy et al., 2001 en tamafio de camada en ovejas; Sorensen y
Waagepetersen, 2003 en tamafio de camada en cerdos; Bolet et al., 2008 en peso al
nacimiento en conejos; |bafez-Escriche et al., 2008 en capacidad uterina en conejos).
Lamentablemente estos estudios se basan en modelos altamente parametrizados muy poco
robustos en los que, por ejemplo, un leve alejamiento de la normalidad en los residuos
puede dar lugar a resultados completamente diferentes (Yang et al.,, 2011). La seleccion
directa sobre este caracter permitiria resolver esta incégnita debido a que no depende (o
depende mucho menos) de la modelizacion del caracter. El objetivo de este trabajo es
estimar la respuesta a la seleccion del caracter varianza residual del tamafio de camada en
un experimento de seleccion divergente por este caracter en conejos.

MATERIAL Y METODOS
En este estudio se emplearon un total de 1591 hembras provenientes de un experimento de
seleccion divergente por el caracter varianza residual del tamafio de camada (Ve). Los datos
de tamafio de camada se precorrigieron por los efectos de afio-estacion y estado de
lactacion. La varianza fue calculada mediante el estimador de minimo riesgo cuadratico:

1 -
m+ 1D ;(" -

donde n es el nimero de partos por hembra (n varia desde 2 hasta 12 partos). Los animales
fueron criados en la granja de la Universidad Miguel Hernandez de Elche. Cada linea consta
de 125 hembras y 25 machos por generacién aproximadamente. La media de partos por
coneja fue de 4.6. La presion de seleccion media sobre las hembras fue de un 30% por
linea. Los machos fueron elegidos dentro de familias de padre, para evitar un incremento de
la consanguinidad. Los caracteres analizados fueron: varianza residual (Ve), varianza
residual de los datos sin precorregir (Vr) y tamafio de camada (TC). La distribucién de Ve
fue: Ve|b,u,0.%? ~N (u+Zu, Ko,? ), donde u es un vector que incluye Unicamente la media del
caracter y u es el vector que incluye el efecto aditivo de las hembras (u ~N (0,Ac,? ) donde
A es la matriz de parentesco. Se analizd Vr con el mismo modelo. Como las varianzas
residuales no estan calculadas con el mismo numero de partos, se ha considerado que los
residuos del modelo se distribuyen normalmente con media 0 y varianza Ko.? donde K es
una matriz diagonal de ponderaciones con el siguiente elemento en la diagonal:

20— 1)
(n+1)2

siendo n el nimero de partos con el que se ha calculado la varianza de cada hembra. Este
peso viene de obtener la varianza de un estimador cuadratico de minimo riesgo. Para la
estima de las heredabilidades no se consider6 la ponderacién anterior. Los datos de TC se
distribuyeron: TC|b,u,p,oe2 ~N (Xb+Zu+Wp,lo, 2). El vector b incluye los efectos ambientales
de generacion y estado de lactacion y p son los efectos permanentes (p ~N (O,Ia,f). Todos
los andlisis se han llevado a cabo mediante metodologia bayesiana. Se utilizaron priors
planos acotados para todos los efectos y varianzas. Las distribuciones marginales
posteriores se estimaron por muestreo de Gibbs. La convergencia fue testada usando el
criterio Z de Geweke vy los errores de Monte Carlo fueron obtenidos por series temporales
(Sorensen y Gianola, 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION
En la Figura 1 se muestran los parametros de las distribuciones marginales posteriores de
las respuestas obtenidas por generacion y linea. El test de Geweke no detecto falta de
convergencia y el error de Monte Carlo fue pequefio en todas las variables.
Hubo respuesta en todas las generaciones de seleccion. Esto confirma la existencia de
genes involucrados en la Ve, probablemente relacionados con la sensibilidad de las conejas
al estrés y a las enfermedades. La respuesta para las lineas alta y baja fue asimétrica. En la
Figura 2 se muestran los parametros de las distribuciones marginales posteriores de las
respuestas en el caracter Vr obtenidas por generacion y linea. Las respuestas obtenidas
para los caracteres Ve y Vr son similares; por tanto, el efecto de la precorreccion de los
datos parece no afectar a los resultados.
En la Figura 3 se muestran los parametros de las distribuciones marginales posteriores de
las respuestas en el caracter TC obtenidas por generacion y linea. EI TC se ha
incrementado al seleccionar por baja varianza residual, y aunque de manera mas irregular,
ha disminuido en la linea alta, mostrando una correlacién negativa entre TC y Ve. Ibafez-
Escriche et al., 2008 estimaron una correlacion negativa entre capacidad uterina y varianza
residual en conejos, pero Yang et al., 2011, haciendo una transformacion Box-Cox para
normalizar residuos, observaron que cambiaba de signo. Estos ultimos resultados se
discuten como artefactos del modelo, que es muy poco robusto.
En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas de las distribuciones marginales posteriores de
la heredabilidad de los caracteres analizados. Las heredabilidades estimadas para los
caracteres Ve y Vr son bajas. Otros autores, usando el modelo propuesto por SanCristébal-
Gaudy et al., 2001 encuentran también estimas de heredabilidad bajas para Ve (Garreau et
al., 2004; Gutiérrez et al., 2006). Las respuestas obtenidas en el experimento parecen ser
atribuibles la alta variabilidad de los caracteres. La heredabilidad obtenida para el caracter
TC se asemeja a los valores de heredabilidad de tamafio de camada en conejos que se
encuentran en la bibliografia.

CONCLUSION
La respuesta obtenida tras seleccionar directamente por el caracter Ve confirma la
existencia de genes controlando dicho caracter.
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RESPONSES OF DIVERGENT SELECTION FOR ENVIRONMENTAL VARIABILITY IN
THE LITTER SIZE IN RABBIT.

ABSTRACT: A divergent selection experiment for residual variance of litter size was carried
out in rabbits. The selection criteron was the residual variance of litter size, after correcting
litter size for the effects of generation and lactation status (Ve). Bayesian methods were used
to analyze the response obtained in the first five generations. The results showed a response
in Ve. A negative correlated response was observed in litter size.

Keywords: Residual variances, rabbits, litter size.
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Figura 1.Medias y desviaciones tipicas de las
distribuciones marginales posteriores de las
respuestas obtenidas en cada linea vy
generacion para el caracter varianza residual
de datos de tamafo de camada precorregido
por los efectos afio-estacion y estado de
lactacion (Ve). H: linea alta. L: linea baja.
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Figura 3 .Medias y desviaciones tipicas de las
distribuciones marginales posteriores de las
respuestas obtenidas en cada linea vy
generacion para el caracter tamafo de
camada (TC). H: linea alta. L: linea baja.
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Figura 2.Medias y desviaciones tipicas de las
distribuciones marginales posteriores de las
respuestas obtenidas en cada linea y
generacion para el caracter varianza residual
de datos de tamafio de camada sin
precorregir (Vr). H: linea alta. L: linea baja.

Tabla 1.Heredabilidades para los caracteres
Ve, Vry TC.

M HPD(95%)
Ve 0.06 [0.01,0.11]
Vr 0.05 [0.01,0.10]
TC 0.12 [0.08,0.17]

Ve: varianza residual de datos de tamafio de
camada precorregidos por los efectos afio-
estacion y estado de lactacion. Vr: varianza
residual de datos de tamafno de camada sin
precorregir. TC: tamafio de camada. M:
mediana de la distribucion posterior. HPD
(95%): region de alta densidad posterior al
95%.
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EFECTO DE LA SELECCION POR VARIANZA RESIDUAL DEL TAMANO DE CAMADA
SOBRE LOS COMPONENTES DEL TAMANO DE CAMADA Y EL PESO DEL GAZAPO
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INTRODUCCION

El tamafo de camada es un caracter de considerable interés econdémico tanto en porcino
como en conejo, pero dificil de seleccionar debido a su baja heredabilidad. Los trabajos de
SanCristobal-Gaudy et al. (2001) en ovejas, Sorensen y Waagepetersen (2003) en cerdos y
Gutiérrez et al. (2006) en ratones sugieren que la varianza residual del tamafio de camada
puede estar bajo control genético. Una reduccion de la varianza residual del tamafio de
camada aumentaria su heredabilidad, y como consecuencia su respuesta a la seleccion. Por
otro lado, el ganadero prefiere hembras con camada mas uniformes que faciliten su trabajo
disminuyendo el numero de adopciones, e incrementen la viabilidad de la camada.
Finalmente, hay escasas evidencias en cualquier especie de que la varianza residual esté
efectivamente controlada genéticamente, debido a que los modelos que consideran que la
varianza ambiental esta bajo control genético estan fuertemente parametrizados. Por ello, se
inicia un experimento de seleccion divergente directamente por varianza residual del tamafio
de camada (Ve) en conejo en la Universidad Miguel Hernandez de Elche (Argente et al.,
2009). Tras cinco generaciones de seleccion, Blasco et al. (2012) encuentran una diferencia
entre la linea de alta (H) y de baja (L) varianza residual en tamafio de camada de 1.21 para
Ve y una respuesta correlacionada negativamente de -0.63 para el niumero total de gazapos
al parto. El objetivo de este trabajo es analizar si la seleccidén por varianza residual del
tamafho de camada muestra una respuesta correlacionada sobre los componentes del
tamafno de camada, tasa de ovulacion, supervivencia embrionaria y fetal, asi como con el
peso del gazapo al nacimiento.

MATERIAL Y METODOS

Animales: Las conejas utilizadas en este estudio pertenecieron a la sexta generacion del
experimento de seleccion divergente por varianza residual del tamafio de camada (mas
detalles en Blasco et al., 2012). Se realiz6 una laparoscopia a los 12 dias de la segunda
gestacion para estimar la tasa de ovulacion y el numero de embriones implantados. Se
pesaron todos los gazapos al nacer en el primer y segundo parto.

Caracteres: Los caracteres analizados fueron la varianza residual del tamafio de camada
(Ve), estimada como la varianza fenotipica del tamafo de camada dentro de hembra
después de corregirlo por los efectos de ano-estacion y el estado de lactacion (ver formula
1), el tamafio de camada (TC), la tasa de ovulacién (TO), el numero de embriones
implantados (El) a los 12 dias de la segunda gestacion, el niumero de fetos que llegaron al
segundo parto (FP), el peso promedio al nacimiento dentro de camada de los gazapos vivos
al parto (PPV) y la desviacion dentro de camada del peso al nacimiento de los gazapos
vivos (STDpy).
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donde e; es el tamafio de camada j de la hembra i después de corregirlo por el afo-estacion
y estado de lactacion, y n; es el nimero de partos de cada hembra i.

Andlisis estadisticos: Todos los andlisis se realizaron utilizando metodologia bayesiana. La
variable Ve fue analizada con un modelo que sélo tenia como efecto la linea (con dos
niveles: linea de alta (H) y baja (L) varianza residual en tamafio de camada de la sexta
generacion de seleccion). El modelo utilizado para analizar el TC incluyé los efectos de
linea, estado de lactacion, afo-estacion y el efecto aleatorio de hembra. La TO, El, FP, PPV
y STDey se analizaron con el mismo modelo utilizado para el TC pero sin el efecto aleatorio
de hembra. El modelo para El y FP incluyé ademas la covariable TO y El, respectivamente.
Se utilizaron priors planos acotados para todos los efectos sistémicos, con la excepcion del
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efecto de hembra el cual se consider6 que se distribuia de forma normal con media 0 y
varianza lo%;, donde | es la matriz identidad y 0% es Ia varianza de hembra. Los residuos se
distribuyeron normalmente con media 0 y varianza lo%. Los priors de las varianzas fueron
también planos acotados. Las distribuciones marginales posteriores de las diferencias entre
lineas se estimaron usando muestreo de Gibbs. Se tomaron cadenas de 200.000 iteraciones
con un periodo de quemado de 20.000 iteraciones, y se guardd una muestra de cada 50
iteraciones. La convergencia fue testada usando el criterio Z de Geweke y los errores de
Monte Carlo fueron obtenidos por series temporales (Sorensen y Gianola, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Tabla 1 se muestran las medias para las variables Ve, TC, TO, El, FP, PPV y STDpy
en la linea de alta (H) y de baja (L) varianza residual en tamafio de camada de la sexta
generacion de seleccion. La tabla 2 muestra los parametros de las distribuciones marginales
posteriores de las diferencias entre ambas lineas para Ve, TC, TO, El corregido por TO, FP
corregido por El, PPV y STDpy. El test de Geweke no detecté falta de convergencia y el error
de Monte Carlo fue pequeﬁo en todas las variables.
Despues de seis generaciones de seleccion, las lineas H y L mostraron una diferencia de 1.17
gazapos® para el criterio de seleccién (Ve), con una probabilidad de ser positiva esta diferencia
del 99%. Parece haber respuesta correlacionada en tamafio de camada, de forma que la linea
seleccionada para incrementar la varianza residual del tamafio de camada (H) presenta un
menor tamafo de camada (D= -0.46 gazapos, P(D<0) = 98%) que la linea L. Este resultado
estaria de acuerdo con la correlacion negativa encontrada entre ambos caracteres por Ibanez-
Escriche et al. (2008) en conejos y Sorensen y Waagepetersen (2003) en cerdos, aunque
estas correlaciones estan siendo cuestionadas recientemente puesto que estan muy influidas
por la falta de robustez de los modelos usados para estimarlas (Yang et al., 2011). El menor
tamafo de camada encontrado en la linea H, parece estar relacionado tanto con una menor
supervivencia embrionaria (-0.53 embriones, P(D<0) = 94%) como con una menor
supervivencia fetal (-0.32 fetos, P(D<0) = 86%). Se podran avanzar hipotesis mas concluyentes
al respecto, cuando se recojan mas generaciones de seleccién.
Por otro lado, en especies multiparas como el conejo y el porcino, un aumento del tamafio de
camada va acompanado de una disminucion del peso al nacimiento y de un incremento de la
variabilidad de este caracter dentro de la camada (Argente et al., 1999; Damgaard et al., 2003).
En conejo, se ha observado una relacién negativa entre la variabilidad del peso al nacimiento
con la supervivencia del gazapo en la lactacion, de forma que dentro de una camada los
gazapos menos pesados no pueden competir con los més fuertes y mueren antes del destete
(Argente et al., 1999). En este sentido, observamos que aunque las lineas H y L difieren en
tamafo de camada al nacimiento en -0.46 gazapos, esta diferencia no afecta al peso del
gazapo al nacimiento, pero la variabilidad dentro de camada para el peso del gazapo al
nacimiento si es afectada, de forma que la linea H muestra un menor valor para este caracter
(D= -0.40, P(D<0) = 92%) que la linea L. En préximos trabajos, se analizara si esta diferencia
en STDpy va acompahada de una diferencia en la supervivencia del gazapo al destete.

CONCLUSION
La seleccion por varianza residual del tamafio de camada muestra una respuesta
correlacionada negativa sobre el tamafno de camada, a través de una menor supervivencia
embrionaria y fetal, y sobre la variabilidad del peso al nacimiento dentro de la camada.
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Tabla 1. Media y desviacion estandar (DS).

Linea H Linea L

n Media DS n Media DS
Ve 143 5.04 413 119 3.87 4.01
TC 610 7.66 3.17 488 8.04 2.83
TO 120 13.33 2.48 107 13.16 2.08
El 120 10.35 3.45 107 10.78 2.89
FP 120 7.18 3.54 107 7.75 2.99
PPV 247 56.42 11.70 202 56.30 12.47
STDpy 247 5.55 2.97 202 5.96 2.98

n: numero de datos. Ve: varianza residual del tamafo de camada dentro de hembra. TC: tamano de
camada. TO: tasa de ovulacion. El: nimero de embriones implantados a los 12 dias de la segunda
gestacion. FP: nimero de fetos al segundo parto. PPV: el peso promedio al nacimiento dentro de
camada de los gazapos vivos al parto. STDpy: desviacién del peso al nacimiento dentro de camada de
los gazapos vivos. H: linea de alta varianza residual en TC. L: linea de baja varianza residual en TC.

Tabla 2. Parametros de las distribuciones marginales posteriores de las diferencias entre la linea de
alta (H) y de baja (L) varianza residual en tamafio de camada.

D HPDess, P(%)
Ve 1.17 0.18, 2.22 99
TC -0.46 -0.92, -0.01 98
TO 0.09 -0.51,0.69 39
Eho -0.53 -1.22,0.17 94
FPg -0.32 -1.07, 0.31 86
PPV 0.43 -1.77,2.72 34
STDpy -0.40 -0.97,0.19 92

Ve: varianza residual del tamafo de camada dentro de hembra. TC: tamafo de camada. TO: tasa de
ovulaciéon. Elro: nimero de embriones implantados corregido por la covariable tasa de ovulacion.
FPgi: nimero de fetos al parto corregido por la covariable nimero de embriones implantados. PPV: el
peso promedio al nacimiento dentro de camada de los gazapos vivos al parto. STDpy: desviacion del
peso al nacimiento dentro de camada de los gazapos vivos. D: media posterior de la diferencia entre
las lineas H y L. HPDgso,: region de alta densidad posterior al 95%. P: P(D>0) cuando D>0 y P(D<0)
cuando D<O0.

EFFECT OF SELECTION FOR RESIDUAL VARIANCE OF LITTER SIZE ON
COMPONENTS OF LITTER SIZE AND BIRTH WEIGTH KIT

ABSTRACT: A divergent selection experiment on residual variance of litter size (Ve) was
carried out in rabbits at University Miguel Hernandez de Elche (UMH). After six generations
of selection, the High line (H) showed a higher Ve than the Low line (L) (D=1.17 kits?,
(P(D>0) = 99%). Selection for increasing Ve seems to decrease litter size in the H line (D=-0.46
kits, P(D<0) = 98%. This difference in litter size was related to lower embryonic (-0.53 embryos,
P(D<0) = 94%) and fetal survival (-0.32 fetus, P(D<0) = 86%) in the H line. No difference was
found in birth weight kits between lines. However, the H line showed a lower within-litter
standard deviation of birth weight than the L line (D= -0.40, P(D<0) = 92%. In conclusion,
selection for Ve has shown a negative correlated response in litter size, by means of lower
embryonic and fetal survival, and lower within-litter standard deviation of birth weight.

Keywords: Residual variance, embryonic and fetal survival, birth weight, rabbits
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INTRODUCCION
El contenido de grasa intramuscular (IMF) juega un papel determinante en la calidad de la
carne, afectando principalmente a la calidad organoléptica y a la calidad nutricional de la
carne (Wood et al., 2008).

Hay pocos estudios que traten de modificar el contenido de IMF por seleccién (Sapp et al.,
2002; Suzuki et al. 2005a; Schwab et al., 2009), y ninguno de ellos se ha llevado a cabo en
conejo. No se dispone de estimas de heredabilidad de IMF en conejo pero la mayoria de
estudios publicados en cerdo (Sellier, 1998; Suzuki et al., 2005b) y en vacuno (Bertrand et
al.,, 2001) presentan estimas moderadas-altas. Los experimentos de seleccién divergente
por IMF permiten conocer el determinismo genético del caracter de interés y generar dos
poblaciones separadas sobre las que estudiar mejor los mecanismos genéticos que
conducen a la deposicion de la IMF.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar la respuesta a la seleccion en IMF del musculo
Longissimus tras tres generaciones de seleccion divergente. La heredabilidad y las
tendencias genéticas también han sido estudiadas.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron datos de tres generaciones de seleccion divergente por IMF. La poblaciéon base
estaba formada por 13 machos y 83 hembras. Las lineas alta (H) y baja (L) tenian
aproximadamente 8 machos y 40 hembras por generacion. La seleccion se realizé en el
segundo parto de las hembras y se bas6 en el valor fenotipico de IMF medido en dos
hermanos completos de primer parto. La presion de seleccién en las hembras fue de un
26% en la 1% generacion y un 13% en la 2% y 3% generacion. Se utilizaron 668 conejos para
estimar la respuesta a la seleccion. El pedigree utilizado para estimar la heredabilidad y las
tendencias genéticas tenia 1332 datos.

Las lineas H y L fueron criadas de forma contemporanea. Dos conejos (un macho y una
hembra) de primer parto de cada hembra fueron sacrificados a las 9 semanas de edad. A las
24 horas post mortem se separaron los musculos Longissimus (LM) de la canal, se picaron,
liofilizaron y analizaron en un equipo NIRS (model 5000, FOSS NIRSystems INC.). El
contenido de IMF se determin6 a partir de las ecuaciones desarrolladas previamente
(Zomefio et al., 2012) y se expres6 en g/100g musculo fresco.

La respuesta a la seleccién se estimé por la comparacion de las lineas H y L en la misma
generacion de seleccion aplicando el siguiente modelo:
Yin= LGi + §; + POy + pis + i

LG; es el efecto de linea-generacioén (7 niveles: poblacién base, linea H-12 generacion, linea
L-12 generacion, linea H-22 generacion, linea L-22 generacion, linea H-32 generacion, linea
L-32 generacion), S; el efecto de sexo, POy el efecto orden de parto (3 niveles), pis es el
efecto de camada comun (334 camadas) y ey es el residuo del modelo.

Se realiz6 un andlisis bayesiano con el programa Rabbit (desarrollado por el Instituto de
Ciencia y Tecnologia Animal) estimando las distribuciones posteriores por Gibbs sampling.
Para estimar la heredabilidad y las tendencias genéticas se utilizé el siguiente modelo:

Yigm= Gi + §j + POy + Cia * @jjum * €ijkim

Gies el efecto generacion (4 niveles: cero, primera, segunda y tercera), S;es el efecto sexo,
POy es el efecto orden de parto (3 niveles), ci es el efecto de ambiente comun (334
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niveles),ajum es el efecto aditivo y ejum €s el residuo del modelo. Se realizé un andlisis
bayesiano con el programa el programa TM (Legarra et al., 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra los parametros de la distribucidon marginal posterior de las diferencias
entre lineas para IMF. La linea H fue un 7% superior que la linea L en la 1% generacién, y un
9% en la 2° y 3% Las diferencias entre lineas fueron como minimo de 0.06, 0.08 y
0.07g/100g con un 80% de probabilidad (kso;) €n la 12, 2% y 3% generacion, respectivamente.
Considerando un valor relevante para las diferencias un 0.05g/100g, el cual representa un
tercio de la desviacion tipica del caracter, la probabilidad de relevancia fue moderada en la
primera generacion (Pr=0.85) y alta en la segunda y tercera (Pr=0.96 y 0.92,
respectivamente). Estas diferencias representan una respuesta a la seleccién del 9% de la
media, de la que un 6.8% se obtuvo en la 1% generacion y un 2.2% en la 2°. En conejos no
se han llevado a cabo experimentos de selecciéon por IMF. En otras especies como en
cerdos (Suzuki et al., 2005b; Schwab et al., 2009) y en vacuno (Sapp et al., 2002) se ha
observado también un aumento de IMF.

La estima de la heredabilidad fue moderadamente elevada (0.37; Tabla 2) aunque con una
precision baja (HPDgse, entre 0.19 y 0.59). No obstante, la heredabilidad fue como minimo de
0.29 con una probabilidad del 80% y la probabilidad de ser superior a 0.20 fue del 97%
(Po20). No se dispone de estimaciones de heredabilidad de la IMF en conejo. La
heredabilidad estimada en este trabajo es similar a las estimas publicadas en la bibliografia
(revisado por Sellier, 1998 en cerdos; revisado por Bertrand et al., 2001 en vacuno).

Las tendencias genéticas mostraron una repuesta a la seleccion de 0.033, 0.052 y 0.054
g/100g para la linea H, y -0.032, -0.046 and -0.051 g/100g para la linea L en la 1%, 2% y 32
generacion, respectivamente (Fig 1). Las tendencias genéticas dependen de la
heredabilidad considerada. Para validar nuestros resultados, las tendencias genéticas
fueron calculadas de nuevo con una heredabilidad con un valor garantizado a un 95% de
probabilidad (0.22; Tabla 2). La respuesta obtenida fue similar a la obtenida con un valor de
heredabilidad de 0.37. Las tendencias ambientales también fueron calculadas y fueron nulas
para las tres generaciones de seleccion, de forma que la mejora en IMF puede ser atribuida
al proceso de seleccion.

Como conclusiones, se ha observado una respuesta directa a la seleccion que ha sido
simétrica en las lineas H y L. La heredabilidad estimada ha sido moderadamente alta con
una elevada probabilidad de ser superior a 0.20. El modelo aplicado y la heredabilidad
estimada han sido validados y los resultados obtenidos confirman que este caracter puede
ser modificado por seleccion en conejo.
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Tabla 1. Parametros de las distribuciones marginales posteriores de las diferencias entre la
linea alta y la linea baja para el contenido de grasa intramuscular (g/100g musculo).

G Dy HPDgss, P Kos Kso% Po.os
1 0.08 0.03 0.14 1.00 0.03 0.06 0.85
2 0.10 0.04 0.16 1.00 0.05 0.08 0.96
3 0.09 0.04 0.15 1.00 0.04 0.07 0.92

G: generacion; Dy, : mediana de la distribucion marginal posterior de la diferencia; HPDgse,: region de
mayor densidad posterior al 95% de probabilidad; P: probabilidad de que la diferencia sea mayor que
cero; kgsy: limite del intervalo [k, +«) al 95% de probabilidad; kgo: limite del intervalo [k, +«) al 80%
de probabilidad; Pg gs: probabilidad de que la diferencia sea mayor a 0.05 g/100g.

Tabla 2. Parametros de la distribucion posterior de la heredabilidad del contenido en grasa
intramuscular.

Mediana HPDss9, Kosv, Kso% Po.20

0.37 0.19 0.59 0.22 0.29 0.97

Mediana: mediana de la distribucion posterior de la heredabilidad; HPDgsy,: region de mayor densidad
posterior al 95% de probabilidad; kese,: limite del intervalo [k, +«) al 95% de probabilidad; ksgy,: limite
del intervalo [k, +«) al 80% de probabilidad; Py »: probabilidad de que la diferencia sea mayor a 0.20.
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Figura 1. Medianas y desviaciones tipicas de las distribuciones marginales posteriores de
las medias genéticas para grasa intramuscular por generacion.

DIVERGENT SELECTION FOR INTRAMUSCULAR FAT CONTENT IN RABBITS. DIRECT
RESPONSE TO SELECTION

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the selection response on intramuscular
fat (IMF) content after three generations of divergent selection. Selection was based on the
phenotypic value of IMF content measured in two full sibs of the first parity. A total of 668
records were used to estimate the selection response on IMF and a pedigree of 1332
records was used to calculate heritability and genetic trends. Differences between lines for
IMF were 0.08, 0.10 and 0.09 g/100g in the 1%, 2™ and 3™ generation, respectively. These
differences represent a response of 9% of the mean. Heritability estimate for IMF was
moderately high (0.37) with 97% of probability of being greater than 0.20. Genetic trends
showed a direct response to selection of 0.05 g/100g in the high line and -0.05 g/100g in the
low line. Selection response for IMF was similar using a guaranteed value of heritability with
95% of probability. The animal model applied and the heritability estimated in this study were
validated and results confirmed that this trait can be improved through selection in rabbits.

Key words: heritability, intramuscular fat, rabbits, selection
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INTRODUCCION

Debido a su alta tasa anual de reposicion, 120%, la longevidad funcional es un caracter
muy importante en conejos (Rosell et al., 2003). Se ha definido la longevidad funcional
en conejos como el tiempo en dias entre la primera palpacion positiva y la muerte o
eliminaciéon por razones no productivas del animal (Sanchez et al., 2004). Se han
observado diferencias relevantes en los efectos genéticos directos para la longevidad
funcional entre lineas maternas de conejos seleccionadas por tamafio de camada al
destete y sus cruces (Piles et al., 2006b; Ragab et al., 2011). Se han obtenido estimas
de heredabilidad entre bajas y moderadas (Piles et al., 2006b; Sanchez et al., 2008; EL
Nagar et al., 2012), si bien los estudios que analizan las diferencias del determinismo
genético de la longevidad entre lineas de conejos son realmente escasos. El objetivo de
este estudio es estimar las varianzas genéticas aditivas de la longevidad funcional y
calcular sus correspondientes heredabilidades efectivas en cinco lineas de conejos.

MATERIAL Y METODOS

Los datos de este trabajo (Tabla 1) proceden de animales de cinco lineas de conejos,
cuatro de ellas son maternales (A, V, Hy LP) y la quinta es una linea paternal (linea R),
criadas en un nucleo de seleccion de la granja del departamento de Ciencia Animal
(UPV). Las cuatro lineas maternales estan siendo sometidas a un proceso de seleccién
por tamafio de camada al destete aunque difieren en los criterios de su fundacion
(Ragab y Baselga 2011). La linea R, se ha seleccionado por velocidad de crecimiento
diario postdestete y su origen es sintético, en el sentido de que procede de la fusién de
otras dos poblaciones seleccionadas por caracteres de crecimiento (Estany et al., 1992).
Todo este material ofrece, a priori, una gran variabilidad y, precisamente, considerarla
es parte del interés de este estudio. Los datos considerados de las lineas van desde su
fundacion hasta sus ultimas generaciones de seleccidon que son la 43, 38, 10, 8 y 32,
respectivamente para las lineas A, V, H, LP y R. El manejo de todas las lineas es muy
similar, las hembras se cubren aproximadamente 12 dias después del parto y el destete
tiene lugar a los 28 dias. Unicamente para la linea R es ligeramente diferente, pues en
las Ultimas generaciones las cubriciones tienen lugar mediante inseminacion artificial y
ademas se permite el apareamiento entre animales de distintas generaciones.

Para analizar los datos de cada linea por separado se utilizo el programa Survival Kit 6.0
(Ducrocq et al., 2010) y en particular el modulo que implementa el modelo de Cox de
riesgos proporcionales. El modelo que se utilizé fue el siguiente:

hi(t[x"i(t)) = ho(t)*exp{ X i"(t)ae Bae + X i (t)opr:er Borper + X i (t)orrnv Borpnv + X i™ (t) EFenv
Bernv +FiBr+ zi'u}

Donde, hi(t|xi(t)) es el riesgo de muerte asociado al animal i, afectado por las covariables
indicadas en el vector x’i(t), en tiempo t; ho(t) es la funcion del riesgo base. Los factores fijos
dependientes de tiempo considerados fueron el efecto del Aho-Estacion (AE) definido cada
seis meses; el efecto de la combinacion entre el orden de las sucesivas palpaciones
positivas que la hembra tiene y el estado fisioldgico (OPP*EF) donde EF refleja la
combinacion entre el estado reproductivo de la hembra (prefiada, no prefiada y no se sabe)
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y su estado lactacional (lactante o no lactante); el efecto de la combinacién entre el orden de
la palpacion positiva y el nimero de nacidos vivos (OPP*NV); el efecto de la combinacion
entre el estado fisiologico y el numero de nacidos vivos (EF*NV). Los factores
independientes del tiempo considerados fueron el efecto de la consanguinidad (F), ajustada
como una covariable continua; el efecto genético aditivo (u), que es un factor aleatorio para
el que se asume una distribucién normal multivariante con media cero y varianza AOZA donde
A es la matriz del parentesco y o°4 es la varianza aditiva a estimar. El Survival Kit estima la
varianza aditiva mediante un método bayesiano, que permite obtener varios estadisticos de
su distribucion marginal posterior: moda, media, desviacion tipica y coeficiente de simetria.
Para analizar de manera conjunta los datos de todas las lineas se utilizé el mismo modelo
pero sustituyendo el efecto AE por el efecto de la combinacion entre la linea y el AE (L*AE).
Una vez estimada la varianza aditiva del caracter, la heredabilidad efectiva (hzef) (Yazdi et
al., 2002) se calcula segun la formula h?%s = 0%,/ 0?4 + 1. Si la proporcién de registros
censurados hasta un momento dado es p, la heredabilidad equivalente (hzeq), viene dada por
la expresion h’, = 04 / 0% + (1/p) (Yazdi et al., 2002).

Tabla 1: Numero de animales en los ficheros de datos y el pedigree en cada linea.
Promedio vida

Linea Hemgras con % Censura (dias) NO Anlm:_ales en
ato pedigree
Censurados

A 5102 36.6 154 6180

\' 5144 34.8 176 6276

H 1156 55.5 138 1377

LP 1224 58.3 208 1425

R 2722 45.7 151 3760
Total 15348 40.8 164 19018

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 muestra los estadisticos de la distribucién marginal posterior de la varianza
aditiva de las distintas lineas, asi como las respectivas heredabilidades efectivas calculadas
basadas en la moda de la marginal posterior de la varianza aditiva.

Tabla 2: Moda, media, deviacion tipica (DT) y coeficiente de simetria de la distribucion
marginal posterior de la varianza aditiva. Heredabilidades efectivas (h%s) de la longevidad
funcional.

Linea Moda Media DT Simetria hZy
A 0.13 0.14 0.04 0.43 0.11
\" 0.06 0.07 0.03 0.53 0.06
H 0.21 0.28 0.16 0.80 0.17
LP 0.002 0.05 0.06 1.08 0.002
R 0.21 0.23 0.08 0.46 0.18
Todos 0.14 0.15 0.02 0.24 0.13

La heredabilidad efectiva muestra valores de bajos a medios. Las lineas Ry H son las que
presentan estimas de heredabilidad mas alta. La varianza aditiva de la linea LP es muy baja
y como consecuencia también su heredabilidad, esto pudiera deberse a que el criterio de
fundacion de esta linea fue la hiper-longevidad, lo que hizo que se aumentase la media de la
longevidad en esta linea (Sanchez et al., 2006) a costa de una reduccion de la variaciéon en
este caracter como consecuencia del propio proceso de seleccion. También es importante
remarcar la importante asimetria de algunas de las distribuciones marginales posteriores,
particularmente las de las lineas H y LP, que son para las lineas que se cuenta con un
menor numero de datos. Estas son las primeras estimas de varianza aditiva y heredabilidad
que se obtienen para estas poblaciones. Previamente, Sanchez et al. (2004) estudiaron la
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heredabilidad en una réplica de la linea V, escindida de la poblacion considerada en nuestro
estudio durante la generacion 14. En este caso, la estima de la heredabilidad efectiva que
ofrecieron fue 0.09. Es un valor ligeramente superior al estimado por nosotros, pero la
comparacion ha de hacerse con precauciéon ya que aqui la definiciéon del caracter es
diferente, el estado fisioldgico se define de una manera diferente, y en el presente estudio se
utilizé6 un modelo animal mientras que Sanchez et al. (2004) utilizaron un modelo padre-
abuelo materno. En otro estudio de la mencionada réplica de la linea V, Sanchez et al.
(2006), ofrecen una estima de heredabilidad efectiva de 0.12, en este caso se empled el
modelo animal, pero considerando un término residual, que en nuestro caso no hemos
contemplado.

Piles et al. (2006a) estimaron la heredabilidad efectiva en dos lineas maternales, Prat y
A1077, en ambos casos se utilizd un modelo animal y los valores obtenidos fueron 0.16 y
0.17, respectivamente, se puede decir que estos valores estan en el rango de estimas
obtenidas en nuestro trabajo. En la linea Caldes, seleccionada, al igual que la linea R, por
velocidad de crecimiento al post-destete, se han estimado valores de heredabilidad
superiores a 0.3 (comunicacién personal M. Piles), un valor bastante mas elevado que el
obtenido por nosotros para la linea R (0.18).

Podemos concluir que la heterogeneidad en el determinismo genético de la longevidad
funcional en las cinco lineas consideradas es importante y que en algunos casos se puede
explicar como consecuencia de los criterios seguidos durante la fundacion de las mismas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

* Ducrocq, V., Sdélkner, J., Mészaros, G. (2010). 9th World Congress on Genetics to
Livestock Production, August 1-6, 2010, Leipzig, Germany * EL Nagar, A. G., Sanchez, J. P.,
Ragab, M., Minguez, C., Baselga, M. (2012). 10" World Rabbit Congress, Sharm El-Sheikh
— Egypt, 49-53. « Estany, J., Camacho, J., Baselga, M., Blasco, A. (1992). Genet. Sel. Evol.
24: 527-537. « Piles, M., Garreau, H., Rafel, O., Larzul, C., Ramon, J., Ducrocq, V. (2006a) J.
Anim. Sci. 84:1658-1665 « Piles, M., J. P. Sanchez, J. Orengo, O. Rafel, J. Ramon, and M.
Baselga. (2006b). J. Anim. Sci. 84:58-62. + Ragab M., y Baselga M. (2011). Livest. Sci. 136,
201-206. « Ragab, M., Sanchez, J. P., Minguez, C., EL Nagar, A. G., Baselga, M. (2011). XIV
Jornadas sobre Produccion Animal, Zaragoza, Espafa, 17 y 18 de mayo de 2011, pp. 473-
475. « Rosell J. M. (2003). World Rabbit Sci., 11:157-169. « Sanchez, J. P., Baselga, M.,
Peir6, R., and Silvestre, M. A. (2004). Livest. Prod. Sci. 90:227-234. « Sanchez, J. P.,
Baselga, M., and Ducrocq, V. (2006). J. Anim. Breed. Genet. 123:180-185. « Sanchez, J. P.,
Theilgaard, P., Minguez, C., and Baselga, M. (2008). J. Anim. Sci. 86:515-525. + Yazdi, M.
H., Visscher, P. M., Ducrocq, V., Thompson, R., (2002). J. Dairy Sci. 85:1563-1577.

GENETIC HETEROGENEITY OF FUNCTIONAL LONGEVITY IN FIVE LINES OF
RABBITS

ABSTRACT: The present study was performed to check the genetic heterogeneity among
five lines of rabbits (A, V, H, LP and R) in terms of functional longevity. The lines A, V, H and
LP are maternal lines founded on different criteria and being selected for litter size at
weaning. The line R is a paternal line founded and being selected for daily growth rate. The
data of each line was analysed using the survival analysis methodology (survival kit
program), and the model of analysis was Cox-proportional hazard with frailty term as the
additive value of the animals. Another combined analysis was did using the whole data set of
all lines. The effective heritability (h%;) *+ sd of functional longevity in each line was
0.11+0.04, 0.06+0.03, 0.17+0.16, 0.002+0.06 and 0.18+0.08 for A, V, H, LP and R lines,
respectively. h%; obtained from the combined analysis of all lines was 0.13+0.02.It can be
concluded that the genetic heterogeneity between the studied lines is important.

Keywords: Rabbits, Longevity, Heritability, Survival analysis.
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INTRODUCCION

La mejora de la eficiencia alimentaria es uno de los retos mas importantes en la produccion
de carne de especies prolificas debido al elevado porcentaje del total de costes que supone
la alimentacion (70-80% en conejo: Moura et al., 1997). No obstante, la consideracion
directa de este caracter en programas de mejora genética ha sido practicamente nula,
principalmente por la dificultad de disponer de registros individuales del consumo durante el
periodo de engorde. Dado que este caracter esta positivamente correlacionado con la
velocidad de crecimiento o el peso al final del periodo de cebo, se ha asumido que la
seleccion para estos caracteres daria lugar a una mejora indirecta de la eficiencia
alimentaria. Sin embargo, las estimaciones recientes de la correlaciéon genética entre
velocidad de crecimiento e indice de conversion, tanto en conejos (Piles et al. 2004) como
en cerdos (Clutter y Brascamp, 1998 citado por Bidanel et al., 2010), indican que el valor de
este parametro podria no ser lo suficientemente elevado como para dar lugar a una
respuesta correlacionada relevante en eficiencia alimentaria. En estas circunstancias,
merece la pena analizar las posibilidades y beneficios de la implementacion de
procedimientos de seleccion alternativos, teniendo en cuenta las condiciones de produccion
en cuanto alojamiento, presencia de enfermedades, etc. En este sentido, en particular en la
especie cunicola, seria interesante considerar las posibilidades de selecciéon en condiciones
de racionamiento alimentario ya que éste tiene un efecto positivo sobre la salud de los
animales (Cachaldora y col. 2011) en presencia de enfermedades que generan trastornos
digestivos, como la enteropatia epizootica del conejo, que ha ocasionado una elevada
mortalidad en toda Europa durante los ultimos 10 afios. Sin embargo, no hay ningun estudio
en conejo que evalle las posibilidades de seleccion por peso individual bajo alimentacion
racionada o la existencia de interaccion entre el genotipo y el tipo de alimentacion, lo cual
constituye el objetivo del presente trabajo.

MATERIAL Y METODOS

Los animales procedian de la linea Caldes, actualmente seleccionada por velocidad de
crecimiento durante el periodo de cebo con alimentaciéon ad libitum. Se engordaron dos
grupos de gazapos bajo las mismas condiciones ambientales y de manejo, con la Unica
excepcion del régimen alimenticio, que fue de dos tipos: 1) Alimentacion ad libitum (AL); 2)
Alimentacién racionada al 75% del consumo a voluntad (AR), pero ambos con una dieta
estandar durante las 4 semanas de duracién del engorde (destete 32d; sacrificio 60d).
Durante este periodo, los animales se encontraban alojados en una nave al aire libre, con
cubierta y toldos de proteccion. Los animales de una misma camada eran distribuidos en
jaulas colectivas de 8 individuos, asignadas a cada uno de los dos tratamientos e
intercaladas entre si. La distribucién de los gazapos se hacia considerando también su
tamafo para asi tratar de que uniformizar éste dentro de una misma jaula. Se dispuso de
1112 y 1104 gazapos de 344 y 347 camadas, alimentados a voluntad o con alimentacion
restringida, respectivamente. Semanalmente se registré el peso de los individuos de la jaula,
y el consumo de pienso de los alimentados a voluntad. Al final del periodo de engorde, se
volvian a pesar los animales individualmente. La cantidad de pienso que habia que
suministrar al grupo de alimentacién restringida, se calculaba multiplicando por 0.75 la
cantidad de pienso consumido durante la semana anterior mas un 10 % de ésta para tener
en cuenta la diferencia de consumo debido a su mayor tamafio.

—472-



Con los datos obtenidos se realizé un analisis bi-variado de regresion aleatoria considerando
el peso del animal bajo distintos regimenes alimentarios como caracteres distintos, y la edad
como variable independiente: Este modelo incluia los siguientes factores para cada caracter:
1) Factores fijos: lote (4 niveles), tamafio de camada (10 niveles), orden de parto (4 niveles),
edad (covariable). 2) Factores aleatorios: intercepto y pendiente del efecto genético aditivo,
intercepto y pendiente del efecto permanente de animal, intercepto y pendiente del efecto de
camada de origen, e intercepto y pendiente del efecto de dia de control. Ademas el modelo
incluia un residuo que era independiente entre caracteres. El efecto de dia de control
permite parcialmente tener en cuenta las covarianzas ambientales entre caracteres, ya que
al no haber animales con registros en ambos tratamientos no es posible establecer
covarianza residual. Se realizé6 un analisis bayesiano utilizando el programa gibbs2f90 de
Misztal y col. (2002). EI ndmero de iteraciones fue de 1.000.000 y se desecharon las
600.000 primeras, para guardar una de cada 20 muestras de cada parametro.

RESULTADOS Y DISCUSION
El porcentaje de restriccién realmente aplicado en cada uno de los 4 lotes de animales
fueron: 76, 76, 77 y 71 % y la media general 75%. Este valor se ajusta perfectamente al
deseado a pesar de que semanalmente se observaba una gran variacion en el nivel de
restriccién debido al cambio de las condiciones ambientales, por encontrarse los animales
en una nave abierta que dispone un techado y toldos laterales como Unica proteccién del
exterior.
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Figura 1.Heredabilidades y correlaciones genéticas del peso vivo de los gazapos a diferentes edades del periodo
de engorde en condiciones de alimentacion a voluntad o restringida. Las barras indican los intervalos HPDgsy.
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La Figura 1 muestra la evolucion de los valores de la heredabilidad a lo largo del periodo de
engorde del peso vivo individual con alimentacion ad libitum y restringida, considerados aqui
como caracteres distintos. En esta misma figura se presenta el valor de la correlacion
genética entre ellos, a diferentes edades de los gazapos. A pesar de que las estimas son
imprecisas, ya que aun no se dispone de todos los datos del experimento, se observa
claramente que el valor de la correlacion genética entre ambos caracteres es elevado,
siendo el valor minimo de 0.88 a los 60 d de edad y el valor maximo de 0.93 35 d de edad.
Aunque con los datos obtenidos de momento no podemos decir que sean diferentes en
estos dos puntos, la mayor correlacion el inicio del engorde se deberia a que esta es una
etapa de transiciéon entre la lactacion y la alimentacion Unicamente sélida, por lo que el
comportamiento alimentario en esta etapa es muy irregular en ambos grupos de animales, y
es muy dificil realizar un buen ajuste del nivel de racionamiento. Respecto a las
heredabilidades podemos decir que los valores de la medias de la distribuciéon posterior son
muy similares a edades tempranas aunque a edades mas avanzadas empiezan a
diferenciarse; asi, al final de la fase de engorde (60 dias) la estima de heredabilidad para el
peso vivo bajo alimentacién restringida es casi el doble (0.30) que a esa misma edad bajo
alimentacion a voluntad. Esta diferencia, aunque relevante, no podemos decir que sea
estadisticamente distinta de cero. Asi pues, sera necesario esperar a que se hayan recogido
un mayor numero de datos para determinar si estas medias posteriores se mantienen, al
tiempo que se incrementa la precision de las estimas. Si con la inclusiéon de los nuevos
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datos las diferencias se mantienen y la precisién aumenta, los resultados indicarian que
podria existir una interaccion del genotipo con el régimen de alimentacién que podria
conducir a una mayor respuesta a la seleccién por crecimiento cuando se restringe la
cantidad de pienso diaria suministrada a los gazapos frente a la situacién en la que éstos se
alimentan a voluntad. Teniendo en cuenta los valores de las medias de las distribuciones
marginales posteriores, podriamos decir que dicha interaccion se deberia basicamente a un
efecto de escala, debido a la diferencia en la varianza genética entre ambos caracteres, ya
que la parte de dicha interaccion que es debida esencialmente a una correlacién genética
menor que 1 seria mucho menor.

REGIMEN ALIMENTARIO

AD LIVITUM RESTRINGIDO
Intercepto Pendiente Intercepto Pendiente
PM 0.108 0.127 0.117 0.19
PSD 0.054 0.054 0.057 0.069
HPDgsq, 0.019, 0.215 0.037,0.235 0.03 0.236 0.069 0.323

La tabla muestra los estadisticos descriptivos de las distribuciones marginales posteriores
de la heredabilidad del intercepto y la pendiente bajo ambos regimenes alimentarios. La
pendiente esta estrechamente relacionada con la velocidad de crecimiento. De confirmarse
los valores de las medias posteriores, podria decirse que la heredabilidad de la velocidad de
crecimiento en condiciones de racionamiento es mayor que cuando los animales se
alimentan a voluntad. Piles y Tusell (2011) obtuvieron una estima de la heredabilidad de la
velocidad de crecimiento en condiciones de alimentacién a voluntad de 0.16.
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INTERACTION BETWEEN THE GENOTYPE AND THE FEEDING REGIME FOR
POST-WEANING LIVE WEIGHT IN RABBIT
ABSTRACT: The aim of this research was to estimate the effect of the interaction between

the genotype and the feeding regime in order to know whether the selection for growth could
be more effective by applying quantitative food rationing during fattening period than when
animals are fed ad libitum. 2216 rabbits from Caldes line coming from 691 litters were
distributed in collective cages assigned equally to both types of feeding regime, a total of
12777 individual weights were recorded. The kits of the same litter were equally distributed
into both treatments ensuring that the kits of the same cage had a similar initial weight. For
statistical analysis we used a two-trait random regression animal model to fit the weight of
the animals during post-weaning growth under different diet as different characters, the
independent variable in this random regression was the age of the animal. This model
included the fixed effects of age, batch, order of birth and litter size, and the random effects
of the intercept and slope for additive genetic, animal permanent, common litter and date of
control effects. A Bayesian analysis was performed. Although estimates were very
inaccurate, results could indicate that it exists an interaction between the genotype and the
feeding regime basically due to a scale effect because of the difference in the additive
variance under different conditions. Keywords: Rabbits, GxE, Growth, Feeding Regime
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INTRODUCCION

Los gazapos hasta los 18-19 dias de edad, dependen exclusivamente de la leche de sus
madres. Por esta razon la produccion de leche de las conejas es un factor importante en
la produccién de conejos (lragi et al.,, 2010). La produccidon comercial de carne de
conejos esta basada en el uso de hembras cruzadas que producen los gazapos tras ser
inseminadas por machos de lineas paternales. Estas hembras son el resultado del cruce
entre dos lineas maternales que se seleccionan por caracteres relacionados con el
tamario de la camada y/u otros mas o menos relacionados con la produccion de leche y
el crecimiento de los gazapos (Garreau et al., 2004). En cualquier caso, la produccion y
composicién de la leche de ellas dependera en alto grado de los correspondientes
valores de las lineas maternales que las originan. Por ello, el objetivo de este estudio es
determinar las diferencias en cuanto la produccién y la composicion quimica de la leche
entre tres lineas maternales de conejos de interés en la produccion comercial.

MATERIAL Y METODOS
Los datos de este estudio proceden de animales de tres lineas maternales de conejos
(A, V y LP), criadas en un nucleo de seleccion de la granja del departamento de Ciencia
Animal (UPV). El experimento empezé en Diciembre 2011 y se acabd en Junio 2012.
Después de su fundacion todas las lineas han sido seleccionadas para el tamafio de
camada al destete y en el momento del inicio de la experiencia los procesos de
seleccién se encontraban en las generaciones 42, 37 y 8 para las lineas A, V y LP,
respectivamente. Respecto al manejo, todas las hembras se montan aproximadamente
12 dias después del parto El destete tiene lugar a los 28 dias. Se ha controlado la
produccion de leche de 194 hembras y de 172 de ellas su composicién. La produccién
de leche fue medida los dias 1, 2, 3 y 4 durante la primera semana de lactancia, los 8, 9,
10 y 11 durante la segunda semana y los dias 15, 16 y 17 durante la tercera semana.
La produccion de leche se midid utilizando el método de doble pesada de la coneja,
antes y después de amamantar a los gazapos (Lukefahr et al., 1983) Los gazapos se
separan de sus madres durante los dias de medida, salvo en el momento en que se
controla el amamantamiento. La produccion diaria de leche en cada semana se calculd
como el promedio de la produccion medida durante los dias de control de la semana. El
dia 18 de lactacioén, por la mafana, se tomaron muestras de leche para analizar su
composicién (% de grasa, % de proteina, % de cenizas, % de lactosa y sdlidos totales).
Las muestras se recogieron manualmente mediante un ligero masaje de la glandula
mamaria después de dos minutos de la inyeccién de 0,5 ml de oxitocina en la vena
marginal de la oreja, obteniéndose volumenes de 25-30 ml por coneja. La grasa se
determind inmediatamente después de la recogida de muestras por el método de Gerber
(Case et al. 1985), la proteina por el estandar de micro-Kjeldahl y los sdlidos totales y
cenizas siguiendo los procedimientos de la AOAC (1980). La lactosa se determino
mediante sustraccion. Para analizar los datos se utilizaron modelos mixtos cuyas
componentes de varianza se estimaron por el método REML (REMLf90., Misztal et al.,
2002) y los contrastes de interés por el método de minimos cuadrados generalizados
(Blupf90., Misztal et al., 2002).El modelo que se utilizé para la produccion diaria de leche
fue: Yiix = LS; + OP; + PEi + B1(NVi-p1) + B2(PCk-p2) + ej. Donde, Yii es la produccién
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diaria del coneja k, obtenida en la linea-semana i, orden del parto j; LS; es el efecto de la
combinacion linea-semana con 9 niveles; OP; es el orden del parto con 2 niveles (1=3,
4,5 ; 2=6, 7, 8,9); PEk es el efecto aleatorio permanente de la coneja sobre sus datos en
las tres semanas; B1 es el coeficiente de regresion de la covariable nimero de nacidos
vivos; NV es el nimero de nacidos vivos; ¢ es la media del nimero de nacidos vivos;
B2 es el coeficiente de regresion de la covariable peso de la coneja al parto; PCy es el
peso de la coneja al parto; y, es la media del peso de las conejas; ej es el residual.
Para ver las diferencias reales entre lineas sin corregir por el peso de las conejas, ni por
el niumero de nacidos vivos se utilizd el mismo modelo pero sin covariables. EI modelo
que se utilizé para la composicion de la leche fue: Y = Lj + OPj + B1(NVi-p1) + B2(PCh-
y2) + ejk. Donde L; es el efecto de la linea con tres niveles y el resto de los términos
como en el modelo anterior.

RESULTADOS Y DISCUSION

La repetibilidad de la produccion diaria de leche en las tres semanas y dentro de la
misma lactacion es 0.55. Los contrastes entre lineas, semanas y 6rdenes de parto para
la produccion diaria de leche se muestran en la Tabla 1. La linea LP da mas leche que
las linea V y A. Las diferencias entre las lineas son significativas. La superioridad de
estas tres lineas con respecto a otras medias citadas puede deberse en parte a la
elevada prolificidad de estas lineas seleccionadas por el tamafo de la camada al
destete (Ragab Y Baselga 2011). McNitt y Lukefahr (1990) estimaron que la produccion
de leche se incrementa conforme aumenta el tamafio de camada y alcanza su maxima
produccion (219.6 g) con un tamafio de camada de 12 gazapos. Esto concuerda con lo
expuesto por Szendré y Maertens (2001), quienes indicaron que la produccion de leche
de la coneja esta, en parte determinada por el tamafio de camada. Las diferencias entre
semanas fueron significativas, ya que la produccion de leche aumenta con el tiempo del
parto hasta la tercera semana que tiene la maxima produccion McNitt y Lukefahr.(1990).
No hubo efectos significativos de orden de parto.

Tabla 1: Produccion diaria de leche (g/d). Diferencias entre lineas, semanas y 6rdenes de
parto.

Con covariables Sin covariables ;4 B2
Media general, B 221.74+2 87 220.94+3.17 7.03+1.08 0.02+0.0
Contraste Any Apc
A-V -11.30'+6.65 -15.03'+7.20 -0.86 128
A-LP -29.18'+7.54 -41.65+8.08 -1.17 -138.7
V-LP -17.87'+7.06 -26.62'+7.42 -0.30 -266.7
12 semana— 22 semana -100.89'+2.95 -100.88'£2.95
12semana — 32 semana -156.61'+2.95 -156.49'+2.95
22 semana — 3% semana -55.61'+2.95 -55.61'+2.95
(32-5°) - (62-92) parto 0.2416.18 4.40+6.75 0.29 59.56

* Efecto significativamente diferente de 0, a=0.05, B1= coeficiente de regresiéon del nimero de nacidos vivos
(g/d. gazapo), B2= coeficiente de regresion del peso de la coneja (g/d. g), Anv= diferencia del nimero de nacidos
vivos entre lineas y partos, Apc= diferencia del peso de coneja entre lineas y partos.

Tabla 2: Composicion de leche. Diferencias entre lineas y érdenes de parto.

Grasa% Proteina%  Cenizas% Lactosa% ST%
Media general 14.60+0.17 11.11£0.07 1.89+0.04 2.67+0.12 30.27+0.24
Contraste
A-V -0.71+0.39 -0.02+0.17 0.12+0.09 -0.12+0.27 -0.72+0.55
A-LP -0.12+0.345 0.36+0.19 -0.25'+0.11 0.04+0.32 0.02+0.64
V-LP 0.59+0.42 0.38'+0.18  -0.38'+0.10 0.16£0.29 0.75+0.59
(32-5%)-(62-9?) parto  0.15+0.38 0.04+0.16 -0.22+0.09 0.36+0.27 0.32+0.54

*= Efecto = significativamente diferente de 0, a=0.05, ST= S¢lidos Totales.

—476-



La Tabla 2 muestra los contrastes de las lineas para los caracteres de composicion de la
leche. Las diferencias entre lineas no fueron significativas para% de grasa, % de lactosa 'y %
de solidos totales. Las diferencias entre V y LP en % de proteina, y entre LP y las otras dos
lineas en % de ceniza, fueron significativas. Aunque la linea LP tiene la superioridad en
produccion de leche durante las tres semanas sobre las lineas A y V, sus componentes de
leche no se vieron afectados y las diferencias con las otras lineas no fueron significativas.
Las medias generales del presente estudio eran similares a los indicaron por Al-Sobayil et
al. (2005) en diferentes grupos genéticos de conejos (Gabali Saudi, linea V y diferentes
cruces entre ellos) planteadas en Arabia Saudita donde tenian 12,9 + 2,3, 12.0 + 1.5, 2,2 +
0,3y 29,1 + 3,0% de grasa, proteina ceniza y TS, respectivamente teniendo en cuenta que
tomaban las muestras de leche el dia 15 de lactacion. El-Sayiad et al. (1994) muestran que
no habia diferencias en la composicién de leche entre las razas Neozelandesa blanca
(NZW) y California (CAL) y encontraron medias similares al presente estudio que eran 14.0,
13.6, 1.9, 2.1 % de grasa, proteina, lactosa y cenizas % en NZW y 14.0, 14.3, 2.0, 2.2 % de
los mismos componentes en la raza CAL, respectivamente. No hubo efectos significativos
de orden de parto.
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COMPARISON OF MILK PRODUCTION AND COMPOSITION IN THREE MATERNAL
LINES OF RABBITS

ABSTRACT: A study was performed to compare three Spanish maternal lines of rabbits (A,
V and LP) in terms of daily milk production during the first three weeks of lactation and the
gross chemical composition of milk. The composition traits were fat (%), protein (%), ash (%),
lactose (%) and total solids (%). Data of milk yield were analysed using mixed models whose
variance components were estimated by REML and the contrasts of interest by the
generalized least squares method with and without covariates; the covariates were number
born alive (NBA) and doe weight at kindling (WDK). Data of milk composition was analysed
by the same way but only with covariates. The coefficients of regression were 7.03+1.08
(g/d. kit)y and 0.02+0.0 (g/d. g) for NBA and WDK, respectively. The LP line had a superior
daily milk yield during the three weeks of lactation over the other two lines. The parity effect
was not a significant source of variation neither for milk yield nor for milk composition traits.
The differences between lines were not significant for milk composition traits except for ash
% between LP line and the other lines, for protein % between V and LP lines. The overall
mean of daily milk yield was 221.74+2.87 (g/d). For milk composition, the overall mean was
14.61+0.17, 11.11+0.07, 1.894£0.04, 2.67+0.12 and 30.27+0.24 % for fat, protein, ash, lactose
and total solids %.

Keywords: Rabbits, Maternal lines, Milk production, Milk composition.
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INTRODUCCION

El tipo de cruce mas utilizado en la produccion cunicola es el cruzamiento a tres
vias, es decir, para obtener el gazapo de engorde se realizan dos cruzamientos con
tres lineas especializadas. El primero de ellos es entre dos lineas maternales, para la
produccién de la hembra cruzada. En el segundo, estas hembras cruzadas se montan
0 inseminan con machos de una linea paternal para obtener el gazapo de engorde. El
criterio de seleccién de las lineas maternales en conejo de carne es normalmente el
tamafno de camada al nacimiento o al destete. Sin embargo, es importante tener en
cuenta como se ven afectados los caracteres de matadero en los cruces de estas
lineas, ya que aportan un 50% de sus genes a los conejos destinados a matadero.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar los caracteres de matadero (peso
vivo, peso de la canal caliente, peso de la piel, peso de las visceras y rendimiento)
de conejos procedentes de un cruce a tres vias entre cuatro lineas maternales y
una paternal, todas ellas de interés en la produccién cunicola.

MATERIAL Y METODOS

En este estudio se han evaluado los caracteres de sacrificio (Peso Vivo, Peso de la
Piel, Peso de las Visceras, Peso de la Canal Caliente y Rendimiento a la Canal) de
1360 gazapos nacidos del cruce a tres vias entre hembras procedentes de los
cruzamientos simples de cuatro lineas maternales (A, V, H y LP) y el macho terminal
de la linea R. No se hizo distincion entre un cruce y su reciproco. Estas lineas fueron
fundadas en la granja experimental de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV).
Las lineas maternales son seleccionadas por nUmero de destetados y actualmente se
encuentran en las generaciones 43, 38, 22 y 8 respectivamente. La linea R, es
seleccionada por ganancia media diaria post-destete y actualmente se encuentra en la
generacion 32.

Las madres estuvieron agrupadas en seis cruces (AxV, AxH, AxLP, VxH, VxLP vy
HxLP), y un grupo de hembras de la linea V como poblaciéon control. Los gazapos
fueron engordados en dos granjas comerciales, situadas una de ellas en Rioseco de
Tapia (Leodn) y la otra en Altura (Castellon).

El manejo llevado en estas dos granjas fue el mismo. El destete se produjo a los 28
dias de edad. Los gazapos se identificaron individualmente mediante tatuaje y fueron
alojados en jaulas colectivas de 8 animales, alimentandose con un pienso comercial
de cebo ad libitum, hasta el dia 63 en que fueron sacrificados.

El sacrificio se realizd siguiendo las normas de bienestar animal, tras el
correspondiente aturdimiento eléctrico. En el momento del sacrificio se anotaron los
valores del Peso Vivo, Peso de la Piel, Peso de las Visceras vy, tras un periodo de 30
min., el Peso de la Canal Caliente. También se obtuvo el rendimiento como porcentaje
que representa el Peso de la Canal Caliente respecto al Peso Vivo del animal.

El nimero de animales sacrificados por cruce fue de 201 para AxLP, 205 para HxA,
183 para AxV, 190 para HxLP, 199 para VxLP, 192 para HxV y 190 para VxV.
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La estimacion de las diferencias entre los cruces y la linea V se realiz6 con el siguiente
modelo:

Yijklm = Si + GGij + B NV, + COm + Cijkim

donde: Yjum €s un registro del caracter del animal, S; es el efecto del sexo, macho o
hembra, sobre el caracter medido. GGG es el efecto de la combinacion de la granja
con el grupo genético, habiendo dos y siete niveles respectivamente. NV, es la
covariable nimero de nacidos vivos de la camada en la que nacid el animal, B es el
coeficiente de regresion correspondiente. Cop, es el efecto aleatorio de la camada en
la que nacié el animal. ejum es el error.

Para la estimacién de componentes de varianza se utilizé el método REML (REMLF90;
Misztal et al., 2002) y, posteriormente, se llevaron a cabo los analisis mediante
minimos cuadrados generalizados (BLUPF90; Misztal et al., 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el conjunto del experimento, las medias sin corregir obtenidas para cada una de las
medidas son: 2119 g. para el Peso Vivo, 231 g. para el Peso de la Piel, 403 g. para el
Peso de las Visceras, 1234 g. para el Peso de la Canal Caliente y 58% para el
Rendimiento. Los valores obtenidos para Peso Vivo y Rendimiento se encuentran
dentro del rango de comercializacion de la carne de conejo (MAGRAMA, 2012).

Los resultados obtenidos muestran diferencias importantes segun la granja en que se
engordaron los animales. Los animales alojados en la granja de Leo6n tienen unos
valores méas elevados en todos los caracteres debido a la localizacion,
acondicionamiento y nivel técnico en ella, excepto para el Peso de las Visceras debido
a que la distancia entre granja y matadero fue mayor.

En cuanto al sexo, los andlisis muestran diferencias significativas pero la magnitud de
éste no es importante, ya que estas diferencias son importantes cuando los animales
superan las 15 semanas de vida (Gomez y Blasco, 1992).

La tabla 1 muestra los resultados obtenidos para los contrastes entre los cruces de las
distintas lineas maternales con el control (VxV).

Tabla 1. Valores del contraste entre los cruces simples de lineas maternales.

Contraste PV (g.) PP (g.) PVisc (g.) PC (9.) Rendi (%)
(AXLP)-(VxV) 6.4+38.1 8.915.3 11.8t7.6 -14.3t24.5 -0.86+0.28*
(AxH)-(VxV) 1.3+£38.0 2.015.3 6.417.6 -7.5124 .4 -0.45+£0.28
(AxV)-(VxV) -4.1+38.4 9.4+5.4 4.6+7.7 -12.8124.7 -0.52+0.28
(HXLP)-(VxV) -0.2+37.6 7.815.3 0.1£7.5 -1.1£24.2  -0.11+0.28
(VXLP)-(VxV) 5.5+37.8 8.315.3 3.1x7.5 -9.4+24.3  -0.63+0.28*
(HxV)-(VxV) -15.4+38.6 3.0t5.4 -5.8t7.7 -9.5+24.8  -0.03+0.28

PV = P. Vivo; PP = P. Piel; PVisc = P. Visceras; PC = P. Canal Caliente; Rendi = Rendimiento;
*Significativamente diferente con 0=0.05.

Los contrastes realizados no muestran diferencias importantes en los caracteres
estudiados. Por ello se puede decir que la eleccion de uno u otro como cruce maternal
en las granjas comerciales no supondra cambios relevantes en la produccion final en
lo que respecta a crecimiento y rendimiento a la canal.

Se han estudiado caracteres de crecimiento pero utilizando las lineas maternales
como tales (Minguez et al., 2012), obteniéndose como resultado que las lineas Hy LP
resultaron mas pesadas que las lineas V y A. Entre la V y la A no se encontraron
diferencias relevantes. Pese a estos resultados, estas diferencias no se detectaron en
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los gazapos procedentes de los cruces de estas lineas, debido a que el valor
esperable de ellas es demasiado pequefio para resultar significativo con los errores
tipicos obtenidos en este experimento.

Analizando los datos podemos decir que no existen diferencias relevantes en los
animales de matadero, independientemente del cruce maternal que se realice, en
cuanto al caracter peso vivo que, hoy en dia, es por el que los ganaderos son
remunerados. El hecho de que no existan diferencias significativas en cuanto a Peso
Vivo se considera un resultado positivo ya que todos ellos pueden considerarse
adecuados para la produccién comercial.

Cabe destacar que también se realizaron estos mismos analisis con un modelo similar
pero sin tener en cuenta la covariable Nacidos Vivos, obteniéndose resultados
similares.
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SLAUGHTER TRAITS COMPARISON IN CROSSBRED RABBITS RESULTING
FROM FOUR MATERNAL LINES

ABSTRACT: This study evaluated the slaughter traits (live weight, commercial skin
weight, full gastrointestinal weight, hot carcass weight and carcass yield) of 1360
rabbits, sired by males of the paternal line R. The dams were sorted in seven genetic
groups: six simple crosses (AXV, AxH, AxLP, VXH, VxLP and HxLP) between the
maternal lines (A, V, H and LP) and females of the line V, used as a control population.
The rabbits were raised in two commercial farms. The management in these two farms
was the same. Weaning was at 28 days. Subsequently, the animals were housed in
collective cages of 8 rabbits, until day 63 when they were slaughtered.

At the time of slaughter, the traits recorded were: live weight, skin weight,
gastrointestinal weight and, after a period of 30 min., the hot carcass weight. The
results showed significant farm differences. For sex, also, showed significant
differences but the values were not important. Finally the genetic group effect was not
significant for the characters studied. The fact that there were no significant differences
in live weight is considered a positive result because any of the crossbred females can
be used in commercial farms with similar productive results.

Keywords: Rabbit, crosses, characteristics of the carcass, maternal lines.
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PARAMETROS GENETICOS DE LA MORFOMETRIA ESPERMATICA EN CONEJO
Lavara1, R., Vicente, J.S., Marco-Jiménez, F., Baselga, M.
'Universidad Politécnica de Valencia. Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal. Camino de
Vera s/n, 46071 Valencia. rlavara@dca.upv.es

INTRODUCCION
La morfometria de la cabeza espermatica presenta diferencias entre especies (Gage, 1998)
y entre individuos dentro de la misma especie (Ward, 1998), incluso algunos autores
postulan que la morfometria espermatica podria ser especifica para cada individuo (Morrow
y Gage, 2001).
En conejo se dispone de estimas de heredabilidades y repetibilidades de las variables
relacionadas con las caracteristicas seminales y del eyaculado (Brun et al., 2009; Lavara et
al.,, 2011 y 2012; Tusell et al., 2012), asi como su relacién con la ganancia media diaria
durante el periodo de engorde (Lavara et al., 2011 y 2012; Tusell et al., 2012). Sin embargo,
son escasos los trabajos en los que se estudien las bases genéticas de la morfometria
espermatica y no existen estudios sobre la correlacion genética entre las distintos caracteres
morfométricos y el criterio de seleccién en lineas comerciales de conejo.
El presente trabajo tiene como objetivo estimar la repetibilidad y heredabilidad de las
dimensiones de la cabeza del espermatozoide asi como la relacién entre ellas y el criterio de
seleccion en una linea paternal de conejos.

MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron para el estudio 1795 eyaculados de un total de 283 machos adultos
pertenecientes a una linea paternal de conejos (linea R) seleccionada por ganancia media
diaria (GMD, g/dia) durante el periodo de engorde (desde los 28 hasta los 63 dias de vida)
(Estany et al., 1989). Los machos estaban alojados en 2 nucleos de seleccion-multiplicacion
pertenecientes a la red UPV, situados en las provincias de Valencia y Murcia. Los machos
fueron sometidos a un ritmo semi-intensivo de recuperaciones (dos eyaculados por semana
con un intervalo de tiempo entre recuperaciones de 20 minutos). Una vez recuperado el
eyaculado y realizado un primer analisis macroscépico, con el objetivo de eliminar aquellos
eyaculados que presentaban una apariencia anémala (coloraciéon diferente de blanco-
nacarado, o presencia de precipitados), se procedié a la fijacion de una muestra de 20 pl de
semen con 180 pl de glutaraldehido al 0,2%. De cada una de las muestras se analizaron 100
espermatozoides con morfologia normal. De cada uno de ellos se tomaron las medidas
morfométricas: longitud (L, ym), anchura (W, pm), area (A, um?) y perimetro (P, ym) de la
cabeza del espermatozoide (Marco-Jiménez et al., 2010). Las mediciones se realizaron con
la ayuda de Vimas, un software especifico para el analisis de la morfometria espermatica
(IMAGESP, Barcelona, Espana).
Ademas se utilizaron 12908 datos de GMD de animales de las 12 generaciones previas de
seleccion. El pedigree incluia un total de 14700 animales.
Se realizaron 6 andlisis tricaracter para los caracteres morfométricos y la GMD
El modelo mixto utilizado para los caracteres morfométricos fue el siguiente:
X/Sijokl= Ms + Ssi + Osj + Pso +ast psk+ Cyt esijokl
donde ysjon €s una medida del caracter s, ys es la media general, Sg es el efecto sistematico
nucleo-afio-estacion en el que el eyaculado fue recuperado, con 64 niveles, Oy es el efecto
sistematico orden del eyaculado con dos niveles (primero o segundo eyaculado), Ps, es el
efecto sistematico de la edad del macho con 3 niveles (< 6 meses, 6-8 meses, > 8 meses),
as es el valor genético aditivo del macho, ps el efecto aleatorio permanente del macho k
sobre todos sus eyaculados, ¢ es el efecto aleatorio camada de origen en la cual el macho
k ha nacido, y egjou €s el residual.
El modelo mixto utilizado para la GMD fue el siguiente:
Ydil= Mg + b*LSq + YSg + OPgj + @gc+ Pak + Cai + €diju
donde ygj« es la ganancia media diaria del animal k, yy es la media general, LSy es la
covariable tamafio de camada al nacimiento y b el coeficiente de regresion correspondiente,
YSy es el efecto sistematico afio estacion en el que el animal k fue destetado, con 30
niveles, OPg; es el efecto sistematico orden de parto en el que el animal naci6, con 3 niveles
(primer, segundo, o superior), aq es el valor genético aditivo del animal, cq es el efecto
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aleatorio camada de origen en la cual el animal k ha nacido. El residual del modelo se ha
dividido en dos componentes: pq el componente que corresponde con la parte residual
correlacionada con el efecto aleatorio permanente de los caracteres morfométricos y egj
que corresponde con la parte residual no correlacionada con ningun otro efecto aleatorio,
dentro y entre caracteres.

Las componentes de varianza y covarianza fueron estimadas utilizando el programa
informatico TM desarrollado por Legarra et al. (2008), para hallar las soluciones REML de
las componentes de varianza. Para los modelos trivariantes se realizaron un total de
2000000 iteraciones con un periodo de quemado de 500000 iteraciones. Se tomé una
muestra de cada 100 iteraciones, para evitar la alta correlacién entre muestras consecutivas.
La convergencia se comprobd para cada cadena separadamente usando el criterio Z de
Geweke. Los estadisticos de las distribuciones marginales posteriores se calcularon
directamente de las muestras guardadas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de los analisis descriptivos de los caracteres analizados (W: 4.7( 0.2); A: 31.9
(1.7); L: 8.5(0.2); P: 23.9 (1.0); media (sd)) fueron similares a los obtenidos por otros autores
(Marco-Jiménez et al.,, 2010, Gravance y Davis 1995), observandose que las variables
morfométricas presentan un coeficiente de variacién pequefio (comprendido entre 2-5%)
comparado con otras variables del eyaculado como el volumen o la produccién espermatica
(Lavara et al., 2011; Tusell et al., 2012).
Estos caracteres presentan repetibilidades ligeramente superiores (0.35-0.50, Tabla 1) a las
caracteristicas seminales rutinariamente evaluadas en los centros de inseminacion artificial
(Brun et al., 2002; Garcia-Tomas et al., 2006; Lavara et al., 2011 y 2012; Tusell et al., 2012).
Por otro lado, los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que las dimensiones
de la cabeza del espermatozoide son heredables (0.20-0.29, Tabla 1), presentando valores
superiores a las heredabilidades estimadas en caracteres relacionados con la produccion y la
calidad seminal (Brun et al., 2009; Lavara et al., 2011 y 2012; Tusell et al., 2012)
Las medias estimadas de las distribuciones marginales posteriores de las correlaciones entre
los caracteres morfométricos y entre éstos y el criterio de seleccion se presentan en la Tabla 2.
En relacion con el analisis de las correlaciones genéticas entre los caracteres morfométricos
cabe destacar que con la excepcion de la moderada correlacion entre L-W, el resto de
correlaciones fueron elevadas y favorables (entre 0.72-0.90, Tabla 2). Por contra las estimas de
las correlaciones genéticas entre los caracteres morfométricos y la GMD fueron negativas y en
general de magnitud inferior (entre -0.09 y -0.43, Tabla 2), mostrando ademas un HPD 95%
mas amplio. Como consecuencia, la seleccion por ganancia media diaria durante el periodo de
engorde podria producir una reduccion en las dimensiones de la cabeza del espermatozoide.
Este antagonismo ha sido observado a nivel fenotipico por Morrow y Gage (2001) en un
experimento en el que toros seleccionados por caracteres de crecimiento mostraron un tamano
de la cabeza espermatica menor que toros seleccionados por produccién lechera. En un futuro
seria interesante estudiar las relaciones existentes por un lado entre las variables
morfométricas y las caracteristicas seminales, y por otro lado con la fertilidad y prolificidad de
las dosis seminales.
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos de las distribuciones marginales posteriores de la
heredabilidad (h?), de los efectos permanentes (p®), de los efectos de camada de

origen (c®) y de Ia repetibilidad de los caracteres morfométricos
2 2

h* P c Repetibilidad

PM HPD95% PM HPD95% PM HPD95% PM HPD95%
W(m) 0.28[0.14, 0.43]  0.09[0.01, 0.17]  0.12[0.02, 0.23]  0.48[0.41, 0.53]
A(m®) 0.20[0.09, 0.31]  0.11]0.02, 0.19]  0.06[0.01, 0.13]  0.35[0.29, 0.42]
L(um) 0.25[0.11, 0.39]  0.18[0.06, 0.30]  0.06[0.01, 0.13]  0.47 [0.40, 0.53]
P(um) 0.29[0.18, 0.41]  0.10[0.02, 0.17]  0.06[0.01, 0.13]  0.43[0.36, 0.49]

PM: media posterior; HPD95%: intervalo de maxima densidad al 95%

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de las distribuciones marginales posteriores de las
correlaciones genéticas (ry), correlaciones entre efectos permanentes (r,) y entre
efectos de camada de origen (r;) entre los caracteres morfométricos y entre ellos y la
ganacia media diaria (GMD)

ry r re

PM HPD95% PM HPD95% PM HPD95%

W-A 0.72[0.42, 0.97] -0.26 [-1.00, 0.69] 0.45 [-0.63, 1.00]
W-L 0.48 [0.05, 0.94] 0.19 [-0.86, 1.00] -0.30 [-1.00, 0.66]
W-P 0.87 [0.75, 0.97] 0.59 [-0.46, 1.00] 0.86 [0.56, 1.00]
A-L 0.85 [0.67, 0.97] 0.95 [0.81, 1.00] 0.85 [0.47, 1.00]
A-P 0.90[0.75, 0.99] 0.55 [-0.43, 1.00] 0.72[-0.10, 1.00]
L-P 0.80 [0.62, 0.98] 0.90 [0.65, 1.00] 0.17 [-1.00, 0.87]
W-GMD ___ -0.43[-0.84, 0.01] -0.51[-0.99, 0.11] -0.09 [-0.58, 0.43]
A-GMD -0.32 [-0.86, 0.14] -0.10 [-0.99, 0.68] 0.10 [-0.48, 0.99]
L-GMD -0.09 [-0.60, 0.42] -0.35 [-0.99, 0.25] 0.09 [-0.56, 0.99]
P-GMD -0.34 [-0.74, 0.06] -0.65 [-0.99, -0.14] -0.01 [-0.76, 0.81]

PM: media posterior; HPD95%: intervalo de méaxima densidad al 95%
GENETIC PARAMETERS OF SPERM MORPHOMETRY IN RABBIT

ABSTRACT: The aim of this study was to determine the repeatability and heritability of
sperm head characteristics: width (W, um), area (A, ym?), length (L, um) and perimeter (P,
pm), and to explore the relationships between them and with the selection objective in a
rabbit paternal line selected for daily weight gain (DG, g/day) between 28 and 63 days. Six
sets of three-trait analyses were performed, involving 12908 records of DG, 1795 ejaculates
corresponding to 283 males and 14700 animals in pedigree file. The results obtained showed
that sperm head dimensions are heritable (ranged between 0.2 and 0.29). The genetic
correlation between sperm traits with the exception of L-W genetic correlation that was
moderate, were always high and positive (between 0.72 and 0.90). Regarding the genetic
correlations between DG and sperm head characteristics, the resulted means ranged from -
0.09 for L-DG to -0.43 for W-DG, showing a consistent evidence of the negativity of the
genetic correlations. Furthers studies should be focused on the relationship between sperm
head morphometry and different semen or ejaculate characteristics and also between sperm
head morphometry and field fertility and prolificacy.

Keywords: rabbit, daily gain, sperm morphometry, heritability, genetic correlation
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¢ PUEDEN REALIZARSE EVALUACIONES GENOMICAS EN PEQUENAS
POBLACIONES DE SELECCION?

Ibafez-Escriche’, N. y Sanchez J.P.
IRTA, Genética i Millora Animal, Av Rovira Roure 191, 25198 Lleida
*Noelia.ibanez@irta.es

INTRODUCCION

La seleccion gendémica (SG) es, actualmente, uno de los principales retos en mejora
genética animal. Uno de los aspectos fundamentales para poder aplicar la SG con éxito en
una determinada linea genética, es disponer de una poblacién de referencia suficientemente
amplia para poder estimar con precision los valores genémicos de los caracteres de interés.
En pequenas poblaciones de seleccién, como por ejemplo el porcino ibérico, existe la
dificultad de obtener una poblacion de referencia adecuada. Una alternativa interesante para
resolver este problema, en este tipo de poblaciones de seleccién, propuesta por Dekkers
(2007), es la utilizaciéon conjunta de la informacion de las lineas “puras” (o estirpes) y sus
cruces. Por otra parte, Misztal et al. (2009) propuso un método de evaluacion genémica de
un solo paso en el cual la matriz de parentesco se aumenta con las contribuciones de la
matriz de relaciones gendmicas. La principal ventaja de este método es la ponderacion
automatica de la informacién fenotipica, de parentesco y gendémica durante la prediccion de
los valores genéticos. El objetivo de este trabajo es evaluar, en pequefas poblaciones de
seleccion, el uso de informacién gendmica proveniente de lineas puras y cruzadas usando
el método de evaluacién genémica de un solo paso propuesto por Misztal et al. (2009).

MATERIAL Y METODOS

Modelos y Analisis Estadistico: Los andlisis estadisticos se realizaron usando un modelo
animal multivariante donde se asumi6é que los datos de cada linea (A, B y F1) son 3
caracteres correlacionados. Asi, y’=[y’a, ¥’s, Y'ri] €8

yi= Xibi + Za; + €iy

donde el subindice i indica los vectores/matrices para la correspondiente composicion
poblacional (i=A, B, F1). Este modelo fue utilizado para realizar cuatro andlisis estadisticos
diferenciados por el tipo de informacion genotipica considerada en cada uno de ellos (tabla
1). Los componentes de varianza y los valores genéticos se estimaron y predijeron usando
REML, considerando como matriz de covarianza entre los individuos la matriz H (Legarra, et
al., 2009) que combina la matriz gendémica y la matriz de relaciones de parentesco aditivo.
La matriz genémica se construyé siguiendo la definicion de VanRaden (2008),
G=2Z' /23 pi(1- pi), Z se define como M-P, donde M es la matriz de los alelos de los
marcadores codificandolos como el nimero de copias que tiene un SNP de un alelo, que
en este caso puede ser 0, 1, 6 2 y P es igual a dos veces la frecuencia alélica de cada
locus. En la construccion de la matriz genémica se asumieron dos situaciones en relacion a
las frecuencia alélicas a considerar, 1) la estima de frecuencia alélica del segundo alelo
(fregmix) de las poblaciones combinadas y 2) una frecuencia constante de 0.5 (freq0.5) para
todos los loci.

Simulacion: Se consideraron dos situaciones diferentes, con similar estructura. En la
primera se asumio que las poblaciones A y B provenian de un origen comun (Ne=100), pero
estaban separadas por 500 generaciones de apareamiento aleatorio. En la segunda
situacién se consideraron poblaciones con origenes diferentes pero con el mismo tamafo
efectivo (Ne=100). En todas las simulaciones se utilizd una distribucion gamma para
muestrear los efectos de los QTL bialélicos, y una distribucion de Bernoulli con frecuencia
0,5 para sus alelos. En todas las generaciones simuladas la tasa de mutacion considerada
fue de 0,000025 y la distribucion de los puntos de recombinacion a lo largo del genoma fue
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modelada usando una funcién binomial de mapeo. Los fenotipos considerados en el andlisis
incluyeron las 3 primeras generaciones de las poblaciones A, B (200 individuos por
poblacion y generacion) y la poblacion F1 (1200 individuos) resultante de cruzar la 32
generacion de las poblaciones A y B. La genealogia incluyé 800 individuos de las
poblaciones A y B (4 generaciones) y 1200 individuos de la F1. Para la generacién de estos
fenotipos se asumieron 100 QTLs segregando y una herabilidad de 0.3 en la F1. La
informacion genotipica se obtuvo a partir de 3000 marcadores SNP distribuidos en un
genoma de 200 cM y formado por dos cromosomas. Durante los andlisis Unicamente se
incluyeron los genotipos de 600 animales, pero la composicidon de esta informacion
genotipica vari6 dependiendo del escenario a considerar (tabla1). La validacion de los
distintos escenarios se hizo considerando la precision y el sesgo de los GEBVs. Para ello se
calcularon la correlacion y el error cuadratico entre el verdadero valor genético y el predicho
para los animales de la cuarta generacion de la linea A.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las tablas 2 y 3 muestran, respectivamente, las medias y los errores estandar obtenidos con
25 réplicas para la correlacion y el error cuadratico (EC), considerados como una medida de
precision y de sesgo, entre el valor verdadero y el estimado. Los resultados obtenidos
muestran un aumento de correlacion y una disminucion de EC de las predicciones de los
valores genéticos de los animales genotipados cuando se tiene en cuenta la informacién de
los marcadores. Sin embargo, en las evaluaciones genéticas que utilizaron informacion
genotipica, no se observaron diferencias apreciables de correlacién. Este no es el caso del
EC, ya que claramente la evaluacién genética que combind informacion de marcadores de
las poblaciones A y B y su cruce (F1) fue la que obtuvo el menor valor. En relacion a las
frecuencias alélicas consideradas para construir la matriz G no se encontraron diferencias
en términos de precision ni de sesgo, estos resultados coinciden con los obtenidos por
Simeone et al. (2012) con datos reales de pollos donde se combina la informacion
genotipica, de parentesco y fenotipica de dos lineas diferentes. Entre las dos situaciones
consideradas las diferencias fueron pequefas, Unicamente sefialar una ligera reduccién de
la correlacion, acompanada también de una reduccion del EC, en la situacion 2, cuando las
lineas tienen un origen independiente. Adicionalmente, los andlisis con informacion
gendémica mostraron una sobreestimacién de las varianzas aditivas (resultados no
mostrados) lo que coincide con lo encontrado por otros autores (Forni, et al., 2011). Los
resultados obtenidos en este trabajo indicarian que es posible combinar informacion
gendmica de cruzados y de las lineas de que proceden, para mejorar los resultados de la
SG en poblaciones pequefias. No obstante, es necesario un estudio mas profundo sobre la
construccién de la matriz G teniendo en cuenta, en este tipo de evaluaciones gendmicas, las
frecuencias alélicas de cada poblacién para poder mejorar asi la precision y reducir el sesgo
de las varianzas genéticas y los valores genéticos. .
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Tabla 1. Distribucion del nimero de animales genotipados en funcién de la poblacion y de
la evaluacion geneética.

Poblacion

Evaluacion A B F1
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_genética*

c R R R
GAB 400 (100 por generacion) 400 (100 por generacion) -
GF1 100 (42 generacion) 100 (42 generacion) 600
200 (12-32 generacion 200 (12-32 generacion
GABF1 (18" generacion) (13" generacion) 200
100 (42 generacion) 100 (42 generacion)

C: Evaluacion genética sin datos de genotipos; GABC: Evaluacién genética con datos de genotipos de la lineas
puras; GF1: Evaluacion genética con datos de genotipos de la F1 y de la poblacion de validacién; GABF1:
Evaluacién genética con datos de genotipos de las lineas puras y de la F1.

Tabla 2. Media y error estandar de la correlacion, para 25 réplicas, entre los valores
genéticos estimados y verdaderos de la poblacion de validacion genotipada A.

Situacién c* GABC* GF1* GABF1*
1 Freqmix 0.54 (0.02)  0.69(0.02) 0.71(0.02) 0.72 (0.01)
Freq0.5 0.54 (0.02) _ 0.69(0.01)  0.70(0.01)  0.71(0.01)
2 Freqmix 0.50 (0.02) 0.68(0.02) 0.67 (0.02) 0.70 (0.01)
Freg0.5 0.50 (0.02)  0.68(0.02) _ 0.67(0.02) _ 0.70 (0.01)

*C: Evaluacién genética sin datos de genotipos; GABC: Evaluacién genética con datos de genotipos de la lineas
puras; GF1: Evaluacion genética con datos de genotipos de la F1 y de la poblacion de validacién; GABF1:
Evaluacién genética con datos de genotipos de las lineas puras y de la F1.

Tabla 3. Media y error estandar del error cuadratico, para 25 réplicas, entre los valores
genéticos estimados y verdaderos de la poblacion de validacion genotipada A.

Situacion c* GABC* GF1* GABF1*
1 Freqmix 0.78(0.13)  0.73(0.14)  0.75(0.08)  0.45 (0.06)
Freq0.5 0.78(0.13)  0.71(0.14)  0.75(0.08)  0.40 (0.06)
2 Freqmix 0.70 (0.09)  0.61(0.10)  0.68 (0.11)  0.35 (0.03)
Freq0.5 0.70(0.09) 0.62(0.10)  0.68(0.11)  0.39 (0.04)

*C: Evaluacién genética sin datos de genotipos; GABC: Evaluacién genética con datos de genotipos de la lineas
puras; GF1: Evaluacion genética con datos de genotipos de la F1 y de la poblacion de validacién; GABF1:
Evaluacién genética con datos de genotipos de las lineas puras y de la F1.

,COULD BE THE SINGLE STEP GENOMIC EVALUATION USED IN SMALL
POPULATIONS OF SELECTION?,

ABSTRACT: The aim of this study is to evaluate under simulation the use of genomic
information from purebred and crossbred lines using the Genomic Evaluation Single Step
method in small populations of selection. Two scenarios with two purebred lines (A and B)
and a F1 cross were simulated: 1) two purebred lines have a common origin but they are 500
generations apart and 2) two breeds without common origin. Trait phenotypic values
controlled by 100 segregating QTL and with a heritability of 0.30 were simulated for the F1
individuals. Further, 3000 segregating markers on two chromosomes of 1 Morgan were
chosen for analysis. The same amount of phenotypes (600 A, 600 B, 1200 F1), pedigree
(800 A, 800 B, 1200 F1) and genotypes (600) data were used in all genomic evaluations.
However, three different combinations of genotypes were used: only purebred, only F1 and a
mixing of purebred and F1 individuals, respectively. Results did not showed a decrease of
accuracy when the F1 genotype information was incorporated in genomic evaluation.
Moreover, the smallest quadratic error was obtained when purebreds and F1 genotypes
combination were used. These results would strengthen of using genotype crossbred
information to genomic evaluate small populations with the Single Step method.

Keywords: Genomic selection, Crossbred data, Single Step approach, Small populations of
selection
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EFECTO DEL MODO DE DIVERGENCIA EVOLUTIVA EN LA PRECISION DE LA
SELECCION GENOMICA EN POBLACIONES MULTIPLES
Mouresan, E. F., Gonzéalez, A., Moreno, C., Altarriba, J., Varona, L.
Unidad de Genética Cuantitativa y Mejora Animal. Universidad de Zaragoza. 50013.
Zaragoza
e.f.mouresan@hotmail.com

INTRODUCCION
La seleccién gendmica (Meuwissen et al., 2001) es un procedimiento de seleccién asistida
por marcadores que estima los efectos asociados a éstos en una poblacion de aprendizaje
para predecir el mérito genético de los futuros candidatos a la seleccién. La precision de la
seleccion gendmica depende del grado de desequilibrio de ligamiento entre los marcadores
y las mutaciones causales de la variabilidad genética, asi como de la cantidad de
informacion fenotipica disponible para estimar los efectos asociados a los marcadores
(Hayes et al., 2009). En vacuno de leche, la eficiencia de la seleccion gendmica para
incrementar la respuesta a la seleccién ha sido claramente demostrada (Hayes et al., 2009).
Este hecho se produce gracias a la existencia de una poblacion de referencia internacional y
al uso extensivo de la inseminacion artificial.
Sin embargo, la eficiencia en vacuno de carne es mas cuestionable, debido a que existen
poblaciones de tamafio reducido. La ausencia de una poblacién de referencia de suficiente
magnitud impide obtener estimadores de alta precision (Seidel, 2009) en poblacién Unica.
Por lo tanto, la evaluacién a partir de informacion procedente de varias poblaciones puede
ser de gran utilidad. Sin embargo, la heterogeneidad de origen e historia evolutiva de las
poblaciones, genera variabilidad entre ellas en cuanto a la determinacién genética para los
caracteres de interés zootécnico y los patrones de desequilibrio de ligamiento (de Roos et
al., 2009). Como consecuencia, las estimaciones obtenidas de los efectos asociados a los
marcadores en una poblacién no son directamente extrapolables de una poblacién a otra
(Harris et al., 2008).
El objetivo de este trabajo es comparar la precisién de los valores mejorantes predichos,
utilizando informacién fenotipica de varias poblaciones y metapoblaciones en la estimacion
de los efectos asociados a los marcadores, bajo distintos escenarios de densidad de
marcadores, generaciones de divergencia y causas del aislamiento reproductivo.

MATERIAL Y METODOS

Se simul6 una poblacion base de 100 individuos (50 machos y 50 hembras). Para cada uno
de ellos se simularon 30000 marcadores dialélicos localizados uniformemente a lo largo de
20 cromosomas de 1 Morgan cada uno. De estos marcadores, se seleccionaron 100 de ellos
al azar para cada uno de los dos caracteres simulados y se les atribuyd un efecto aditivo
obtenido por muestreo al azar de una distribucion N(0,1). Ademas, se simulé una tasa de
mutacién de 6.6x10™, con el objetivo de mantener la variabilidad genética. Los individuos
fundadores se aparearon aleatoriamente durante 1,000 generaciones. La transmision de la
informacion genética se realiz6 mediante gene dropping. A partir de este momento, la
poblacion se subdividié en 4 poblaciones, también de 100 individuos cada una de ellas. En
ellas, se simularon valores fenotipicos para los dos caracteres asumiendo heredabilidades
0.2 y 0.4. Las poblaciones A y B fueron sometidas a un proceso de seleccién fenotipica para
cada uno de los dos caracteres durante 50 generaciones. Ademas, las poblaciones Cy D se
mantuvieron bajo apareamiento aleatorio también durante 50 generaciones. El proceso de
obtencion de estas poblaciones se ilustra en la Figura 1.
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En la 50% generacidn las poblaciones se expandieron a 2,000 individuos cada una de ellas y
se realiz6 una evaluacion genémica mediante el software GS3 (Legarra et al., 2012),
tomando como poblaciones de entrenamiento 11 posibles alternativas, las cuatro
poblaciones puras (A,B,C y D) y 7 poblaciones compuestas (A+B, A+C, A+D, B+C, B+D,
C+D, A+B+C+D) con igual porcentaje de cada una de las poblaciones de origen. Para la
evaluacion, se utilizaron los modelos Bayes-CPi (Habier et al., 2011) y GBLUP (Meuwissen
et al., 2001). Se asumieron distribuciones uniformes para las varianzas y para 1, donde 1 es
la probabilidad de que un marcador tenga efecto. Se analizé mediante McMC a partir de una
cadena de 100,000 iteraciones después de descartar las 20,000 primeras.

A partir de la estimacion de los efectos asociados a los marcadores en las poblaciones de
aprendizaje, se obtuvo la prediccion de los valores mejorantes de los candidatos a la
seleccion en todas las poblaciones. La precision se estimdé mediante la correlacién entre los
valores predichos y simulados de los valores mejorantes de los candidatos a la seleccion

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de precision de los valores mejorantes predichos en las poblaciones puras y
para el caracter 1 mediante BayesCPi se presentan en la Tabla 1. En ella se observa que la
capacidad predictiva es superior en las poblaciones que no han sufrido un proceso de
seleccion reciente (C y D) y en las que han sido seleccionadas para otro caracter (B), que en
la poblacion en la cual el caracter de interés ha sido objeto de seleccion (A). Este resultado
se debe a la disminucion de la variabilidad genética en la poblacion seleccionada y la fijacion
de una mayor proporcion de algunos de los genes causales de la variabilidad genética. Por
otra parte, se constata que entre poblaciones separadas durante 50 generaciones, la
capacidad predictiva de una poblaciéon a otra es baja. Los resultados utilizando GBLUP
fueron equivalentes aunque con una precisién inferior.
Cuando se utilizaron bases de datos de entrenamiento compuestas por individuos de dos
poblaciones, la precision de la evaluacion para los individuos de las poblaciones implicadas
fue en torno a 0.35 y muy inferior para las poblaciones no implicadas en la base de datos de
entrenamiento (Tabla 2). Finalmente, cuando se utilizo una base de datos de entrenamiento
compuesta por individuos de todas las poblaciones, los resultados obtenidos fueron mejores
que a partir de 2 poblaciones para todas las poblaciones implicadas (desde 0.380 a 0.513).
Los resultados para el caracter 2, con heredabilidad 0.40, fueron equivalentes, aunque,
como era esperable, la precision fue de mayor magnitud (resultados no mostrados). En
estos momentos se esta trabajando en la ejecucién de varias réplicas del experimento de
simulacion para obtener resultados de mayor precision y calcular el grado de incertidumbre
de los mismos.
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Tabla 1. Precision de los valores mejorantes predichos en poblacién pura para el caracter 1.

Poblaciones de aprendizaje

Validacion A B (o] D
A 0.629 0.091 0.124 0.074
B 0.016 0.690 0.075 0.275
C 0.161 0.096 0.689 0.172
D 0.114 0.086 0.059 0.725

Tabla 2. Precision de los valores mejorantes predichos en poblaciones compuestas para el

caracter 1.
Poblaciones de aprendizaje
Validacion  A+B A+C A+D B+C B+D C+D A+B+C+D
A 0.312 0.276 0.319 0.049 0.037 0.027 0.380
B 0.289 0.056 0.043 0.383 0.351 0.052 0.513
(o 0.015 0.331 0.054 0.318 0.052 0.314 0.392
D 0.106 0.037 0.386 0.103 0.346 0.360 0.453
Generacion -1000 Apareamiento al azar
(Ne=100) l
Generacion 0 Separacién de las lineas
(Ne=100) |
| | | |
Linea A Linea B Linea C Linea D
seleccion fenotipica || selecciéon fenotipica sin sin
caracter 1, h?=0.2 caracter 2, h?=0.4 seleccion seleccion
Generacion 50 Raza A Raza B Raza C Raza D
* Generaciéon 51 A B C D

(Ne=2000)

(A+B) (A+C) (A+D) (B+C) (B+D) (C+D) (A+B+C+D)

Figura 1. Representacion esquematica de las poblaciones simuladas.

THE EFFECT OF THE TYPE OF THE EVOLUTIONARY DIVERGENCE ON THE
ACCURACY OF GENOMIC SELECTION IN MULTIPLE POPULATIONS

ABSTRACT: In beef cattle, the small size of the population of each breed does not allow us
to have a training set of sufficient size as to achieve high accuracies of genomic selection,
and the evaluations in one breed do not apply to others. Using admixed populations for
training might give a solution to these problems. The results of this study show that training in
purebred populations gives good accuracies when validating in the same population,
although slightly lower when the population is under selection for the trait of interest. Training
in admixed populations gives higher accuracies for the breeds that participate in the training
set than for the ones that do not, but these accuracies are significantly lower than those
obtained from training in purebred population. Finally, when the training set is made of all 4
breeds, the accuracies are slightly better for all breeds than those obtained with the 2-breed
admixed population.

Keywords: genomic selection, multiple populations
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SELECCION GENOMICA EN EL GANADO VACUNO DE LECHE ESPANOL
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INTRODUCCION

La seleccion gendmica estd cambiando profundamente los programas de mejora genética y
el mercado del vacuno de leche. En la actualidad, es posible obtener mayor precision en las
valoraciones genéticas de animales muy jévenes sin la necesidad del fenotipo propio o el de
sus hijas. En este trabajo se estudian de las bases para la implementacién de un programa
de seleccién gendmica en el vacuno de leche. Para ello se realizaron estudios de simulacién
y valoraciones gendmicas con datos reales de la primera poblacion nacional de referencia.
El objetivo principal fue contribuir a la implementacion de la seleccion gendémica en el
vacuno de leche espanol. Los objetivos especificos fueron: (1) Estudiar alternativas de
genotipado en poblaciones reducidas de vacuno lechero. (2) Desarrollar y validar
metodologia para la evaluacién de grandes cantidades de genotipos. (3) Estudiar el efecto
de los procesos de imputacion de genotipos en la capacidad predictiva de los genotipos
resultantes.

MATERIAL Y METODOS

La poblacién de referencia espafiola estaba formada por algo mas de 1,600 toros con
prueba de progenie, tamafo insuficiente para obtener predicciones genémicas competitivas.
Por tanto, debian evaluarse diferentes alternativas para incrementar la capacidad predictiva
de las evaluaciones. Se realiz6 un estudio de simulacién comparando estrategias de
genotipado selectivo en poblaciones de hembras frente a la seleccién tradicional o seleccién
gendmica con una poblacion de referencia de machos.

Posteriormente, la entrada en Eurogenomics implica el acceso a una poblacion de referencia
de mas de 22,000 toros y por tanto posibilita evaluaciones con la fiabilidad necesaria, pero
es necesario desarrollar una metodologia capaz de analizar grandes bases de datos. Los
algoritmos de Machine Learning son una buena alternativa para este tipo de problemas. Se
desarroll6 el algoritmo Random Boosting (R-Boost), que realiza de forma secuencial un
muestreo aleatorio de SNP’s en cada iteracién sobre los cuales se aplica un predictor débil.
La poblacién de referencia espafiola fue usada para comparar el R-Boost frente a Bayes-A,
LASSO Bayesiano y G-BLUP en términos de precision y sesgo.

Es posible optimizar el coste de genotipado mediante la imputacion de genotipos a una
mayor densidad previamente a su evaluacién. Se evalu6 el efecto de usar genotipos de baja
densidad imputados con el software Beagle en cuanto a su posterior habilidad predictiva.
Para ello se emplearon dos métodos de evaluacion R-Boost y un G-BLUP. Animales de los
que se conocian los SNP’s incluidos en los chips GoldenGate Bovine 3K (3K) y BovinelLD
BeadChip (6K), fueron imputados hasta conocer los SNP’s incluidos en el BovineSNP50v2
BeadChip (50K). Posteriormente, un segundo proceso de imputacién obtuvo los SNP’s
incluidos en el BovineHD BeadChip (HD).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las estrategias que consisten en usar como poblacién de referencia los animales en los
extremos de la distribucion fenotipica obtuvieron las mejores predicciones (Figura 1). Los
resultados usando 1,000 genotipos fueron 0.50 para el caracter de baja heredabilidad y 0.63
para el de heredabilidad media cuando la variable dependiente fue el fenotipo ajustado.
Cuando se usaron valores genéticos como variable dependiente las correlaciones fueron
0.48 y 0.63 respectivamente. En comparacion, una poblacién de 996 machos obtuvo
correlaciones de 0.48 y 0.55 en las predicciones posteriores (Jiménez-Montero et al., 2012).
Las predicciones gendémicas fueron mas precisas que el indice de pedigri tradicional a la
hora de predecir los resultados de futuros test de progenie como era de esperar (Tabla 1).
Las ganancias en precisién debidas al empleo de la seleccién genémica dependen del
caracter evaluado y variaron entre 0.04 (Profundidad de ubre) y 0.42 (Porcentaje de grasa)
unidades de correlaciéon de Pearson. Los resultados promediados entre caracteres
mostraron que el LASSO Bayesiano obtuvo mayores correlaciones superando al R-Boost,
Bayes-A y G-BLUP en 0.01, 0.03 y 0.03 unidades respectivamente. Las predicciones
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obtenidas con el LASSO Bayesiano también mostraron menos desviaciones en la media,
0.02, 0.03 y 0.10 menos que Bayes-A, R-Boost y G-BLUP, respectivamente. Las
predicciones usando R-Boost obtuvieron coeficientes de regresién mas préximos a la unidad
que el resto de métodos y los errores cuadraticos medios fueron un 2%, 10% y 12%
inferiores a los obtenidos a partir del B-LASSO, Bayes-A y G-BLUP, respectivamente
(Gonzalez-Recio et al., 2013; Jiménez-Montero et al., 2013).

Heritability = 0.10 Heritability = 0.30

Accuracy

"""""""""

Training population size (x1000) Training population size (x1000)

——RND —a-TTYD TopYD --x- TTBV * TopBV

Figura 1. Precisiones estimadas para dos caracteres de heredabilidad 0.10 y 0.30
obtenidas en poblaciones de validacion a partir de poblaciones de referencia de 1000,
2000 y 5000 hembras. Las estrategias de genotipado fueron: al azar (RND), mejores
fenotipos (TopYD), mejores valores genéticos (TopBV), extremas en fenotipo (TTYD),
extremas en valor genético (TTBV), 996 toros (SiresDYD) e indice de pedigri
tradicional.

Tabla 1. Precision, coeficientes de regresion y error cuadratico medio (MSE) de las
predicciones genomicas para cuatro metodologias de evaluacion y cinco caracteres
de interés econémico en el vacuno lechero espafol.

Leche Grasa Proteina % de Grasa Prof. Ubre
Método (MY) (FY) (PY) (FP) (UD)
Precision
Sire-PI 0.37 0.37 0.40 0.39 0.51
B- LASSO 0.60 0.61 0.57 0.74 0.55
Bayes-A 0.55 0.61 0.55 0.65 0.56
R-Boost 0.54 0.60 0.50 0.81 0.54
G-BLUP 0.58 0.59 0.57 0.62 0.55
Coeficientes de regresion
B- LASSO 0.73 0.80 0.70 1.06 0.63
Bayes-A 0.58 0.78 0.67 0.79 0.69
R-Boost 0.87 0.99 0.80 1.19 0.82
G- BLUP 0.71 0.80 0.70 1.02 0.64
MSE
B- LASSO 239992 398 206 0.03 0.95
Bayes-A 289122 404 215 0.04 0.90
R-Boost 247593 395 216 0.03 0.92
G- BLUP 269619 423 219 0.04 0.95

En negrita: Método que obtiene los mejores resultados para cada criterio considerado.
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Tras imputar desde 3Ky 6K, se obtuvo similar capacidad predictiva a la obtenida empleando
los originales en densidad 50K (Tabla 2). Sin embargo, al imputar a HD se obtuvo una
pequefia mejora en la seleccién de individuos (Jiménez-Montero et al., Enviado).

Tabla 2. Ratio de animales correctamente clasificados de acuerdo a su ranking,
conteniendo cada clase el 20% de los animales. Resultados para genotipos imputados
a 50K y HD (700K) a partir de densidades 3K , 6K y 50K.

3K50K 6K50K 50K50K 3KHD 6KHD 50KHD

Leche (MY) 0.33 0.32 0.34 0.34 0.32 0.34

% Grasa (FP) 0.43 0.43 0.45 0.44 043 0.46

Células somaticas (SCC) 0.32 0.33 0.34 0.32 0.35 0.32

Dias Abiertos (DO) 0.22 0.26 0.23 0.22 0.25 0.27

En negrita: Genotipado con un mayor nimero de animales correctamente clasificados.
CONCLUSIONES

La estrategia de genotipado de hembras que proporciona la mayor correlaciéon es la que
incluye las hembras de ambas colas de la distribucion de fenotipos. Mientras que la mera
inclusion de las hembras élite que son las habitualmente genotipadas en las poblaciones
reales produce resultados no satisfactorios en la prediccion de valores genémicos.

El R-Boost es una metodologia aplicable a seleccién gendmica y competitiva en términos de
capacidad predictiva.

El genotipado a baja densidad y la posterior imputacién a 50K obtiene permite tomar
decisiones de seleccién apropiadas reduciendo el coste de genotipado. Ademas, la
capacidad predictiva para algunos caracteres puede mejorar imputando la poblaciéon de
referencia a HD si se emplean métodos de evaluacion capaces de adaptarse a las distintas
arquitecturas genéticas posibles.
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GENOMIC SELECTION IN SPANISH DAIRY CATTLE

ABSTRACT: This study includes initial stages for the implementation of genomic selection
program in the Spanish Holstein population and has been used to obtain the official genomic
breeding values and implement the imputation of genotypes. The objectives were: (1) To
study alternative genotyping strategies for small populations, (2) to develop and validate
methods for the evaluation of large data sets of genotypes, and (3) to study the effect of
imputation process in predictive ability.

The most informative strategy involved genotyping of females that exhibited upper and lower
extreme values when compared with traditional pedigree index and a bull reference
population. Including just top animals resulted in poor results.

R-Boost resulted a competitive marker regression methodology in terms of predictive ability
when compared with Bayes-A, Bayesian LASSO and G-BLUP. Optimization of the algorithm
and behavior of tuning parameters were tested over real dairy cattle data reducing the time
used with the original algorithm with negligible differences in accuracy and bias.

Customized GoldenGate Bovine 3K and BovineLD BeadChip genotypes imputed to a
BovineSNP50v2 BeadChip using Beagle achieved similar predictive ability than native
genotypes. Subsequently, imputing to the BovineHD BeadChip and utilizing proper methods
genomic predictions may be improved.

Keywords: Genomic Selection, Dairy Cattle, Imputation
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PREDICCION GENOMICA MEDIANTE UNA APROXIMACION SEMI-PARAMETRICA EN
VACUNO LECHERO
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INTRODUCCION

La seleccion simultanea en funcién de miles de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
esta siendo una alternativa para incrementar la ganancia genética en vacuno lechero. Los
valores gendmicos directos pueden ser estimados reemplazando la matriz tradicional de
relaciones de pedigri por la matriz de relaciones genémicas (VanRaden, 2008; Yang et al.,
2010). Generalmente, se emplea una poblaciéon de referencia para predecir los valores
mejorantes en los nuevos candidatos a la seleccién (Hayes et al., 2009).

Existen distintas metodologias para llevar a cabo predicciones genodmicas (e. g. Meuwissen
et al., 2001; de los Campos et al., 2009). Dentro de los algoritmos de aprendizaje automatico
se engloban los métodos no paramétricos o semi-paraméticos, los cuales se pueden
implementar mediante regresiones sobre los marcadores (Gonzalez-Recio et al., 2010) o
mediante la construccion de estructuras de (co)varianza apropiadas. Un ejemplo de estas
ultimas metodologias es la Regresion de espacios de Hilbert con nucleo reproductor (RKHS
de sus siglas en inglés), la cual se ha sugerido como una alternativa para la prediccién de
valores genomicos, ya que requiere menos asunciones a la hora de modelar caracteres
cuantitativos complejos (Gianola y van Kaam, 2008). En este trabajo se propone la
utilizacién de la metodologia RKHS empleando como estructura de kernels la matriz de
relaciones genémicas para realizar predicciones genémicas en siete caracteres evaluados
en vacuno lechero.

MATERIAL Y METODOS
Datos

Los 18446 toros de la poblacion de EuroGenomics fueron genotipados con el Bovine 50K
chip (lllumina inc., San Diego), aunque algunos machos de la poblacién holandesa fueron
genotipados con el CRV 60K chip y posteriormente imputados. Se descartaron los SNPs con
un porcentaje de datos faltantes por encima del 5% y con una frecuencia alélica menor de
5%. Por tanto, el analisis se realizdé con 36971 SNPs.

Los machos nacidos antes del 2005 (N = 14487) fueron empleados como poblacién de
referencia (R) y los nacidos con posterioridad al afo 2005 (N = 3959) se usaron como
poblacién de validacion (V) para evaluar la habilidad predictiva del algoritmo. Como datos
fenotipicos se emplearon las pruebas deregresadas de tres caracteres de produccién: kilos
de leche (KL), kilos de grasa (KG), y kilos de proteina (KP); dos caracteres de tipo: estatura
(EST) y anchura de pecho (ANPE); recuento de células somaticas (RCS) y dias abiertos
(DA). Las pruebas deregresadas de la poblacion de referencia y de la poblacién de
validacioén fueron las de enero del 2009 y diciembre del 2011, respectivamente.

Modelo
La aproximacién semi-paramética RKHS permite inferir valores genémicos mejorantes sin

realizar estrictas asunciones a priori. En el contexto de la seleccién genémica (Gianola y van
Kaam, 2008; Gonzalez-Recio et al., 2008) el modelo se puede formular como sigue:

y=Xp+Ka+e
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donde y (14487x1) es la prueba deregresada de los machos en la poblacién de referencia.
El primer término (XP) es el término paramétrico con B como vector de efectos
sistematicos (solamente u se ajustd en este caso porque los datos fueron precorregidos), y

X es la matriz de incidencias. El término no paramétrico viene dado por Ka , donde K es
una matriz definida positiva de kernels, y a es un vector de coeficientes no paramétricos

que se asume que siguen una distribucién a ~ N(0,K'c?), donde o representa la inversa
del parametro de sintonizacion (af, =A"). Los residuos e se distribuyen como
N(0O,R=N"0?) donde N={n} es la diagonal de la matriz donde » es el nimero de

descendientes del macho i y o es la varianza residual. Se realizé un andlisis Bayesiano
del modelo implementado a través del algoritmo de muestreo de Gibbs.

Matriz de kernels

La idea que subyace en cualquier matriz de kernels es medir la distancia que existe entre los
genotipos de los distintos individuos (Gonzélez-Recio et al., 2009). En este estudio se
implementa como distancia la matriz de relaciones genémicas (VanRaden, 2008; Yang et
al., 2010). La relacién genoémica (Gj) entre los individuos /iy j se calcula como:

Gz'/ zl L (g _pk)(gjk - D)

L k=1 Pk(l—ﬁk)

donde g, se refiere a las frecuencias génicas del valor de los genotipos AA, Aay aa,

codificado como 1, 1/2 y 0, respectivamente, para el individuo i en el locus k, donde i=1, N
y k=1, L (nimero de loci). La frecuencia génica es la mitad del nimero de copias del alelo
de referencia A. La estima de la frecuencia alélica para el locus k en la poblacion actual se
designa como p, .

Estimacion de ratios de varianza y valores genémicos directos (VGD)

A partir de distintos tamafos muestrales de la poblacién de referencia (N = 4992, 6981,
10957 y 14487) se obtuvieron los ratios de la varianza genémica y residual. Los valores
genomicos directos de cada caracter se calcularon para cada individuo de la poblacién de
validacion de la siguiente forma:

VGD = 11+ G, X0

Criterios de comparacion

La precision de las predicciones genémicas se estim6 mediante el coeficiente de correlacion
de Pearson (r), pendiente de regresién (b) y el error cuadratico medio (ECM) entre los VGD
predichos en los toros de la poblacién de validacion y las pruebas deregresadas de
diciembre del 2011. También se evalu6 el coeficiente de correlacion de Pearson entre el
indice de pedigri (IP) y las pruebas deregresadas de diciembre del 2011.

RESULTADOS Y DISCUSION
La Figura 1 muestra los ratios de la varianza genémica y residual para los siete caracteres
evaluados en distintos tamafios de muestra de la poblacion de referencia. Las estimas son

mas elevadas en los caracteres de tipo, seguidos estos de los caracteres de produccion y
finalmente RCS y DA. En general, a medida que se incrementa el tamafo de muestra el
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ratio se reduce, llegando a ser inferior a la heredabilidad real. Este descenso es mas
acusado en los caracteres de tipo y produccion que en RCS y DA. Consecuentemente, las
predicciones gendmicas se llevaron a cabo empleando las varianzas obtenidas a partir de N
=4992.

En la Tabla 1 se muestra el coeficiente de correlacion de Pearson, la pendiente de la recta
de regresion y el error cuadratico medio entre los VGD y las pruebas deregresadas.
También se muestra la correlaciéon entre el IP y las pruebas deregresadas. En todos los
caracteres evaluados (excepto en DA) la correlacién con IP fue menor que la correlacién con
los VGD. Los caracteres EST y DA mostraron la mayor (0,78) y menor (0,49) correlacién con
los VGD, respectivamente. Por el contrario, la mayor pendiente de la recta de regresion se
detecté en DA (1,02) y la menor en EST (0,81). El error cuadratico medio varié entre
176002,20 (KL) y 0,51 (EST).

ON=4992 ON=6981 BN=10957 EAN=14457 ®™Real Tabla 1. Coeficiente de correlacién de
06 Pearson, pendiente de Ila recta de
M regresion, error cuadrdtico medio y
cerrelacién con el indice de pedigri en los
04 caracteres evaluados.

;% 03 Caracter r b ECM P
KL 0,74 094 176002,20 0.54
KG 0,71 090 29955 0,51
KP 069 091 20587 0,54
h KL KG KP  EST  ANPE  RCS DA EST 078 081 0.51 0.6

Figura 1. Estima de los ratios entre varianza genémica ANEE 084 0,81 1,30 g8

y residual en los caracteres evaluados en distintos ~ RCS 070 094 9374 055

tamafics de muestra (N) de la poblacién de referencia. DA 049 1,02 382,92 0,53
Real: heredabilidad real.

0.1

En resumen, los resultados indican que la aproximacién semi-paramética RKHS permite
inferir valores genémicos mejorantes en distintos caracteres en vacuno lechero de forma
adecuada cuando se emplea la matriz de relaciones genémicas.
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SEMI-PARAMETRIC APPROACH FOR GENOME WIDE PREDICTION IN DAIRY CATTLE
ABSTRACT: This study aims to implement a semi-parametric approach in dairy cattle within
the context of genome-wide prediction. The Reproducing Kernel Hilbert Spaces Regression
model with the genomic matrix as kernel seems to perform properly when inferring direct
genomic values in seven phenotypic traits.

Keywords: Reproducing Kernel Hilbert Spaces Regression, non-parametric methods,
genome-assisted prediction.
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INTRODUCCION

Desde que se derivaron los modelos BLUP (best linear unbiased prediction) a mediados del
siglo pasado (Henderson 1950), esta herramienta analitica se erigié como la piedra filosofal
de la mejora genética animal durante décadas. Los modelos BLUP se centran en la
prediccion del mérito (o demérito) genético del ganado para los caracteres productivos
evaluados, corrigiendo también para otros efectos sistematicos y aleatorios. Aunque la
precision de los valores genéticos se incrementa sustancialmente al incorporar informacion
gendmica a los modelos de evaluacién (Meuwissen et al. 2001), los modelos BLUP clasicos
aun resultan esenciales en la mayoria de los esquemas de seleccién donde el genotipado
masivo excede, de largo, el presupuesto disponible. Es por ello que resulta especialmente
relevante la posibilidad de evaluar alternativas metodoldgicas al BLUP, con el objetivo de
incrementar la precision de los valores genéticos obtenidos a partir Unicamente de la
informacion fenotipica y genealdgica.

El algoritmo de boosting ha sido recientemente propuesto como una alternativa no
paramétrica en el campo de la seleccion gendémica (Gonzalez-Recio et al. 2010),
proporcionando precisiones elevadas e incluso sesgos menores. No obstante, su utilidad
dentro del ambito de la evaluacién genética (que no gendmica) nunca ha sido evaluada. Es
por ello que el objetivo principal de este trabajo fue adaptar el algoritmo de boosting a un
marco de evaluacién genética de reproductores, comparando sus resultados con los
obtenidos mediante un modelo mixto lineal estandar.

MATERIAL Y METODOS
El boosting es una técnica de aprendizaje automatico propuesta por Schapire (1990) y
Freund (1990); combina predictores moderadamente imprecisos (conocidos como weak
learners) con el objetivo de generar una norma de prediccién con mayor habilidad de
prediccion que cualquiera de los weak learners por separado. Este tipo de aproximaciones
fueron desarrolladas originariamente para problemas de clasificacion (Freund 1990;
Schapire 1990), aunque pronto se generalizaron a los algoritmos de regresiéon (Friedman
2001), y recientemente realizaron las primeras incursiones en el campo de la mejora
genética animal (Bihimann 2006; Gonzalez-Recio et al. 2010).
Este trabajo se centra en el algoritmo L,-boosting (Freund & Schapire 1996), el cual evalla
el grado de incorreccion de las predicciones a partir de la diferencia cuadratica media entre
los datos reales y predichos. Ademas, se propone el siguiente weak learner,
Yi=Biaj+ 6
donde y; es el registro fenotipico del individuo j (pre-corregido para las demas fuentes
ambientales de variacion), B; es el coeficiente de regresion inherente al mérito genético del
individuo i, a; representa el coeficiente de parentesco aditivo entre los individuos iy j, y g;
corresponde al residuo. Para una base de datos con s individuos, n de los cuales
disponiendo de informacion fenotipica, el L,-boosting se basa en tres pasos sucesivos que
se repiten de manera iterativa hasta alcanzar un determinado criterio de convergencia.
Durante el primer paso, el weak learner se aplica a cada individuo por separado,
proporcionando coeficientes de regresion especificos para cada uno de ellos. El segundo
paso requiere de la computacién de residuos aplicando la férmula
ti=Y— 210 [V(Bay)l,
asumiendo que r; es el vector de residuos al aplicar el weak learner sobre el individuo i/, y es
el vector de fenotipos resultantes después de las correcciones efectuadas en las iteraciones
previas (ver el tercer y ultimo paso del procedimiento), y v es un parametro de contraccion
fijado a 0,01 en el caso que nos ocupa. El cuadrado medio del error (CME) para el i-éssimo
coeficiente de regresion se obtiene de la siguiente expresion,
CME, = Z,-:m r,-2
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y caracteriza el ajuste del weak learner para el individuo i. Este paso proporciona un total de
s estimas de CME; distintas, evaluando la contribucion de cada individuo incluido en la
genealogia. El tercer y Ultimo paso implica la seleccion del individuo que minimiza el CME
(asumimos que es el individuo k), y los datos fenotipicos de actualizan aplicando y = r.

Para evaluar el comportamiento predictivo del L,-boosting se simularon poblaciones de
2.000 individuos con 10 generaciones no solapadas de 10 machos y 190 hembras bajo
apareamiento aleatorio. Se simuld un registro fenotipico para todos los individuos,
incluyendo la influencia de dos efectos fijos (2 y 10 niveles respectivamente; efectos
obtenidos de una distribucién uniforme entre -1y 1);/ el efecto genético aditivo aunque bajo
tres escenarios distintos (h?=0,1, 0,2 y 0,4, o,°=1). Dado que la convergencia del
procedimiento se evalu6 mediante validacion cruzada, se selecciond un 10% de los
individuos nacidos en las ultimas cinco generaciones y la poblacion se subdividié en el set
de entrenamiento (90%) y el de ajuste (10%). El procedimiento de L,-boosting se aplicaba
sobre el set de entrenamiento, mientras que el CME se calculaba en el set de ajuste al final
de cada iteracion. El algoritmo finalizaba cuando la reducciéon en el CME después de cada
iteracion era inferior a 10°.

Los resultados se compararon con los obtenidos bajo un modelo BLUP estandar resuelto
mediante inferencia Bayesiana. En este caso, se realiz6 el analisis descartando el fenotipo
del 10% de individuos seleccionados en la Ultimas 5 generaciones, y se calculo el CME
resultante sobre el set de ajuste al finalizar el analisis. En ambos casos se calculé también la
diferencia cuadratica media entre los valores genéticos simulados y predichos para los
individuos del set de ajuste. En total se realizaron 10 réplicas para cada escenario de
heredabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSSION

Las propiedades de prediccién del L,-boosting se resumen en las figuras 1 y 2 de este
trabajo; a pesar que se restringen a las réplicas con h?=0,1 por limitaciones de espacio, los
demas escenarios siguieron comportamientos muy parecidos. Aunque, en promedio, el CME
alcanzé valores ligeramente inferiores para el L,-boosting (1,133 + 0,035) que para el BLUP
clasico (1,128 + 0,034), no se observo una patron constante en la figura 1, sugiriéndose que
ambas aproximaciones se comportaban de manera muy parecida y que las ligeras ventajas
obtenidas se debian muy probablemente al azar. De manera parecida, la diferencia
cuadratica media entre los valores mejorantes simulados y predichos fue muy similar bajo
ambas aproximaciones y sin mostrar una tendencia clara a favor de una o la otra.

En conclusion, el Ly-boosting se sugiere como una alternativa interesante a los modelos
BLUP para la evaluacién genética cuando existen individuos sin informacién fenotipica; esta
situacion se da en la mayoria de sistemas productivos ganaderos al tener que seleccionar la
reposicion antes incluso de que aporten sus primeras producciones (p.ej., prolificidad en
cerdas y conejas, produccién de leche en rumiantes, calidad de la carne). En cualquier caso,
representa un punto de partida muy interesante para el futuro desarrollo y evaluacion de
otros weak learners, con el objetivo de mejorar esta aproximaciéon no paramétrica que, ya
inicialmente, aporta una habilidad de prediccion comparable a la de los modelos BLUP.
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Figura 1. Cuadrado medio del error para el 10% de individuos asignados al set de ajuste (su
fenotipo no contribuye al analisis) y obtenido mediante BLUP clasico (barras blancas) o
boosting (barras negras).
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Figura 2. Diferencia cuadratica media entre los valores mejorantes simulados y predichos
para el 10% de individuos asignados al set de ajuste (su fenotipo no contribuye al analisis) y
obtenido mediante BLUP clasico (barras blancas) o boosting (barras negras).

Ay ]

L=

2 0,18

8

£ 0,161

8

SOI14_ ’_I ’_I

n

§D|12_J:ll T T T T T T T I’_I_‘
5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2

Réplica

GENETIC EVALUATION BY BOOSTING

ABSTRACT: This research focuses on the adaptation of the boosting algorithm to perform
genetic evaluation of livestock populations. Boosting combines rough and moderately
inaccurate predictors known as “weak learners” into a prediction rule with potentially greater
predictive ability than that of any of the individual weak learners. This approach was
evaluated on simulated data sets and compared with mixed linear animal models solved
through a standard Bayesian approach. Prediction abilities of both boosting and BLUP
approaches were similar, without a clear pattern favoring one or the other method. In a
similar way, mean square differences between simulated and predicted breeding values were
almost equal, and slight advantages were randomly obtained by the boosting or the BLUP
approach depending on the analyzed data set. This suggested that boosting must be viewed
as an appealing alternative when selection decisions must be taken on individuals without
phenotypic data.

Keywords: artificial intelligence, accuracy, boosting, genetic evaluation
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INTRODUCCION

Los objetivos a la seleccion en vacuno de carne incluyen caracteres cuya expresion contiene
una componente materna por lo cual, para la evaluacion genética de dichos caracteres se
utilizan modelos animales (Henderson, 1984) con efectos genéticos y/o ambientales
maternos (Willham, 1972; Meyer, 1992). Sin embargo, dichos efectos pueden ser
confundidos con efectos asociados a la impronta genética (Hager, et al., 2008), que puede
ser de origen paterno y materno. La impronta genética es un fendmeno dependiente del
sexo del progenitor, que actla a través de una expresion diferencial de la informacién
genética segun su origen y puede generar sesgos en la estimacion de componentes de
(co)varianza cuando falta alguno de los componentes en el modelo utilizado, como
demuestran Varona et al., (2012) con datos simulados. En este trabajo se estudia el posible
efecto de la impronta en la estimacién de parametros genéticos en tres poblaciones de
vacuno de carne Pirenaica, Avilena-Negra Ibérica y Rubia Gallega que posee caracteristicas
distintas con sistemas de produccion diversos. Para ello se hacen diversos supuestos en los
modelos de estimacion que incluyen efectos genéticos directos, paternos y maternos.

MATERIALES Y METODOS
Para este trabajo, se han utilizado 17.106 pesos al destete correspondientes a la poblacién
Pirenaica (Pl), 41.248 a la Avilefia-Negra Ibérica (ANI) y 55.631 a la Rubia Gallega (RG). En
la Tabla 1 se presenta un resumen de las medias y desviaciones tipicas fenotipicas. Por otra
parte, se utilizé un fichero geneal6gico de 34.418, 60.136 y 80.166 para PI, ANI and RG,
respectivamente.

Los datos fueron analizados mediante los siguientes modelos:

¥y=Xb+Th+Fa+ Zu; +¢ D)

¥=Xb+ Th+ Fa+ Zug + Z'u, +e(DF)

Xb+ Th+ Fa+ Zug + Z'u,, + e (DM)
Ab+Th+ Fa+ 2wy + 2w, + e (PM)
Xb4+Th4Fa+ Zu. + Z'u, + Z'uw,, +~ e (DEM)

¥
¥
¥

Donde b corresponde a los efectos sistematicos sexo (2 niveles), edad de la madre (19
niveles en RG y 6 niveles en ANI), suplementacion con tolva (3 niveles en ANI) y una
covariable de edad al destete en todas las poblaciones; como efectos aleatorios esta &
rebano-ano-estacion (RAE) (2782, 3347 y 8655 niveles para Pl, ANl and RG,
respectivamente) y @ para ambiente permanente materno; uy es el efecto genético aditivo
directo, u, es el efecto genético aditivo paterno, u. es el efecto genético aditivo materno y e
el efecto residual; £ T.F.Z,Z" y Z” gon las matrices de incidencia. Los modelos DP, DM y
PM se implementaron incluyendo correlacion genética entre los efectos genéticos incluidos
en el modelo y asumiendo independencia entre ellos (DPnull, DMnull y PMnull,
respectivamente). El modelo DPM asumié independencia entre los efectos.

Se realiz6 un andlisis bayesiano mediante muestreo de Gibbs, utilizando el programa TM
(Legarra et al., 2008) y una version modificada del mismo para eliminar la estimacion de la
covarianza entre efectos genéticos. Se asumieron distribuciones planas para los efectos
sistematicos y los componentes de varianza, y una distribucion normal multivariada para los
efectos aleatorios. Se simulé una Unica de cadena de 525.000 elementos, de las cuales se
descartaron los primeros 25.000.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los componentes de (co)varianza estimados en las poblaciones Pl, ANl y RG se presentan
en las tablas 2, 3 y 4, respectivamente. En términos generales se observa una importante
presencia de efectos paternos en los modelos en los que son incluidos (DP, DPnull, PM,
PMnull y DPM), y siempre de una mayor magnitud que los efectos maternos e incluso
directos. En los modelos que no incluyen estos efectos paternos (DM) se observa una
sobreestimacién de los efectos directos y maternos y la aparicion de una fuerte covarianza
negativa entre efectos directos y maternos, confirmando los resultados presentados por
Varona et al. (2012), mediante simulacién estocastica. Es destacable que en modelos que
no asumen esta covarianza (DMnull), la magnitud de las varianzas directas y maternas se
reduce.

Estos resultados sugieren la posible presencia de impronta genética paterna en los
caracteres de crecimiento de vacuno de carne y puede explicar la presencia de una
correlacién genética negativa entre efectos directos y maternos, habitual en el andlisis de
datos de vacuno de carne. Estos resultados conducen a la necesidad de plantear nuevos
modelos que incluyan el efecto de la impronta genética para disponer de estimas
insesgadas de los componentes de varianza.
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TABLA 1. Medias y desviaciones tipicas observadas en el caracter peso al destete.

POBLACION No DATOS MEDIA DESVIACION
TiPICA
PIRENAICA 17.106 264,22 56,66
AVILENA 41.248 216,74 41,23
RUBIA GALLEGA 55.631 276,31 45.92

TABLA 2. Media posterior (desviacion tipica) de los componentes estimados en la PI.

Modelos
Parametros D DP DP null DM DM null PM PM null DPM
aly 821,78 511,23 493,11 1391,93 759,7 - 340,48
" (49,6) (63,22) (58,31) (97,92) (51,26) (60,44)
gl - 555,62 525,73 - - 630,89 641,69 536,39
) (63,92) (52,33) (53,57) (52,78) (57,5)
o2 - - 440,63 115,15 173,06 171,42 102,34
o (52,12) (19,36) (22,46) (22,71) (28,64)
covy, - -45,845 - - - - -
- (50,03)
covy, - - - -595,19
o (66,24)
. - - - - - 147,74
o (30,29)
as, 545,09 449,66 449,03 497,71 527,96 444,52 446,83 444,62
" (24,93) (22,45) (22,37) (23,73) (24,64) (22,29) (22,38) (22,32)
oty 107,68 99,93 102,99 71,12 48,09 68,91 67,001 60,05
o (18,27) (18,95) (18,54) (19,2) (16,25) (19,35) (19,51) (20,47)
ol 796,86 944,68 953,88 513,75 816,91 1195,63 1195,84 1027,15
(31,52) (37,69) (35,67) (51,46) (32,35) (19,52) (19,42) (37,85)
ol (Varianza genética), o+ (covarianza), < (Directo), = (Paterno), 7 (Materno), %= (Varianza ambiental), h (RAE), @

(ambiente materno) = (Varianza residual), null (covarianzas fijadas a cero).
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TABLA 3. Media posterior (desviacion tipica) de los componentes estimados en la ANI.

Modelos

Parametros D DP DP null DM DM null PM PM null DPM
,,.i; 181,25 124,69 117,72 483,13 167,33 - - 63,09
° (11,48) (13,31) (12,32) (30,94) (11,49) (16,12)
= - 251,64 233,75 - - 252,69 253,25 240,21
“ (24,5) (21,4) (21,36) (20,83) (20,79)
ol - - - 170,72 36,79 48,07 48,21 33,07
o (14,78) (5,68) (5,05) (4,72) (5,8)

covg, - -27,02 - - - - - -

(15,25)
cov g, - - -239,46 - - - -
- (19,05)
cov,,, - - - - - 20,604 - -
- (9,28)
= 454,83 351,81 350,97 397,33 4471 350,59 351,07 350,15
- (14,25) (11,8) (11,75) (12,87) (14,16) (11,77) (11,72) (11,74)
e 83,68 81,04 82,27 66,09 60,39 68,33 68,32 68,58
e (4,34) (4,56) (4,52) (5,5) (5,31) (5,15) (5,07) (4,89)
o’ 435,65 461,24 464,78 285,64 441,03 522,51 522,33 490,96
(7,4) (8,24) (7,83) (15,8) (7,52) (4,76) (4,78) (9,27)
En (Varianza genética), ¢+ (covarianza), & (Directo), & (Paterno), * (Materno), % (Varianza ambiental), h (RAE), =

2

(ambiente materno) - (Varianza residual), null (covarianzas fijadas a cero).

TABLA 4. Media posterior (desviacion tipica) de los componentes estimados en la RG.

Modelos
Parametros D DP DP null DM DM null PM PM null DPM
2, 416,09 279,47 284,94 778,27 381,99 - - 223,41
B (24,67) (30,59) (30,88) (61,76) (26,38) (38,87)
= = 244,47 264,91 = = 322,8 343,84 2491
w (42,52) (33,71) (29,02) (27,49) (26,97)
ol - - - 203,17 37,5 117,81 112,48 54,06
(31,21) (8,63) (11,13) (11,17) (10,05)
covy, - 20,96 - - - - - -
’ (26,46)
cov - - - -295,36 - - - -
B (39,68)
ST = = = = = 140,7 = =
- (15,997)
ol 339,21 327,76 327,22 331,07 333,74 321,45 321,21 320,54
e (9,14) (8,87) (8.87) (9,06) (9,19) (8,86) (8,89) (8,43)
ol 88,2 99,43 98,58 78,69 68,36 67,65 71,42 75,16
e (7,48) (7,68) (7,71) (8,55) (7,56) (8,32) (8,75) (7,09)
ot 799,19 866,23 863,46 618,95 815,39 1002,88 1002,28 892,23
: (14,55) (17,4) (17,49) (31,27) (15,52) (8,13) (8,09) (21,34)
o (Varianza genética), co= (covarianza), & (Directo), = (Paterno), *t (Materno), % (Varianza ambiental), h (RAE), =

(ambiente materno) 7 (Varianza residual), null (covarianzas fijadas a cero).
PATERNAL GENOMIC IMPRINTING AND MODELS WITH MATERNAL EFFECTS

ABSTRACT: The results here presented suggest an important presence of paternal effects
that may be explained under sire imprinted effects. Moreover, models that do not consider
paternal effects report a relevant overestimation of genetic variances and a strong negative
correlation between direct and maternal genetic effects. These phenomena can be explained
as a consequence of the redistribution of the paternal variance over the effects included in
the model of analysis.

Keywords: Beef cattle, Imprinting, Maternal effects, Weaning Weight.
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CNV: CONSIDERANDO NUEVAS VARIANTES EN EL GENOMA
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INTRODUCCION

Las variantes estructurales denominadas ‘Copy Number Variants’ (CNV) corresponden
a deleciones o duplicaciones de segmento del DNA que ocupan 1Kb o mas de longitud
del genoma. Estudios recientes muestran que estos polimorfismos originan variabilidad
genética y podrian ser responsables de una parte de la variabilidad fenotipica de
caracteres relevantes tanto en la especie humana como en especies ganaderas
(Girirajan et al., 2011; Clop et al., 2012). A pesar de que varios trabajos han
identificado cientos de CNVs en vacuno (Bickhart et al., 2012), pocos son los trabajos
que los han asociados a caracteres productivos en esta especie (Kramper, 2012).

El objetivo del presente trabajo fue identificar CNVs asociados a los principales
caracteres productivos de la raza bovina Holstein mediante el analisis de la sefal de
hibridacion de las sondas del chip de genotipado masivo de SNPs
BovineSNP50BeadChip (lllumina).

MATERIALES Y METODOS
Se usaron datos correspondientes a 1900 toros en la raza Holstein cedidos por la
Confederaciéon de Asociaciones de Frisona Espafiola (CONAFE) con los cuales se
realiz6 el genotipado masivo de SNPs con el chip bovineSNP50BeadChip (lllumina).
Deteccion de CNVs: La deteccion de los CNVs se realizo utilizando el programa
PennCNV (Wang, 2008), siguiendo la anotacion UMD3.1 del genoma bovino
(cromosoma vy posicion de los SNPs). Previamente al analisis de deteccion de CNVs,
se llevd a cabo una correccioén por el contenido en bases GCs de la regién asi como
un filtrado por la calidad de las muestras basado en las medidas de intensidad de
sefial de las hibridaciones. Un total de 1724 individuos pasaron el control de calidad.
Finalmente, la identificacion de CNVs se realizé mediante la opcion individual CNV-call
de PennCNV. Aquellos CNVs solapantes fueron ensamblados en regiones CNV
(CNVRs). Estas regiones fueron filtradas segun los siguientes criterios: i) contener 3 o
mas SNPs consecutivos vy ii) ser detectados en un minimo nimero de individuos.
Analisis de asociacion: Los andlisis de asociacion se realizaron sobre aquellos toros
(1195) que disponian de datos fenotipicos, utilizando como variables dependientes las
pruebas MACE de-regresadas de diciembre de 2011 para los caracteres de
kilogramos de proteina (PR), kilogramos de grasa (GR), recuento de células somaticas
(RCS) vy dias abiertos (DA). Se utilizaron dos metodologias de anélisis: i) regresion
linear estandar empleando el programa PLINK y correccion por multiples test
(FDR<0.05) de Benjamini-Hochberg (Wang et al., 2008), ii) analisis bayesiano
definiendo dos modelos: lineal y cuadratico. El modelo cuadratico se empled con el fin
de testar asociaciones no lineales entre el caracter y la region CNV. Los CNVs que
tras un test de permutacion, permitian rechazar la hipétesis nula (no asociacion),
fueron seleccionados como candidatos al analisis in-silico.
Para explorar el contenido de genes en las CNVRs que mostraron asociaciéon con los
caracteres analizados se utilizaron las herramientas BioMart de Ensembl
(ensembl.org/biomart) y las bases de datos del NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov) y DAVID
(david.abcc.ncifcrf.gov/) para explorar la funciéon biolégica de los mismos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 2022 CNVRs fueron detectados en los 1724 individuos analizados. El
tamafio de estas regiones vario desde 30,128 Kb a 17,165 Mb con un tamafo medio
de 616,132 Kb. El porcentaje total del genoma ocupado por CNVR fue del 52,19%. De
éstos, se seleccionaron aquellos CNVRs que mostraron una frecuencia superior al 5%o
en los 1195 individuos con datos fenotipicos, que correspondié a un total de 315
CNVRs que fueron finalmente testados en el andlisis de asociacion, siendo 28
inserciones, 15 deleciones y 269 insercién-delecion (mismo CNVR presenta insercién
y delecion en distintos individuos). Las frecuencias oscilaron entre 5%o y 53%.
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Los resultados de los analisis de asociacidon se resumen en la tabla 1. Estos resultados
revelan asociaciones significativas para los cuatro caracteres analizados. Los
resultados mas consistentes fueron en los CNV800 y 779 detectados en ambos GR y
PR. Ambos CNVRs resultaron significativos con ambos métodos lineales tanto para
PR como para GR. El que se hayan identificado CNVRs asociados a ambos
caracteres es coherente, dado que existe una alta correlacion positiva entre la
cantidad de grasa y proteina en la leche.

Tabla 1: CNVs significativos y sus respectivas estimas de los coeficientes seqgun el
analisis en el que resultasen significativos. Se muestra ademas el porcentaje de
duplicaciones y delecciones observados en la muestra utilizada

Car CNV RLS Bayes Lineal CUE‘z{éetﬁ‘co % Dup % Del
B+SE P-value* a B B2
778 5814 6,0x10% 1,7 7,2 - 148 111
GR 800 4609 56x10° 04  -58 - 29,7 23,1
739 - - 0,9 -15/1 6,9 244 22,7
778 6,812 1,1x10° 32 -85 - 148 11,1
800 4,6:0.8 2,0x10° 05 57 - 29,7 23,1
427 - - 16,6  -38,3 15,5 3,0 1,5
446 - - 53  -20,6 7,9 10,2 11,8
PR 739 - - 43 139 6,6 244 22,7
1192 - - 11 -165 7,2 180 16,0
1358 - - 4,0  -145 7.4 200 13,2
1511 - - 211,7 3079 -1018 0,16 0,75
1644 - - 08 -137 6,5 21,8 157
82 - - 1235 314  -30,2 0,1 1,5
861 - - 1217 195  -158 0,7 1,1
RCS 879 - - 116,8 30,2  -22,3 0,2 0,4
1200 - - 1315 -12,9 54 7.2 3,6
1675 119,9 22,0  -17,1 0,3 0,4

* P-value corregido (FDR<0.05), RLS: Regresioén Linear Estandar, GR: Kg de grasa; PR: Kg de proteina;
RCS: Recuento de células somaticas; DA: Dias abiertos; RSL: regresion lineal estandar; Dup:
Duplicacion; Del: Delecion

La anotacion de los genes contenidos en los CNVRs asociados (Tabla 2) permite
identificar genes funcionalmente relacionados con los caracteres analizados y por
tanto constituyen potenciales genes causales. Entre estos destaca el gen de la
hormona de crecimiento (GH) localizado en el CNV800, previamente asociado con
cantidad de proteina y grasa en la leche en ganado bovino Holstein-Frisona (Mullen et
al., 2010), y el gen Low density lipoprotein-related protein 1B LRP1B localizado en el
CNV861, que ha sido asociado al caracter recuento de células somaticas (Cole et al.,
2011). Segun nuestros resultados, los individuos con delecién en las regiones CNV
778 y 800 producirian mas kg de grasa y proteina que la media. Los CNVRs
detectados proporcionan un mayor conocimiento de las regiones genémicas asociadas
a caracteres de interés en Holstein, y podrian ser utiles en las evaluaciones gendémicas
de reproductores. Estas utilidades seran objeto de futuros estudios.
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Tabla 2: Genes potencialmente relacionados con los caracteres encontrados en los
CNVs significativos

Caracter ID_CNVR (n° genes contenidos) Gen relacionado
82(0), 861(1), 879(0), 1200(132),
RCS 1675(2) LRP1B
GH,SREBF, STAT5,ACLY,
R 800(495), 778(7) TNFR,WF1KKN1
739(132) -
800(495), 778(7) GH
PR
76(70), 80(96), 739(132), 1192(2), DGAT1,IGFAL,GFER,
1358(360), 1511(7), 1644(161) PPARA, CPT1B

DA: Dias abiertos, RCS: Recuento de células somaticas; GR: kg de grasa; PR: kg de proteina
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CNV: CONSIDERING NEW VARIANTS IN THE GENOME

Abstract: The objective of this study was to identify copy number variants associated
to economical traits (fat and protein yield, somatic cell count and days open) in
Holstein. CNVs were detected by exploiting hybridization signal intensities from the
BovineSNP50BeadChip and using PennCNV software. More than 2000 CNVRs were
identified, 315 thereof appeared segregating in the sires with available phenotypic data.
Frequentist and Bayesian approaches were used in the association analyses. Both fat
and protein yield shared associated CNVRs. We may highlight GH, SREB, STATS5,
TNRF and ACLY among the genes located within these regions, which have been
previously associated to fat yield in different studies. Further, five different genes
(DGAT1, IGFAL, GFER, PPARA, CPT1B) were detected and previously reported as
related to both protein and fat yield pathways in Holstein. Additionally, we reported that
six different CNVRs are significantly associated with somatic cell count and among the
genes contained within these regions, the LRP1B, have been already related to the
trait.

Keywords: CNV, association analyses, Holstein.
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INTRODUCCION

Las primeras etapas del desarrollo fetal de mamiferos son determinantes para la vida adulta ya
que es el momento en el que se producen importantes cambios en el ADN que son
responsables y condicionan la diferenciacién celular del embrién (Reik 2007). Asi, por ejemplo,
la falta de nutrientes durante la gestacién se ha asociado con un mayor riesgo de sufrir
enfermedades metabdlicas en la vida adulta (Heijmans et al. 2008; Nijland et al., 2008).
También los efectos maternos pueden alterar el fenotipo de la descendencia por los cambios
en el epigenoma durante la gestacion y la lactancia (Gluckman et al., 2008; Burdge et al.,
2011). La lactancia es un periodo con altas demandas metabodlicas que implican gran
movilizacién de las reservas de energia del cuerpo, y este ambiente metabdlico coincide con un
periodo critico en el control epigenético del desarrollo fetal (Bach, 2012) ya que los nutrientes
deben dividirse entre la placenta y la glandula mamaria. Por lo tanto, parece razonable esperar
algun efecto en el control epigenético en funcién del nivel de produccién de leche de la madre,
que podrian estar, en parte, actuando como factor de predisposicion a determinadas
enfermedades metabodlicas comunes y otros caracteres complejos de importancia en el vacuno
lechero (Beck y Bell 2010).

En el vacuno lechero, la fertilizacién del évulo ocurre con mayor frecuencia entre los 70
y los 110 dias después del parto, coincidiendo con el pico de la lactacién Esto hace que la
mayoria (~ 75%) de la gestacion coincide con la lactancia. El pico de produccion se caracteriza
por un cierto grado de balance energético negativo, ya que, especialmente en el caso de vacas
de alta producciéon, no llegan a consumir los nutrientes necesarios para satisfacer las
demandas metabdlicas asociadas con altos volimenes de produccion de leche. Ademas, los
modelos actuales utilizados para estimar las necesidades nutricionales de las vacas lecheras
no tienen en cuenta las necesidades nutricionales del feto hasta alcanzar 190 dias de vida fetal
(Bach, 2012).

Ante esta situacion, nos planteamos la hipétesis de que los individuos cuyo desarrollo
fetal se produjo durante la lactancia materna puedan tener diferente programacion prenatal que
los concebidas en la ausencia de la lactancia, y esto puede afectar su rendimiento y expresion
fenotipica en su vida productiva adulta. Ademas, puesto que hay una gran variabilidad en la
produccién de leche en ganado Holstein, que van desde los 5.000 a 14.000 kg de leche por
lactacion, seria de esperar que la programaciéon prenatal de individuos concebidos en vacas de
alta produccion, y por lo tanto dentro de un escenario metabdlico mas desfavorable, sea
diferente a la de aquellos animales gestados durante una lactacién con menores niveles de
produccion de leche (Banos et al., 2007; Berry et al., 2008).

Asi, el objetivo del presente estudio ha sido determinar el impacto sobre el rendimiento adulto
(productividad, vida util y la eficiencia metabdlica) de la coexistencia de la embriogénesis con la
lactacion.

MATERIAL Y METODOS
Se usaron datos productivos de 40.065 primeras lactaciones proporcionados por las

asociaciones regionales del Pais Vasco, Girona y Navarra con un total de 131.308 animales en
el pedigri. Se estudid el efecto de la presencia o ausencia de lactacion sobre diferentes

-505 -



caracteres de la progenie: kg leche en primera lactacion; ratio de grasa y proteina (F/P) y
longevidad funcional. Los fenotipos fueron previamente ajustados por aquellos efectos
ambientales y genéticos que se incluyen en los modelos de evaluacién genética (edad al parto,
region-afo de parto, rebafio-afio de parto, dias en lactacion y efecto aditivo genético. En el
caso de longevidad funcional, los dias en lactacion se corrigieron ademas por los kg de leche
producidos en primera lactacién. Los residuos resultantes de estos modelos fueron utilizados
como variable dependiente para analizar el efecto del los efectos mencionados aplicando el
siguiente modelo:
v = 1TutmB+e,

siendo y el residuo procedente de las evaluaciones genéticas, 1 una media poblacional,
1 un vector de unos, m la matriz de incidencias del efecto ambiente materno entendido como la
concurrencia de la lactacion con la embriogénsis, B la estima de dicho efecto distribuido como
N(0.0%). v e los residuos distribuidos como N(0.6°) siendo o la varianza de efectos maternos
y o2 la varianza residual. Dicho modelo se analizé utilizando estadistica Bayesiana mediante el
algoritmo de cadenas de Markov.

RESULTADOS Y DISCUSION

La media posterior de los contrastes con respecto a la no concurrencia con la lactacion materna
(error de MonteCarlo, MCs.e., entre paréntesis) fueron -18 (0,01), -47 (0,02) y -91 (0,02) kg de
leche para la primera, segunda y tercera lactacién, respectivamente (Los intervalos de maxima
probabilidad de la distribuciones posteriores de estos contrastes no contuvieron a cero en
ninguno de los casos) Estas diferencias crecientes podrian ser debidas a un efecto de
acumulacién a través de las lactaciones, acumulado mutaciones desfavorables en la linea
germinal, y / o una mayor cantidad de marcas epigenéticas (que se transmiten al embrién) se
acumula en las vacas mas viejas.

En relacién a la vida productiva, las vacas que fueron concebidas en novillas no lactantes
mostraron una mayor eficacia para evitar el desecho involuntario que aquellas gestadas
durante la lactacion materna. En este caso, las estimas de las medias posteriores de los
contrastes fueron 23 (0,003), 15 (0,003) y 9 (0,005) dias mas en lactacion para las vacas
gestadas en madres no lactantes en comparacion con las gestadas en animales de primera,
segunda y tercera o posterior lactacion, respectivamente. Ademas, las hembras que fueron
concebidas en madres no lactantes vivieron mas que las concebidas durante la primera,
segunda y tercera o subsiguientes lactaciones con probabilidades igual a 1, 0,995 y 0,90,
respectivamente.

Las distribuciones posteriores de los contrastes para la relacion grasa proteina (GP) en leche
resultaron en medias posteriores entre 0,1 y 0,8% para aquellas vacas gestadas durante la
lactaciéon materna, sin mostrar una tendencia clara en funcién del nivel de produccién materno.
Las distribuciones posteriores no contuvieron al cero con una probabilidad mayor de 0,999 en
todos los casos. Mayores ratios de GP se asocian con una eficiencia metabdlica insuficiente y
con problemas metabdlicos como la cetosis (Kossaibati y Esslemont (1997).

En general, estos resultados indican que la coincidencia de la gestacién durante la lactancia
ejerce un efecto sobre el feto, con un grado probable de programacién celular, causando
efectos a largo plazo sobre el rendimiento lechera y la eficiencia metabdlica de las crias,
afectando esto a su longevidad.

Los autores son conscientes de que aunque los resultados obtenidos son compatibles con la
existencia de posibles modificaciones genéticas o epigenéticas que pueden darse en el feto y
que pueden estar relacionadas con el aumento de edad de la vaca, este estudio no proporciona
evidencia directa de las mismas por lo que es evidente la necesidad de mas estudios para
abordar esta hipotesis realizando analisis de metilacion en ADN.
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INFLUENCE OF LACTATION ON THE EMBRYO: MATERNAL EFFECT OR
EPIGENETICS?

ABSTRACT: Epigenetic regulation in mammals begins in the first stages of embryogenesis.
This prenatal programming overlaps with lactation in dairy cattle, and determines in part,
phenotype expression in adult life. The transgenerational effect when embryo development
coincides with maternal lactation was analyzed. Longitudinal phenotypic data for milk yield (kg),
ratio of fat-protein content in milk during first lactation, and lifespan (d) from 40,065 cows were
adjusted for environmental and genetic effects using a Bayesian framework. Then, the effect of
different maternal circumstances was determined on the residuals. The maternal-related
circumstances were 1) presence of lactation, 2) maternal milk yield level, and 3) occurrence of
mastitis during embryogenesis.
Females born to mothers that were lactating while pregnant produced between 18 and 91 kg
less milk (depending on parity number of the mother) and their lifespan was between 23 and 9
days shorter than those born to nulliparous cows. Similar results were obtained for milk fat to
protein ratio, which was analyzed as a metabolic efficiency indicator.
Our data provide evidence of a trans-generational effect when pregnancy and lactation coincide,
and its potential epigenetic origin should be further studied using DNA methylation data.

Keywords: epigenetics, trans-generational effect, energy balance
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INTRODUCCION

El grado de parentesco entre dos individuos mide la proporcién del genoma que es idéntico
por descendencia y se infiere a partir de la informacion genealégica. El parentesco es una
probabilidad invariable para una determinada relaciéon genealogica. Sin embargo, existe
variabilidad en su valor realizado como consecuencia del muestreo mendeliano y el
ligamiento. Por ejemplo, dependiendo de la suerte durante el muestreo, dos hermanos
completos pueden compartir los dos alelos, uno o incluso ninguno, mientras que un padre y
un hijo, en ausencia de consanguinidad, siempre comparten uno y solo uno. Ya se han
publicado férmulas para calcular los momentos de algunos tipos de parentescos (Hill y Weir,
2011; Hill & Weir, 2012) pero no una férmula general.

Para un locus, el parentesco entre dos individuos es la probabilidad de que dos alelos
escogidos al azar, uno por individuo, sean identicos por descendencia. El coeficiente de
fraternidad se define como la probabilidad de que los genotipos de dos individuos (ambos
alelos) sean idénticos por descendencia en un cierto locus. El parentesco y la fraternidad
realizados son los valores equivalentes observados en cada individuo.

En este trabajo se presenta un método sencillo para calcular varianzas y covarianzas entre
parentescos y fraternidades realizadas.

MATERIAL Y METODOS
En esta seccién mostramos como obtener las varianzas y covarianzas buscadas a partir de
los estados de identidad (Harris, 1964; Gillois, 1964) que se suelen calcular a partir de los
coeficientes de parentesco generalizados (Karigl, 1981). Estos estados son bien conocidos y
se presentan en la figura 1.

Cada estado indica las relaciones de identidad por descendencia de las cuatro copias
después de la segregacion acontecida en los padres de ambos individuos, es decir, es una
descripcion exhaustiva de todos los posibles estados de identidad realizada. Los estados S,
se presentan en cada pareja con una probabilidad A;. Estas probabilidades pueden
obtenerse a partir de la relacion genealdgica de ambos individuos (Karigl, 1981). Por
ejemplo, dos hermanos completos no consanguineos solo pueden estar en tres estados:
A, =0.25, A;=0.5y Ay =0.25, en cambio, todas las parejas padre-hijo estan en el estado
S; con una probabilidad Ag =1. Ambos parentescos son igual a 0.5 pero por motivos
diferentes y con variabilidad realizada diferente.

En general, las 9 probabilidades que caracterizan una relacién son parametros de una
distribucion categoérica (caso particular de la distribucion multinomial con una sola
observacion) y el estado de identidad realizado es un valor muestreado de esta distribucion.

Si en la notacion usamos corchetes de lverson, los momentos de esta distribuciéon
categorica son:

£li-4)-s.

Var([i = k]) = A(1-4) (1)
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Cov([i=K}[j=m])=-Aca,

wn

donde “i=k” significa que el evento “i” esta en el estado “k”. En la notacion de Iverson [i = k]

es 1 si el evento “” esta en el estado “k” y 0 en caso contrario. El parentesco de dos
individuos, ¢;, puede expresarse a partir de los coeficientes de identidad con la siguiente

expresion.
1 1
& = +§(A3 +Ag+ A7)+ZA8

La varianza del parentesco se calcula tomando varianzas en la expresion anterior y usando
la formula (1). Tras un poco de algebra (Garcia-Cortés et al., 2013) se puede demostrar que

var(g;) = SWEA - SWA SWA,

donde w; es cada elemento del vector (1 0 05 0 05 0 05 0,25 0). Esta expresion
tiene una interpretacion muy sencilla usando los parentescos generalizados de Karigl (1981)

var(g;) = 9y ~ 939y

donde ¢;; es el parentesco “de doble pareja”. Los detalles acerca de su significado e
interpretacion pueden consultarse en Karigl (1981).

Esta ultima féormula se puede extender para la covarianza entre dos coeficientes de
parentesco de esta forma

COV(¢U,¢M) = ¢ij,kl - ¢ij¢kl

También puede extenderse para en calculo de la varianza de la fraternidad sencillamente
modificando los valores de w;, que en este caso serian (1 000O0O0OT1TO O).

RESULTADOS y DISCUSION
A modo de ejemplo, calcularemos la relacion entre de Dash 2° y Moll 3°, probablemente los
dos perros mas relevantes en la fundacion de la raza Setter inglés (Laverack, 1872). Su
parentesco es el producto de sucesivos cruces entre hermanos completos que, al estar
finalmente cruzados con una linea colateral, presenta los 9 coeficientes de identidad
distintos de cero. Esta genealogia puede encontrarse en Laverack (1872) o Garcia-Cortés et
al (2013).

De Dash 2° y Moll 3° se calcul6 la varianza del parentesco usando
W=(1 0 005 0 05 0 0,5 0,25 O), también se calculd la varianza de la fraternidad
usando W=(1 00O0OOT1TDO0 O), la de la consanguinidad de Dash 2° usando
W=(1 171710000 O) y la varianza de la consanguinidad de Moll 3° usando

W=(1 17001100 O). Los resultados se contrastaron con los obtenidos usando
una simulacion por goteo de genes.

En la Tabla 1 se presentan los cuatro coeficientes (parentesco, fraternidad y las dos
consanguinidades) y sus correspondientes varianzas realizadas sobre un locus. Los
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resultados son similares a los obtenidos a partir de un algoritmo de goteo de genes
convencional.

Es algo bien conocido que la consanguinidad de un individuo es igual al parentesco entre los
padres, pero al considerar valores realizados, soélo las esperanzas coinciden, siendo la
varianza de la consanguinidad mayor que la varianza del parentesco. Por ejemplo, la
varianza del parentesco entre Cora 2° y Sting, padres de Dash 2°, fue de 0.0922, mucho
menor que el valor 0.2451 presentado en las tabla 1. Esto se debe a que la consanguinidad
de Dash 2° podria considerarse el parentesco entre los padres “realizado” y por tanto
acumulando mas variacion. El procedimiento presentado puede extenderse a modelos con
mas de un locus usando una distribucién multinomial en la ecuacion 1, es decir, dividiendo
las varianzas por el nimero efectivo de loci (Goddard, 2009).
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Tabla 1. Relaciones exactas entre Dash 2° y Moll 3° y sus correspondientes estimaciones
usando goteo de genes (100000 muestras).

Método exacto Goteo de genes
Media Varianza Media Varianza
Parentesco 0.5371 0.0810 0.5367 0.0811
Fraternidad 0.4194 0.2435 0.4169 0.2431
Consanguinidad Dash 2° 0.4297 0.2451 0.4309 0.2452
Consanguinidad Moll 3° 0.4844 0.2498 0.4845 0.2497

Figura 1. Los nueve estados de identidad por descendencia (las lineas marcan identidad).
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VARIANCE AND COVARIANCE OF KINSHIP AT ONE LOCUS

ABSTRACT: The relationship between pairs of individuals is an important topic in many
areas of population and quantitative genetics. It is usually measured as the proportion of the
genome identical by descent shared by the pair and it can be inferred from pedigree
information. But there is a variance in actual relationships as a consequence of Mendelian
sampling, whose general formula has not been developed. The goal of this work is to
develop this general formula for the one-locus situation. We provide simple expressions for
the variances and covariances of all actual relationships in an arbitrary complex pedigree.
The proposed method relies on the use of the nine identity. Formulas have been checked by
computer simulation.

Keywords: Identity coefficients, coancestry, kinship, fraternity
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INTRODUCCION

La forma tradicional de calcular la consanguinidad individual en poblaciones con genealogia
conocida ha sido el coeficiente de consanguinidad, definido como la probabilidad de que dos
alelos homologos sean idénticos por descendencia. En muchas poblaciones de animales
domésticos, especialmente en aquellas manejadas en sistemas extensivos, el registro
genealdgico es inexistente o incompleto. En este caso, se han propuesto como alternativa
diversas medidas de homocigosidad basadas en multiples marcadores genéticos, aunque su
utilidad depende de la dispersién de la consanguinidad genealégica individual en cada
poblacién (Pemberton, 2004). Recientemente esta opcién se ha reforzado por la
disponibilidad de plataformas de genotipado masivo de SNPs (Ramos et al., 2009). La
obtencion de miles de genotipos permite asimismo la deteccion de tramos de homocigosidad
(ROH) que algunos autores consideran especialmente adecuados para la estimacion de la
homocigosidad a nivel del genoma y de la depresién consanguinea (Keller et al., 2011). El
objetivo de este estudio fue comparar, en un escenario de moderada dispersién de la
consanguinidad, el clasico coeficiente de consanguinidad (Fpep) con dos medidas basadas
respectivamente en la homocigosidad molecular (FyoL) ¥y en la proporcién de tramos de
homocigosidad (Fron).

MATERIAL Y METODOS

Animales y Genotipos. Se genotiparon, mediante el Porcine SNP60 BeadChip (lllumina,
San Diego, CA, USA), muestras de ADN de 217 reproductoras Ibéricas de la estirpe
Torbiscal, que incluyen: a) un grupo C1 de 54 cerdas nacidas entre 1994 y 1998 con un
numero medio equivalente de generaciones discretas de 21,04 (SD=0,57) y una
consanguinidad media 0,145 (SD=0,005), b) un grupo contemporaneo S de 54 cerdas
pertenecientes a un experimento de selecciéon con 22,72 (SD =0,78) generaciones y
consanguinidad media 0,213 (SD=0,019), y ¢) un grupo C2 de 109 cerdas nacidas de 2004 a
2010, con 26,13 (SD=0,74) generaciones y consanguinidad 0,175 (SD=0,023). Tras pasar el
control de calidad estandar, descartar los SNPs que presentaban un MAF<0.05 y los no
mapeados en autosomas segun Sscrofa 10.2, el numero de SNPs autosomicos utilizados
fue de 26.646.

Analisis de datos. Los coeficientes Fpep se calcularon a partir de un pedigree completo con
2.663 trios animal-padre-madre. Los valores de FyoL se calcularon, para el genoma y para
cada uno de los 18 autosomas, como la proporcion de SNPs en homozigosis. Los ROHs
individuales fueron identificados utilizando el programa PLINK (Purcel et al., 2007),
estableciendo un tamafio minimo de ROH de 30 SNPs, densidad minima de 1SNP/100 kb,
distancia maxima entre SNPs de 1Mb y permitiendo un maximo de dos genotipos faltantes y
un heterocigoto. A partir de los tramos ROH identificados se calcularon los valores de Fron
para cada uno de los autosomas y para el genoma completo. Las correlaciones esperadas
entre Fpep Y FuwoL se calcularon a partir de la formula propuesta por Slate et al. (2004)
utilizando el numero total (n) o el nimero efectivo (Keff) de SNPs independientes (Moskvina
y Schmidt, 2008). Los valores de desequilibrio de ligamiento entre marcadores se calcularon
mediante el programa Haploview (Barret el al., 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION
El fuerte desequilibrio presente en las poblaciones de ganado hace que el numero efectivo
de SNPs independientes (Keff) sea sensiblemente inferior al de SNPs genotipados. Ello
reduce la magnitud de la correlacién esperada entre Fpep ¥ FuoL, aunque estos valores
exceden ampliamente las correlaciones observadas (Tabla 1). Pese a la moderada
correlaciéon observada entre Fpep ¥ FuoL, con los dos parametros se obtuvieron similares
tasas de endogamia y censos efectivos por generacion en los animales pertenecientes al
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programa de conservacion de la estirpe (animales C1+C2): AFpgp - 0,0075 y AFyoL = 0,0073,
siendo los respectivos tamarios efectivos 66,4 y 67,8. Los correspondientes valores en el
grupo S de seleccién experimental fueron AFpep-0,0192 y AFyoL = 0,0235, y los respectivos
tamarios efectivos 26,1y 21,3.

Tabla 1. Desequilibrio de ligamiento (LD), correlaciones predichas entre el coeficiente
genealbgico y el molecular calculadas para el numero total (n) y numero efectivo (Keff) de
SNPs, asi como las observadas utilizando los coeficientes moleculares Fyo._scc ¥ Fron_scc ,
para las 217 cerdas Torbiscal en los 18 autosomas y en el genoma.

SSC SNPs LD Pred r(Fpep,FvoL_scc) r Observadas
n Keff <1Mb n SNPs Keff FPEDvFMOLfsCC FPED‘FROHfsCC
Genoma 26.646 16.359 0,177 0,968 0,950 0,679 0,685
1 3.222 1.669 0,199 0,808 0,703 0,224 0,261
2 1.492 718 0,207 0,669 0,529 0,327 0,215
3 1.579 1.014 0,166 0,693 0,610 0,161 0,255
4 1.891 1132 0,174 0,719 0,625 0,117 0,128
5 1.237 797 0,168 0,649 0,565 0,192 0,147
6 1.544 889 0,182 0,665 0,560 0,245 0,277
7 1.745 1.054 0,179 0,715 0,622 0,276 0,283
8 1.523 864 0,182 0,666 0,558 0,192 0,342
9 1.803 1120 0,168 0,717 0,630 0,368 0,417
10 928 657 0,157 0,593 0,527 0,161 0,146
11 1.026 665 0,159 0,604 0,521 0,213 0,192
12 724 509 0,135 0,542 0,476 0,098 0,131
13 1.983 1.056 0,211 0,734 0,619 0,209 0,323
14 1.697 892 0,197 0,704 0,584 0,208 0,229
15 1.550 845 0,191 0,670 0,555 0,409 0,429
16 1.009 619 0,166 0,590 0,497 0,331 0,286
17 828 525 0,164 0,563 0,477 0,137 0,147
18 865 560 0,174 0,567 0,484 0,168 0,135

A nivel cromosomico las discrepancias entre las correlaciones predichas y observadas son
aun mayores. Las correlaciones entre Fpep ¥ Fron tienen valores analogos o ligeramente
superiores a las obtenidas entre Fpep Y FuoL para 12 de los 18 autosomas y para el conjunto
del genoma analizado. El empleo de los valores de Fron podria ser interesante en futuros
estudios de depresién consanguinea a nivel cromosémico.

En ausencia de teoria sobre esta medida de consanguinidad parece conveniente examinar
algunas de sus caracteristicas. Diversos trabajos han indicado que la consanguinidad
reciente genera ROHs grandes (Kirin et al., 2010). EI nimero medio de ROHs pequefios
(<5Mb), medianos (5-10Mb) y grandes (>10Mb) en los tres grupos de cerdas aparece
reflejado en la Figura 1a. No se aprecian diferencias entre los tres grupos para los ROHs de
pequefio tamafo, mientras si se observa una mayor proporcidon en los grupos mas
consanguineos (C2 y S) de ROHs medianos y grandes, especialmente clara para estos
ultimos. En vista de la relacion entre consanguinidad genealdgica y tamafio de ROHs, se
calcularon las correlaciones entre Fpep Y Fron, para ROHs >5Mb y >10Mb, con valores
respectivos de 0,685 y 0,671. Los valores de correlacion mostrados en la Tabla 1
corresponden a las obtenidas con el primer criterio (>5Mb).

Bosse et al. (2012) han analizado la distribucion de los ROH a lo largo del genoma en
jabalies y diversas razas de cerdos domésticos. Para ello estandarizaron la longitud de
todos los cromosomas calculando en cada posicion relativa las proporciones de los ROH de
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distintos tamafios. Nuestros resultados (Figura 1b) confirman la disminucion del tamafio de
los ROH en los extremos cromosoémicos atribuible a la mayor tasa de recombinacién en los
mismos (Mufioz et al.,, 2012). Las distribuciones de los ROHs agrupados por tamafio
presentan, en cerdos ibéricos, un patrén intermedio entre los jabalies europeos y las razas
de cerdos europeas intensamente seleccionadas.

-------- <5Mb ---=-5-10Mb >10Mb
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Figura1 a). Numero medio de ROHs en las tres clases establecidas (<6Mb, 5- 10Mb y
>10Mb) en los grupos C1, C2 y S, b) Distribuciéon de los ROHs en funcion de su posicién
cromosoémica
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OLD AND NEW WAYS FOR MEASURING INBREEDING

ABSTRACT:

Traditional inbreeding measures have been calculated using pedigree information. However,
when genealogy is not available, several alternative inbreeding metrics based on multiple
markers have been proposed. The emergence of the high throughput SNP genotyping
platforms reinforces this option, although its usefulness depends on the genealogical
inbreeding dispersion. In the present analysis of inbreeding of 217 Iberian sows of the
Torbiscal strain, we have calculated old and new SNP-derived inbreeding metrics from the
pedigree (Feep), the homozygosity of 26,646 typed SNPs (FuoL) and runs of homozigosity
(Fron) identified in the same genotypes. Although the results showed a moderate correlation
between Fpgp and FyoL (0.679), similar inbreeding rates per generation and effective
population sizes were estimated from pedigree and molecular metrics. A slighty greater
correlation between Fpep and Fron (0.685) was observed. The detailed examination of ROH
sizes showed a higher proportion of medium and large ROHs in the most inbred animals.
Besides, the distributions across chromosome positions of ROHs grouped by size confirmed
the negative effect on the ROH size of the high recombination rates in the telomeres. The
pattern of these distributions in this Iberian pig strain is intermediate between those of
European wild boars and of strongly selected domestic breeds.

Keywords: Iberian pig, inbreeding, ROH
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ESTUDIO INICIAL DE LA ESTRUCTURA GENETICA DEL CONEJO IBICENCO A
PARTIR DE INFORMACION GENEALOGICA
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Alvarez, M2, Lorenzo, P.L.2, Gutiérrez, J.P.?
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INTRODUCCION

La necesidad de impedir la desaparicion de las razas locales, minoritarias o en peligro de
extincion ha sido un argumento constante de las agencias internacionales de agricultura,
cientificos individuales y entusiastas de las razas autdctonas (Alderson, 1978). El conejo
ibicenco es un animal de origen incierto, descrito desde hace siglos en la isla de Ibiza,
con elevada rusticidad que le ha permitido sobrevivir en las granjas pitiusas a la
introduccion de otras razas comercialmente mas interesantes. Su capa presenta la
peculiaridad de tener fijado el gen Dutch que se caracteriza por presentar un collar
blanco, perfil de la cabeza, hocico y extremos de las patas de color blanco. El resto de la
capa puede ser negro, gris 0 marrén con matices de intensidad. La Asociacion de
Criadores de conejo ibicenco pretende impulsar la raza comenzando por su
caracterizacién en busca de que sea admitida en el catdlogo nacional de razas
autéctonas. Como un primer paso, el objetivo de este trabajo fue analizar la estructura
genética de esta poblacion a partir de la informacion de su Libro Genealégico.

MATERIAL Y METODOS
Se ha utilizado la informacion del Libro Genealdgico proporcionado por la Asociacion
de criadores, con todos los individuos registrados hasta noviembre de 2011.
Los valores que se presentan aqui corresponden a 55 animales nacidos entre el 1 de
diciembre de 2009 y el 7 de noviembre de 2011. En la base de datos analizada se
encontraron 17, 22 y 16 animales de los colores respectivamente gris, marrdn y negro,
de los cuales 15 eran machos y 40 hembras, figurando 28 vivos.
Se ha analizado la genealogia para establecer parametros relacionados con la estructura
poblacional: intervalo generacional, definido como la edad media de los padres cuando
nacen sus descendientes que luego seran reproductores (James, 1977), coeficiente de
consanguinidad y tamafos efectivos o N, (Falconer y Mackay, 1996), mediante los
tamanos efectivos realizados obtenidos a partir de incrementos de consanguinidad
(Gutiérrez et al., 2009) y de coascendencias (Cervantes et al., 2011), tamafo efectivo de
fundadores (Lacy, 1989), de ancestros (Boichard et al., 1997), numero efectivo de
genomas fundadores (Ballou y Lacy, 1995).
Para todos los célculos se definié como poblacién de referencia la compuesta por los 28
animales vivos. Se utiliz6 el programa ENDOG v4.8 (Gutiérrez y Goyache, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

El Intervalo Generacional (Tabla 1) fue de 8 meses, lo que en principio permitiria llevar
a cabo 3 generaciones en 2 afnos. Si se incluye a todos los animales
independientemente de que hayan sido padres, la edad media al nacer sus
descendientes fue de 9 meses, lo que sugiere que la reposicidon esta realizandose de
forma mas acelerada al intervalo generacional por azar. La via progenitor-hembra fue
mayor que la via progenitor-macho, lo que muestra un interés superior en reponer los
machos.

El nimero medio de generaciones equivalentes completas (Maignel et al., 1996) fue
de 1,82 para los animales nacidos en la poblacion de referencia, lo que supone aun
una elevada laguna en el conocimiento de pedigri.

Los valores medios de consanguinidad y de relacion media para la poblaciéon de
referencia fueron de 8,0% y 18,8%, respectivamente, valores muy elevados para el
bajo conocimiento de pedigri que hay disponible. Bajo apareamiento aleatorio el valor
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de consanguinidad debe ser similar a la mitad del coeficiente de relacion media, cosa
que se cumple en este caso, mostrando que no existe una especial tendencia a cruzar
individuos emparentados. Si analizamos el porcentaje de apareamientos altamente
consanguineos a lo largo de la historia de la raza tenemos que el 14,55% de lo
apareamientos se ha dado entre medios hermanos y el 7,27% entre padre e hijos.

El tamano efectivo realizado basado en incrementos de consanguinidad individual, por
estar basado en incrementos de consanguinidad individual reales, refleja todos los
fendmenos ocurridos en cada individuo de la poblacion, como el solapamiento
generacional, la seleccion y la subdivision que pueda existir. Muestra por lo tanto las
consecuencias de la politica de apareamientos llevada a cabo, de los posibles cuellos
de botella y del tamafo de la poblacion base, todos ellos, factores que se reflejan en
las genealogias (Cervantes et al., 2008; Gutiérrez et al., 2008; Gutiérrez et al., 2009).
Este parametro resulté ser 6,13 £ 2,02 utilizando los incrementos individuales de
consanguinidad, valor extremadamente inferior al umbral marcado en la bibliografia
para clasificar una raza en peligro (Meuwissen, 2009). El tamano efectivo basado en
incrementos en coascendencias, que informa del tamafo efectivo de la poblacion si
hubiera apareamiento aleatorio (Cervantes et al., 2011), resultd6 ser de magnitud
similar (8,45 + 1,25). El cociente entre ambos presenta un valor de 1,38 lo que indica
una cierta tendencia a apareamientos consanguineos debido al intento de mantener
las tres capas de la raza de forma independiente. En cualquier caso partimos de un
valor de N, enormemente reducido para conservar esta poblacion.

Otras aproximaciones llevadas a cabo en la base de datos fueron: en funciéon de la
varianza del nimero de descendientes distinguiendo entre sexos en padres e hijos
(Hill, 1979): 3,2 para padres nacidos en 2009 y 5,6 para los nacidos en 2010; en
funcién de la regresion de F sobre generacion equivalente (Gutiérrez y Goyache,
2005): 3,9; en funcién de la regresion de F sobre fecha de nacimiento (Gutiérrez et al.,
2003): 7,9; en funcién de la regresion logaritmica de (1-F) sobre generacion (Pérez-
Enciso, 1995): 3,6; en funcién de la regresion logaritmica de (1-F) sobre fecha de
nacimiento: 6,8. Reuniendo todos los valores de N, obtenidos se observa que en todos
los casos los valores estan entre 3,2 y 8,5. En nuestro conocimiento no existe ninguna
poblacion viva con un censo efectivo tan reducido. Dado que la raza aun no esta
oficialmente reconocida dentro del catalogo nacional de razas autéctonas, urge la
inscripcién de mas animales procedentes de diversos criadores en el Libro Auxiliar.

En cuanto a los parametros que determinan la probabilidad de origen de los genes, el
numero total de fundadores y de ancestros que explicarian el 100% de la variabilidad
genética existente en la raza fue de 8 en ambos casos, mostrando que en un pedigri
de tan escasa profundidad como el presente, no se han producido cuellos de botella.
El estudio de la probabilidad de origen de los genes se resume en 3 parametros: el
nimero efectivo de fundadores (f,), nimero efectivo de ancestros (f;) y numero
efectivo de genomas fundadores (f,). Todos ellos fueron iguales a 6, reflejando que la
baja profundidad de pedigri no permite hacer distinciones entre las pérdidas de
variabilidad originadas por el desigual equilibrio en el uso de los fundadores, los
cuellos de botella, u otras causas de pérdida de variabilidad genética. Sin embargo,
parece haber habido un uso preferente de algunos fundadores ya que el ndimero
efectivo fue de 6, inferior al nimero total de 8, cosa que también se observa en el
numero de ancestros que determinan el 50% de la variabilidad que se reduce a 2. Al
igual que con el tamano efectivo de reproductores, no conocemos poblaciéon con un
valor tan reducido de estos parametros, confirmando la conclusion previa sobre la
necesidad de incrementar el censo mediante la inscripcién de animales en el Libro
Auxiliar.
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Tabla 1. Intervalos generacionales (en afos) y edad de los padres a las que
nacen sus hijos en las cuatro vias.

TIPO N Intervalo + desv. est. N  Edad Padres + desv. est.
Padre-Hijo 4 0.6721 £ 0.1010 6 0.6457 £ 0.0798
Padre-Hija 6 0.7652 + 0.0958 19 0.8875 + 0.1305
Madre-Hijo 4 0.4832 + 0.0761 6 0.5389 + 0.0844
Madre-Hija 6 0.7000 + 0.1445 19 0.6922 + 0.0860
TOTAL 20 0.6706 £ 0.0511 50 0.7425 £ 0.0394

INITIAL STUDY OF GENETIC STRUCTURE OF IBIZA RABBIT FROM
GENEALOGICAL INFORMATION

ABSTRACT: We analyzed the studbook of the “ibicenco” rabbit breed to study its genetic
structure. The generation length was eight months. The average number of equivalent
complete generations was 1.8 with a mean inbreeding coefficient of 8% and a mean
average relatedness coefficient of 18.8%, showing shallow pedigree and high level of
inbreeding. The effective population size, the effective number of founders and ancestors,
and the founder genome equivalent turned out to be 6, a stable number from the
foundation that reveals the need to increase the population census.

Keywords: population structure, effective population size, ibicenco rabbit, inbreeding
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DIFERENCIAS EN LA ACTIVIDAD DESATURASA Y ELONGASA ENTRE TEJIDOS Y
GENOTIPOS DE CERDOS DUROC
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INTRODUCCION

La composicion de la grasa, y en particular el de contenido de acido oleico, tiene cada vez
mas importancia en la calidad de la carne, ya que los acidos grasos influencian aspectos
tecnolégicos como son la dureza, la vida util y el sabor (Wood et al., 2003). Por su parte, el
acido oleico, es uno de los dos principales acidos grasos monoinsaturados que se
encuentran en los depositos de grasa (Ren et al., 2004) y ha sido correlacionado
positivamente con el sabor a carne de cerdo, la preferencia de sabor y la aceptabilidad
general (Cameron et al., 2000). Ros-Freixedes et al. (2012) demostraron que el contenido de
C18:1n-9 en musculo esta determinado genéticamente y que por tanto es posible mejorarlo
mediante seleccidn. Se conoce que en las rutas de sintesis de C18:1n-9 intervienen
enzimas desaturasas y elongasas cuya actividad puede variar entre tejidos y puede verse
influida por variantes estructurales de los genes que las codifican, siendo la enzima clave
que cataliza la biosintesis del acido oleico la estearoil-CoA desaturasa (Miyazaki y Ntambi,
2003). En este trabajo se presentan los resultados de un experimento disefiado para
comprobar si existen diferencias en la actividad desaturasa (SCD) y elongasa (E) entre
tejidos y genotipos para el gen SCD en cerdos Duroc.

MATERIAL Y METODOS

En el experimento se utilizaron 48 cerdos castrados Duroc, nacidos de los apareamientos
entre 19 machos y 48 hembras. Todos ellos fueron criados en 3 lotes de forma similar a la
indicada en Ros-Freixedes et al (2012). A los 205 dias de edad, se sacrificaron en un
matadero comercial, donde de cada uno de ellos se recogié una muestra de los musculos
gluteo medio (GM) y semimembranoso (SM), de grasa subcutanea (GS), entre la tercera y
cuarta Ultimas costillas, y de higado (H). Las muestras de SM, GS y H se recolectaron
inmediatamente después del sacrificio y se conservaron en nitrogeno liquido mientras que
las de GM se tomaron después de refrigerarse la canal a 2°C durante 24 horas. Una vez
descongeladas, las muestras se liofilizaron y pulverizaron. Una alicuota representativa de
cada una de ellas se utiliz6 para determinar por duplicado su composicién en &cidos grasos
segun Bosch et al. (2009), a la vez que se empled una modificacion del método para
cuantificar C18:1n-7. Las 192 muestras se distribuyeron en un disefio factorial de 4 tejidos x
3 genotipos. En la Tabla 1 se indica el porcentaje medio, respecto al total de acidos grasos
determinados, de los acidos grasos considerados en este trabajo.

Tabla 1. Numero de cerdos y porcentaje medio (desviacion tipica) de los acidos grasos
considerados en este trabajo segun tejido

Acido graso % Gliteo medio  Semimembranoso  Grasa subcutanea Higado
n 48 48 48 48
C16:0 24.60 (0.84) 22.44 (1.03) 22.41 (1.21) 18.81 (2.25)
C16:1n-7 3.56 (0.45) 3.53 (0.49) 2.13(0.29) 1.34 (0.46)
C18:0 11.61 (0.95) 10.68 (0.84) 11.66 (1.04) 20.88 (3.56)
C18:1n-9 39.65 (1.33) 40.04 (2.57) 40.58 (2.66) 20.12 (4.70)
C18:1n-7 5.71 (0.62) 6.51 (0.59) 2.61 (2.03) 3.01 (0.60)

Con el contenido de los acidos grasos de la Tabla 1 se calcularon para cada cerdo y tejido
los indices SCD1=C16:1n-7/C16:0 y SCD2=C18:1n-9/C18:0, como indicadores de la
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actividad de la enzima estearoil-CoA desaturasa, asi como los E1=C18:0/C16:0 y
E2=C18:1n-7/C16:1n-7 como indicadores de la actividad elongasa. Paralelamente, se
extrajo una muestra de ADN de cada cerdo con el fin de genotiparlos segun el polimorfismo
AY487830:9.2281A>G descrito en la region promotora del gen SCD por Ros-Freixedes et al.
(2013) en estas jornadas.

Las diferencias entre tejidos y genotipos para los indices SCD1, SCD2, E1 y E2 se
analizaron mediante un modelo animal en el que se incluyeron como efectos fijos el lote
(lotes 1 a 3), el tejido (GM, SM, GS y H) y el genotipo (AA, AG y GG), mientras que como
efecto aleatorio se consider6 el animal. Los efectos del tejido y del genotipo se contrastaron
con la prueba de Kenward—Roger y la diferencia entre niveles dentro de factor con la prueba
de Tukey-HSD. Se obtuvieron también mediante el método REML las correlaciones
fenotipicas entre indices segun tejido. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el
paquete estadistico JMP 8 (SAS Institute Inc, Cary, NC).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se indican las diferencias entre indices segun tejido y genotipo. Los indices
desaturasa SCD1 y SCD2 son mayores en musculo, especialmente en SM, que en GS y H.
Este comportamiento diferenciado de la estearoil-CoA desaturasa es similar a lo observado
por Doran et al. (2006), quienes indicaron, que para una dieta reducida en proteina, la
expresion proteica de SCD aumentaba en el musculo de cerdo (longissimus thoracis et
lumborum) pero no en el tejido adiposo subcutaneo. En la poblacion a la que pertenecen los
cerdos utilizados en este experimento, la cual fue seleccionada para reducir el espesor de
grasa dorsal a grasa intramuscular constante, Canovas et al. (2009) reportaron una
disminucién significativa de la expresion proteica de SCD en tejido adiposo subcutaneo pero
no en musculo (SM), mientras que Mufoz et al. (2013) no encontraron un efecto significativo
de la seleccion genética en la expresion hepatica de SCD. Estos resultados confirman que la
proteina SCD se expresa de forma tejido-especifica. Por el contrario, la actividad elongasa
resulta mucho mayor en H y en GS, especialmente E2. El genotipo AA, en linea con los
resultados de Ros-Freixedes et al. (2013), presenta mayor actividad SCD, particularmente
evidente en SCD2. Por el contrario, no se observan diferencias entre genotipos para la
actividad elongasa.

Tabla 2. Medias minimo-cuadraticas (x error tipico) de la actividad desaturasa y elongasa
(x100) segun tejido y genotipo del promotor del gen SCD porcino

Indices
SCD1 SCD2 E1 E2

Tejido

SM 15.66 + 0.25° 377.91 + 5.49° 48.88 +2.49° 188.48 +6.17°

GM 14.38 +0.25° 344.14 + 5.49° 48.53 +2.49° 164.12 +6.17°

GS 9.45 + 0.25° 329.45 + 5.49° 53.30 + 2.49° 257.76 +6.17°
Higado 6.87 +0.25° 102.56 + 5.49° 116.09 + 2.49% 245.68 +6.17°

SNP g.2281A>G

AA 12.10 +0.25° 300.50 + 5.32° 67.30 + 1.98° 209.75 +5.91°

GA 11.68 + 0.25° 286.21 +5.32%° 64.80 +1.98% 209.59 + 5.91°

GG 10.99 +0.25° 278.82 +5.32° 64.80 + 1.98° 222,68 +5.91°

Indices SCD1 = C16:1n-7/C16:0, SCD2 = C18:1n-9/C18:0, E1 = C18:0/C16:0, E2 = C18:1n-7/C16:1n-7
2.5, ¢.d Dentro de una columna y factor, las medias con superindices distintos difieren significativamente (P<0.05)

La Tabla 3 refleja la correlacion fenotipica entre los indices desaturasa y elongasa segun
tejido. Los indices SCD1 y SCD2 se encuentran positivamente correlacionados en todos los
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tejidos, de la misma forma que lo estan E1 y E2. Por el contrario, las correlaciones entre los
indices SCD vy los E son negativas. Es interesante resaltar la correlacion desfavorable y alta
entre SCD2 y E1, ya que ello sugiere que un aumento de la actividad desaturasa en el paso
de acido estearico (C18:0) a oleico (C18:1n-9), podria verse limitada por la biosintesis del
estearico (C18:0) a partir de palmitico (C16:0).

Tabla 3. Correlacion fenotipica entre los indices desaturasa y elongasa segun tejido

Tejidos
Higado GM GS SM
indices
SCD2 SCD1 0.89* 0.49* 0.71* 0.44*
E1 SCD1 -0.88* -0.63* -0.89* -0.59*
E1 SCD2 -0.93" -0.877 -0.75* -0.74*

E2 scDi  -0.79*  -0.63*  -0.66*  -0.63*
E2 scD2  -0.71*  -0.45*  -0.09 0.2
E2 E1 0.78*  0.69*  0.59*  0.29
*(P<0.05)
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DESATURASE AND ELONGASE ACTIVITY ACROSS TISSUES AND GENOTYPES IN
DUROC PIGS

ABSTRACT: Fat content and composition, particularly oleic acid (C18:1n-9), are two aspects
that influence meat quality. The biosynthesis of C18:1n-9 depends on the estearoyl-CoA
desaturase (SCD) and elongase (E) enzymes. The aim of the present study was to
determine whether the activity of these enzymes differs across tissues and genotypes in
Duroc pigs. Genotypes were based on the AY487830:9.2281A>G polymorphism of the SCD
gene. The SCD related-ratios {SCD1=C16:1n-7/C16:0; SCD2=C18:1n-9/C18:0} were greater
in muscle than in subcutaneous fat and liver, confirming that SCD activity is tissue-specific.
The elongase ratios {E1=C18:0/C16:0; E2=C18:1n-7/C16:1n-7} were greater in liver and
subcutaneous fat than in muscle. The AA genotype had higher activity for SCD but not for E.
The correlations between SCD ratios, as well as those between E ratios, were positive in all
tissues. By contrast, the correlations between SCD and E ratios were negative.

Keywords: intramuscular fat; fat composition; pigs; stearoyl-CoA desaturase
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INTRODUCCION
Las perilipinas (PLIN) son una familia de proteinas localizadas en la membrana de las

vacuolas lipidicas intracelulares (Greenberg et al., 1991). Los genes PLINT y PLIN2, como
miembros principales, ejercen un papel importante en la regulacion de la lipélisis permitiendo
o restringiendo el acceso de las lipasas al interior de las vacuolas lipidicas, donde se
almacenan los triglicéridos (Brasaemle et al., 2000). En la especie porcina, PLINTy PLIN2
se localizan en los cromosomas 7 (Tao et al., 2008) y 1 (Kim et al., 2005) respectivamente,
en regiones donde se han descrito QTLs con efecto sobre caracteres de crecimiento y de
calidad de la carne. Gandolfi et al. (2011) confirmaron que ambos genes se expresan en el
musculo esquelético del cerdo adulto. En un estudio previo, Davoli et al. (2010) observaron
en Duroc ltaliano que el polimorfismo sinénimo, situado en la regiéon 3'UTR
GU46131:9.98G>A de PLIN2 estaba asociado con caracteres de la canal. El objetivo del
presente trabajo ha sido explorar evidencias de asociacion de los polimorfismos
JN860199:9.173G>A, situado en el exon 2 de PLIN1, y GU46131:9.98G>A de PLIN2 con el
conjunto de caracteres productivos y de calidad de carne y grasa en una linea Duroc
diferenciada genéticamente.

MATERIAL Y METODOS
Material animal. Se han utilizado 268 machos castrados Duroc procedentes de 137 hembras

y 28 machos (Ros-Freixedes et al., 2012). A todos ellos se les control6 el peso (P) y la grasa
dorsal (GD) a los 120 y 205 dias de edad. La GD se midi6 mediante ultrasonidos (Piglog
105) a la altura de la dltima costilla, a unos 5 cm de la linea media. Durante la prueba los
cerdos se alimentaron ad libitum con dietas comerciales y se sacrificaron a los 210 dias de
edad. A todos ellos se les registré el peso (PC), grasa dorsal (GDC) y la longitud (LC) de la
canal, medida desde la primera costilla hasta el extremo anterior de la sinfisis pubiana, asi
como el porcentaje de magro (MC) estimado mediante un equipo AutoFOM. El peso de
magro de la canal (PMC) se estimé a partir de PC y MC. Después de 24 h a 2° C, se peso el
jamon izquierdo (PJ) y se extrajo una muestra representativa de los musculos gluteus
medius (GM) y longissimus dorsi (LM). En ambos musculos se determind el contenido de
grasa intramuscular (GIMGM y GIMLM, respectivamente) de acuerdo con la metodologia
descrita en Bosch et al (2009). El nimero de animales y caracteres analizado en este
experimento se detalla en la Tabla 1.

Genotipado. El ADN de estos animales fue extraido a partir de muestras de sangre mediante
un protocolo estandar. Se determiné el genotipo para dos SNP, uno en el gen PLINT y otro
en el PLIN2. El SNP JN860199:9.173G>A de PLIN1 fue genotipado mediante una PCR-
RFLP con la enzima Nialll, mientras que el SNP GU46131:9.98G>A de PLIN2, se genotipd
mediante qPCR a tiempo real (SYBR green), usando el analisis High Resolution Melt, del
instrumento Rotor gene 6000 (Corbett) (Davoli et al., 2010).

-520-



Tabla 1. Numero de cerdos, media y desviacion estandar (DT) de los caracteres analizados

Caracter’ n Media DT

P120d, kg 268 62.13 9.71
P205d, kg 268 123.96 9.66
PC, kg 265 94.06 7.56
GD120d, mm 268 11.41 3.03
GDC, mm 247 21.97 3.66
LC, cm 265 86.39 2.73
MC,% 247 44 .50 5.00
PMC, kg 247 41.60 4.96
PJ, kg 266 12.28 1.10

GIMGM, %ms 268 15.63 5.09
GIMLM, %ms 131 10.51 3.02
T Abreviaciones en el texto

Analisis de asociacion. Las diferencias entre genotipos se analizaron mediante metodologia
bayesiana utilizando un modelo animal que incluyd, como factores sistematicos, el genotipo
(3 niveles), el lote (3 niveles) y la covariable edad. Los efectos aditivo y dominante
asociados a cada genotipo se contrastaron reemplazando el efecto del genotipo por las
covariables X, y Xg, codificadas como (1, 0, -1) y (0, 1, 0) para el homocigoto mas frecuente,
el heterocigoto y el homocigoto menos frecuente, respectivamente. El modelo se resolvid
usando el programa TM (Legarra et al., 2008) y las muestras se derivaron de muestras
extraidas de la distribucion marginal posterior usando una cadena de 500,000 iteraciones,
descartando las 100,000 primeras y reteniendo una de cada 100. El célculo de los
estadisticos de la distribucion marginal se hizo mediante el paquete BOA (Smith, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION
La distribucion de los animales por genotipo se indica en la Tabla 2. El alelo A presenté una
frecuencia génica de 0.70 en PLINTy de 0.57 en PLINZ2, por lo que ambos SNP segregan en
la poblacién Duroc estudiada.

Tabla 2. Numero de cerdos (n) y frecuencia genotipica para PLINT y PLIN2

Frecuencia genotipica

Polimorfismo n AA AG GG
PLINT (JN860199:9.173G>A) 268 0.19 0.48 0.32
PLIN2 (GU46131:9.98G>A) 261 0.09 0.42 0.49

A pesar de que distintos estudios en humano y ratdn indican correlacién de PLINT con el
peso corporal (Qi et al., 2004;Tansey et al., 2001), los analisis llevados a cabo en el
presente trabajo no muestran evidencia de asociacién entre el SNP en PLINT y los
caracteres analizados (datos no mostrados). Sin embargo, si se encontraron asociaciones
entre el SNP de PLINZ2y los caracteres de crecimiento y de la calidad de la carne (Tabla 3).
En particular, el alelo A afectd favorablemente y de forma aditiva el peso vivo, aunque su
efecto fue menor con la edad (2.00, 1.62, y 1.37 kg, para P120d, P205d y PC,
respectivamente). De forma correlativa, el alelo A se asocia a un aumento de LC (0.56 cm),
PJ (0.13 kg) y PMC (0.90 kg). Estos resultados son consistentes con los encontrados para
este mismo SNP en una poblacion de Duroc Italiano (Davoli et al., 2010).
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Tabla 3 Efecto del SNP GU46131:9.98G>A de PLIN2 en los caracteres analizados.

Diferencias entre genotipos Efectos aditivo (a) y dominante (d)

Caracter'  AA-AG P(>0° AA-GG P(>0)° a P(>0)° d P(>0)°
P120d, kg 0.98 0.82 3.92 >0.99 200 >0.99 1.16 0.90
P205d, kg 0.18  0.56 3.43 0.98 1.62 095 1.16 0.81
PC, kg -0.41 0.38 2.55 0.94 1.27 0.94 1.61 0.92
GD120d, mm 0.14  0.67 0.63 0.95 0.31 095 0.12 0.67
GDC, mm -0.52  0.15 -0.59  0.17 -0.31 0.16  0.23 0.69
LC, cm 0.16  0.65 1.24  0.99 0.56 0.98 0.28 0.77
MC,% 0.01 0.51 1.17  0.88 0.69 0.91 0.76 0.87
PMC, kg 0.33 0.66 1.80 0.97 0.90 0.97 054 0.79
PJ, kg 0.17  0.87 0.26  0.91 0.13 0.98 -0.03 0.42
GIMGM, %ms  -0.42  0.06 -0.40  0.10 -0.20 0.10 0.24 0.86

GIMLM, %ms -1.17  <0.01 -0.57  0.04 -0.24 0.08 1.02 >0.99
' Abreviaciones en el texto. ? P>0: Probabilidad de que la diferencia sea mayor que cero.

Los efectos del SNP en PLIN2 no fueron tan evidentes sobre el contenido graso. En este
caso, si bien el alelo A incrementé GD120d (0.31 mm; P(>0)= 0.95) en G, no afect6 GDC
(-0.34 mm, P(>0)= 0.16). Este ultimo resultado podria explicar porque el alelo A tiende a
disminuir GIMGM (-0.20%; P(>0)= 0.10) y GIMLM (-0.24%; P(>0)= 0.08). Los resultados
obtenidos indican que el SNP de PLINZ podria ser un marcador util en Duroc para la mejora
de los caracteres de crecimiento y canal a edades jovenes.
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PERILIPIN-2 GENE POLYMORPHISM IS ASSOCIATED
TO BODY WEIGHT IN DUROC PIGS

ABSTRACT: Perilipin (PLIN) family members are located in the membrane of lipid droplets
and play a role regulating lipolysis. In this study a SNP in exon 2 of the PLINT gene
(GU461315:G.184G>A) and a SNP at the 3 UTR region of the PLIN2 gene
(GU461317:G.98G>A) were evaluated as candidates for an association analysis with growth
and carcass traits in pigs. A total of 268 pedigree-referenced Duroc barrows were genotyped.
No evidence of association was found for the SNP at PLINT but the SNP at PLIN2 proved to
be consistently associated to growth and carcass traits, predominantly at earlier ages. In
particular, allele A had a probability greater than 0.95 of having a positive additive effect on
live body weight (2.0 kg) and backfat thickness (0.31 mm), as well as on carcass lean growth
at 205d (0.90 kg) and ham weight (0.13 kg). By contrast, allele A is significantly associated to
decrease the intramuscular fat content, both in the gluteus medius and longissimus dorsi
muscles. Thus, It is concluded that the SNP GU461317:G.98G>A at PLIN2 can be a
potential useful marker for growth and carcass traits in Duroc.

Keywords: growth; meat quality; perilipin; pig.
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GRASA DORSAL EN UN CRUCE IBERICO X LANDRACE CON UN CHIP DE 144
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INTRODUCCION

El contenido y composicion de acidos grasos en porcino resulta un parametro de
creciente interés por su efecto sobre el rendimiento de la canal y la calidad de la carne.
En un cruce F2 Ibérico x Landrace se identificod (Clop et al., 2003) un QTL en el
cromosoma 8 porcino (SSC8) para el porcentaje de los acidos grasos palmitico y
palmitoleico y para la longitud media de los acidos grasos en grasa dorsal.
Recientemente, se ha realizado un andlisis de asociacion genémico (GWAS)
(Ramayo-Caldas et al., 2012) con los datos genotipicos del chip de 60 K SNPs de
lllumina y la composicién de acidos grasos en musculo (Longissimus dorsi) en 144
animales del retrocruce BC1_LD (25% Ibérico, 75% Landrace). Este estudio ha
permitido refinar la posicién del QTL del SSC8 e identificar el gen ELOVL6 como
potente candidato posicional y funcional. ELOVL6 esta implicado en la lipogénesis de
novo, actuando en la elongacion de acidos grasos saturados y monoinsaturados. Un
polimorfismo en la regién promotora de este gen (ELOVL6:c.-533C>T) esta asociado
con el porcentaje de palmitico y palmitoleico en musculo y tejido adiposo (Corominas
et al., 2013). Animales con un genotipo diferente para el polimorfismo ELOVL6:c.-
533C>T, mostraron diferencias de expresion del gen ELOVL6 en tejido adiposo, donde
una menor expresién del gen resultd en un mayor porcentaje de palmitico y
palmitoleico en musculo y tejido adiposo, en concordancia con la funcién del gen
(Corominas et al., 2013). El objetivo del presente trabajo es estudiar el QTL del SSC8
para la composicion de acidos grasos en grasa dorsal en la generacion F2 del cruce
IBMAP con un panel refinado de 144 SNPs informativos distribuidos a lo largo del
SSCs.

MATERIAL Y METODOS

Material animal y fenotipos: El material animal utilizado procede del cruce IBMAP,
generado por el cruce inicial de verracos Ibéricos Guadyerbas y cerdas Landrace
(Pérez-Enciso et al. 2000). Se analizaron un total de 470 animales F2 procedentes del
cruce de 6 machos y 67 hembras F1. En el estudio de asociacion se incluyeron los
datos de composicion de 20 acidos grasos en grasa dorsal, en el rango del C12:0 al
C22:0 (Clop et al., 2003). También se realizaron estudios de asociacion por familias de
medios hermanos paternos. Para el analisis se utilizaron 426 animales pertenecientes
a las 4 familias con mayor nimero de descendientes.

Genotipado y control de calidad. Se determiné el genotipo de un total de 144 SNPs
del SSC8 en 470 animales mediante la metodologia de GoldenGate en un chip
VeraCode (lllumina) donde se incluyeron 142 SNPs del Porcine SNP60K BeadChip
(lllumina) y 2 SNPs de genes candidatos: MTTP (Estellé et al., 2009) y FABPZ2 (Estellé
et al., 2009). Utilizando el programa Plink (Purcell et al., 2007), se actualizaron las
coordenadas gendmicas de los SNPs (Sscrofa10.2). Posteriormente, se eliminaron los
SNPs con problemas de asignacion de genotipos (cluster analysis de GenomeStudio,
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lllumina) y con una frecuencia del alelo minoritario (MAF) inferior al 5 %. Finalmente,
se obtuvieron un total de 133 SNPs informativos.

Modelo estadistico: El andlisis de asociacion fue realizado con la nueva versién del
programa Qxpak5 (Pérez-Enciso y Misztal, 2011). Todos los fenotipos fueron
analizados bajo el siguiente modelo:

Yijkm = Sexoi + Lotej + Be) + Ak + Mi+ €ijjikm

Donde yjjm € el valor fenotipico de cada individuo

Sexo;: sexo del individuo con 2 niveles i=1,2 (definido como efecto fijo)

Lotej: Lote del individuo con 5 niveles j=1, 2, 3, 4, 5 (definido como efecto fijo)
B3: Coeficiente de covariable

¢;: Peso de la canal de cada individuo

Ak corresponde al genotipo del SNP k para el individuo I, siendo A = -1(aa), 0 (Aa), +1
(AA)

ax: es el efecto aditivo de sustitucién alélica del SNP k

ur: Efecto infinitesimal que se distribuye como N(0, A ¢ 2))

A: Matriz de parentesco

o°.: varianza genética aditiva

Ciijlkm* residuo

Los p-valores obtenidos fueron corregidos utilizando la libreria de R g-value (Storey et
al., 2004) considerando significativos aquellos SNPs que mostraron un g-value < 0,05.
La version 2.15.2 de R (R Development Core Team, 2008) fue utilizada para calcular
los estadisticos descriptivos para los 20 caracteres analizados.

RESULTADOS Y DISCUSION

El primer objetivo fue disefiar un chip con aquellos SNPs que presentaban una
maxima informatividad, distribuidos uniformemente a lo largo del SSC8.
Posteriormente, se realizd un estudio de asociacion con 133 SNPs informativos y 470
animales F2. Se observaron asociaciones significativas en el 50% de los acidos grasos
estudiados (10/20) incluyendo los descritos previamente en grasa dorsal (Clop et al.,
2003): C16:0, C16:1 (n-7) y ACL. El genotipado de nuevos marcadores distribuidos a
lo largo del SSC8 ha permitido identificar nuevos QTLs (C16:1 y C18:0) en regiones
genomicas poco cubiertas en los andlisis anteriores con microsatélites (C14:0, C18:1
(n-9), C18:0). Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos recientemente
en grasa intramuscular en un retrocruce de la poblacién experimental IBMAP
(BC1_LD) (Ramayo-Caldas et al., 2012), siendo la regién 117,4-121,0 Mb del SSC8 la
mas asociada a los acidos grasos C16:1 (n-7) y C16:0. En esta region se localiza el
gen ELOVLG6. Estos resultados refuerzan la hipétesis de un QTL con efecto
pleiotrépico sobre el perfil de estos acidos grasos en grasa dorsal y en musculo.

En el analisis por familias se obtuvieron asociaciones significativas en el 80% de los
acidos grasos estudiados, observandose una fuerte asociacion en el SSC8 con el
acido palmitico en las cuatro familias estudiadas (Figura 7). Cabe destacar la
deteccién en algunas de las familias de una region localizada en la posiciéon 92,7-93,2
Mb y asociada con C16:0, C16:1, C18:0, C18:1(n-9), ACL, C18:1/C16:1, C16:1/C16:0
y C18:0/C16:0. En esta region se encuentran los genes SETD7 y MAMLS3. El gen
SETD7 desempenfa un papel central en la activacion transcripcional de genes como la
colagenasa o la insulina. El gen MAML3 actia como un coactivador transcripcional de
las proteinas NOTCH. Los resultados sugieren la presencia de dos QTLs del SSC8
para la composicion de acidos grasos en grasa dorsal.
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Figura 1: Analisis de asociacion por familias para el contenido de C16:0 en grasa
dorsal. Las posiciones en Mb son relativas a Sscrofa10.2. Las lineas verticales
discontinuas indican la ubicacion de genes candidatos posicionales.

ASSOCIATION STUDY FOR BACKFAT FATTY ACID COMPOSITION IN AN
IBERIAN X LANDRACE CROSS WITH A 144 SNP CHIP OF SSC8

ABSTRACT: An association study for backfat fatty acid composition with the
genotypes of 144 SNP of SSC8 was performed. Twenty traits, related with fatty acid
composition and index of fatty acid metabolism in backfat, were analyzed. A total of
470 F2 animals from an Iberian x Landrace cross (IBMAP) were genotyped. After
quality control, a total of 133 informative SNPs were retained. Two QTLs were found in
the association analysis. The QTL in the 117.4-121.0 Mb region was in concordance
with a previously identified QTL for intramuscular fatty acid composition, where
ELOVL6 is a strong candidate gene. An additional QTL, confirmed in an analysis of
families, was found in 92.7 to 93.2 Mb position, where SETD7 and MAML3 genes are
located.

Keywords: pig, adipose tissue, QTL.
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INTRODUCCION
El peso al nacimiento (PN) es uno de los objetivos de seleccion en la raza bovina Bruna dels
Pirineus, en dénde los pesos extremos se prefieren evitar para prevenir posibles casos de
distocia (en terneros demasiado pesados) o baja viabilidad neonatal (en terneros demasiado
ligeros; Tarrés et al., 2005). En relaciéon a la heterogeneidad de la varianza residual, hay
estudios de peso en bovinos de carne que evidencian su existencia (Robert-Granié et al.,
1999), asi como en otros caracteres y especies ganaderas. Por ejemplo, en el tamafo de
camada y peso al matadero en cerdos (Sorensen y Waagepetersen, 2003; Ibanez-Escriche
et al., 2007), peso adulto en pollos (Rowe et al., 2006), prolificidad en ovejas (SanCristobal-
Gaudy et al., 2001), y caracteres lecheros (Robert-Granié et al., 1999). Por otra parte, cabe
destacar, que muchos de estos estudios se realizaron con los modelos desarrollados por
SanCristobal-Gaudy et al. (1998) y Sorensen y Waagepetersen (2003), los cuales asumen
contribucién genética sobre la variabilidad ambiental (canalizacion). El principal objetivo de
este trabajo fue investigar la presencia de efectos genéticos aditivos que influyen en la
variacién residual del PN en la raza Bruna dels Pirineus.

MATERIAL Y METODOS
Este estudio ha sido realizado sobre 8.130 datos de (PN) registrados durante el periodo
1989-2010, pertenecientes a 12 explotaciones conectadas genealdégicamente y que
participaban en el Programa de Control de Rendimientos y Mejora Genética de la Bruna dels
Pirineus. El pedigri incluy6é 10.266 animales, de los cuales 2.671 eran madres y 230 padres
de animales con informacion fenotipica. El PN se analizé bajo dos modelos, el de varianzas
homogéneas (HO) y el modelo de varianzas heterogéneas (HE) presentado a continuacién:
XiB + Wi +ja
2
donde b y B son los vectores de parametros asociados con los efectos fijos de edad de la
madre (6 niveles), tipo de parto (simple o doble), sexo del ternero (macho o hembra) y el
efecto rebafno-ano-estacion (135 niveles), p y  son los vectores de parametros asociados a
los efectos ambientales permanentes, y a y a son los vectores de parametros asociados al
efecto genético aditivo infinitesimal. Nétese que x;, w;, z;, X, w, {; son los vectores de
incidencias correspondientes.
Bajo una aproximacién Bayesiana estandar, se asigndé una normal multivariante como
distribucion a priori para los efectos genéticos aditivos (a y a),

(3] 03,03, A,p = NHOH o8 pca;a} ® A] :
a 0]|po0, O©Of

donde 0 era un vector de ceros de dimensiones iguales al nimero de individuos del pedigri,
A ers la matriz de relaciones genéticas aditivas, 02 era la varianza genética directa del

y,'=x,'b+w,'p+z,'a+exp[ j

cardcter, 02 era la varianza genética aditiva de la variabilidad residual, p era el coeficiente
de correlacion genética, y ® representaba el producto de Kronecker. Los vectores p y 1 se
asumieron independientes con a prioris p‘c% = N(O,Ipc%) y n‘c% = N(O,Incs,%) donde I, y Iy
eran matrices de incidencia de dimensiones iguales que los vectores p y T,
respectivamente, y 02y 02 eran las varianzas ambientales permanentes que afectaban al

caracter y a la log-varianza, respectivamente. La heredabilidad no puede ser reducida a un
Unico valor porqué la varianza residual cambia a lo largo de los niveles de los efectos
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sistematicos (Ros et al., 2004; Ibafnez-Escriche, 2008). En este contexto, se aproximé
siguiendo la expresion,

5
c§+c%+exp(x',-[3+c(2x/2+c%/2)
Los modelos descritos se analizaron con el software GSEVM de Ibafez-Escriche et al.
(2010), lanzando tres cadenas de muestreo de 5.050.000 iteraciones y descartando las
50.000 primeras como burn in. Los modelos se compararon mediante el deviance
information criterion (DIC) desarrollado por Spiegelhalter et al. (2002) y se aplicoé una
aproximacion de step-wise para identificar los efectos significativos en el término residual.

n -

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados del DIC descartaron el modelo de varianzas homogéneas y las fuentes de
heterogeneidad vinieron caracterizadas tanto por efectos sistematicos como aleatorios. De
hecho, la inclusién de T y a redujo substancialmente el DIC, y también el rebafo-arno-
estacion y el tipo de parto fueron relevantes (Tabla 1). Los efectos sistematicos de sexo y
edad de la madre no fueron relevantes, contrariamente a los resultados descritos
anteriormente en vacuno por Kizilkaya y Templeman (2005) o en cerdos por Ibafez-Escriche
et al. (2007). Los resultados de los componentes de varianzas estan representados en la
Tabla 2. Ambos modelos presentaron similar o2 (5,88 kg? vs 6,42 kg? respectivamente)

pero diferencias importantes en 03 (0,70 kg® en el modelo HE y 1,58 kg® en el modelo HO).

Los dos modelos daban como resultados heredabilidades parecidas (HO con h?= 0,30; HE
con h?= 0,27), aunque menores que las descritas en otras razas bovinas carnicas espafiolas
como la Asturiana de los Valles (h? = 0,39; Gutiérrez et al. 2007) o europeas como la
Charolais (h? = 0,46; Mujibi y Crews, 2009). Los resultados permitieron identificar los toros
que proporcionaron una progenie mas homogénea con un efecto genético directo
intermedio, los cuales deberian ser utilizados preferentemente como progenitores para las
generaciones futuras de terneros. Ademas, observaciones relativas a la tendencia genética
permitirian la posibilidad de mejorar las caracteristicas de crecimiento, lo cual podria usarse
como herramienta para aumentar la comercializacién y el precio de los animales.
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T Rondas de step-wise mediante DIC (modelo heteroscedastico).
Rondas de stepwise

1 2 3

Modelo base'

Efectos 0 RAE RAE + TP

DIC 2.920.305 2.603.536 2.482.593
Efectos contrastados

Edad de la madre (EM) 2.912.759 2.671.208 2.500.636

Sexo del ternero (S) 2.884.956 2.524.370 2.616.098

Tipo de parto (TP) 2.921.794 2.482.593

Rebafo-ano-estacion (RAE) 2.603.536

Efecto seleccionado? RAE TP Ninguno

""Modelo obtenido en la iteracién previa del step-wise. Este modelo tiene dos fuentes de variacién aleatoria
gefectos ambientales permanentes y genéticos aditivos).
Efecto sistematico del modelo con un valor de DIC menor.

Tabla 2. Componentes de varianza para peso al nacimiento.

Componente Modelo HO? Modelo HE®

de varianza' Media 95% IC° Media 95% IC
023 6,42 4,72 a 8,23 5,88 5,00 a 6,23
02 1,58 1,07a2,12 0,70 0,56 a1,10
02: 13,22 12,14 a 14,28 - -
o 4 : 055 0362069
o : : 020 0122030
o - - 0,40 0,37 a 0,54
hz 0,30 0,23 a 0,38 0,30 0,19 a 0,40

! 028 (oza): varianza genética aditiva directa (y residual); ozp(ozn): varianza ambiental permanente (y residual);

2 2
o varianza residual; p: correlacién genética; h : heredabilidad (calculada asumiendo el efecto de partos simples

y la media del efecto rebafio-afio-estacion). > Modelo homoscedastico. > Modelo heteroscedastico. * No
estimable. ° Intervalo de credibilidad.

BIRTH WEIGHT CANALISATION IN BRUNA DELS PIRINEUS BEEF CATTLE BREED

ABSTRACT: Canalisation models have provided new understanding on animal breeding
programs and, more specifically, heteroscedacity has become a particular topic of interest in
beef cattle. For this reason, birth weight was analyzed in the Bruna dels Pirineus beef cattle
breed by canalisation models. The analysis was performed on 8,130 BW records collected
between 1989 and 2010 in twelve purebred herds. Analytical models accounted for direct
additive genetic, permanent environmental and four systematic effects; the residual term
accounted for the same effects and they were checked by the deviance information criterion;
only residual additive genetic, permanent environment, birth type and herd-year-season
remained in the final model. The heteroscedastic model provided moderate heritability (0.30)
whereas additional additive genetic variability was revealed in the residual term, this being
positively correlated with the direct additive genetic component (0.44). This study must be
viewed as a contribution to the canalisation research field, providing relevant information for
the breeding scheme of the Bruna dels Pirineus breed.

Keywords: beef cattle, Bayesian analysis, heterogeneous variance.
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INTRODUCCION

La mejora de la calidad de carne es actualmente uno de los objetivos principales para el
sector de la produccion de carne de vacuno (Diaz y Quintanilla, 2002). De acuerdo a la
opinion de los consumidores, la terneza de la carne es uno de los componentes principales
de la calidad sensorial de la misma (Martin-Collado y Diaz , 2012). Desde finales de la
década de los 90 se ha realizado una busqueda intensiva de QTLs en distintas razas de
vacuno de carne y sus cruces (www.animalgenome.com). Sin embargo, la busqueda de
marcadores genéticos de calidad de la carne en la raza Avilefia Negra-lbérica (ANI), con
sello de Identificacion Geografica Protegida, no ha sido igualmente intensa. En dicha raza se
han realizado estudios desde hace unos afios en dos musculos distintos para entender la
base genética de las diferencias en calidad de carne (Diaz et al., 2009; Lopez de Maturana
et al, 2009). Moreno-Sanchez et al. (2012) encontraron genes que se expresan
diferencialmente (DE) entre los musculos Psoas major (PM)y Flexor digitorum (FD), que se
han asociado a caracteres de calidad de carne en otras poblaciones (Reverter et al., 2008),
o0 que se han localizado en posicion QTL para calidad de carne (Moreno-Sanchez et al.,
2012). Teniendo en cuenta que estos musculos son notablemente distintos desde el punto
de vista histologico, metabdlico y bioquimico (Moreno-Sanchez et al., 2008), es razonable
pensar que hay una base genética que puede estar determinando diferencias entre ambos
musculos para algunos caracteres como la terneza de la carne.

El objetivo de este trabajo es identificar marcadores genéticos relacionados con la terneza
de la carne medida en dos musculos distintos (PM'y FD en ANI).

MATERIALES Y METODOS
Para este estudio se han usado las siguientes fuentes de informacion:
- Posicion en el mapa bovino de QTLs para terneza de carne publicados hasta la fecha,
recopilados en la base de datos publica Animal Genome (www.animalgenome.org) bajo la
version UMD _3.1. Esta informacion fue utilizada para preseleccionar los SNPs participantes
en el estudio asociacion, que fueron aquellos contenidos en estas regiones QTL.
- Genotipado de 397 terneros de raza ANI realizado con la plataforma lllumina Bovine
SNP50.
- Informacion fenotipica de terneza organoléptica y de compresion Warner-Blatzer o terneza
instrumental después de siete dias de maduracién. Las medias y deviaciones estandar por
musculo se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Numero de animales para los que se tienen datos fenotipicos. Medias y desviaciones tipicas (dt) para cada musculo
del conjunto de datos para cada caracter.

Flexor digitorum Psoas major
Caracteres Fenotipicos N° de Media + dt N° de animales Media + dt
Animales
Terneza instrumental 351 7,86+4,70 357 6,54+3,25
Terneza organoléptica 394 3,49+1,40 393 5,68+1,18

- El modelo usado para el analisis de asociacion fue el siguiente:

Y ijkimno)pgr= CbAz + Dij + EdSA + EpSl + Mn + (SCn + Cto) + gSNPp + ag + Cijkim(no)pqr
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donde CbA= Cebadero-Afio, DCb=Duracién del periodo de cebo, EdS=Edad al sacrificio,
EpS=Epoca de sacrificio, M=Matadero, Ss/Ct=Sesién de cata/Catador (sélo para terneza
organoléptica), gSNP=genotipo SNP, a=efecto poligénico, e=residuo. El analisis se llevo a
cabo con el software QXpak 5.2 (Pérez-Enciso y Misztal, 2011)

Par fijar el umbral de significaciéon para seleccionar los SNPs asociados a terneza en cada
musculo se utilizé la tasa de falsos positivos (FDR) obtenida como: FDR=(n*p)/k, donde n es
el nimero total de SNPs incluidos en el analisis, p es el umbral del p-valor fijado a priori y k
es el numero de SNPs seleccionados dado el umbral establecido.

RESULTADOS Y DISCUSION
Para este estudio encontramos 4101 SNPs contenidos en los 140 QTLs descritos en
www.animalgenome.com. De éstos, el 15.43% estaban fijados y/o presentaron un “call rate”
por marcador <98%. Finalmente, tras esta depuracién se utilizaron un total de 3468 SNPs.

Tabla 2. Niumero de SNPs (k) asociados a Terneza organoléptica e instrumental para distintos musculos y tasa de falsos
positivos (FDR) asociada segun distintos umbrales del p-valor.

Terneza Organoléptica Terneza Instrumental
P-valor Flexor digitorum Psoas major Flexor digitorum Psoas major
k FDR k FDR k FDR k FDR
P<0.01 54 0,64 153 0,23 65 0,53 43 0,80
P<0.001 9 0,38 8 0,43 17 0,20 4 0,87
P<0.0001 3 0,12 0 0 5 0,07 0 0
P<0.00001 1 0,03 0 0 2 0,02 0 0

En la Figura 1 se presentan el log de los p-valores junto con el umbral de significacion fijado
seglin el FDR correspondiente a un p valor menor que 10° para la terneza organoléptica
(arriba) e instrumental (abajo), respectivamente.

Flexor digitorum Psoas major
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Fig.1. Manhattan plots para —Log(Pvalue) junto con el umbral de significacién de acuerdo un FDR <12%. y efectos de los SNPs
en cada musculo para terneza organoléptica (arriba) e instrumental (abajo)
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Para el caracter terneza organoléptica se han identificado tres SNPs con un FDR=0.12,
entre los cuales el SNP de mayor efecto explica el 7% de la varianza aditiva en el musculo
FD y ningun SNP asociado a este caracter en el PM con el mismo nivel de FDR. En cuanto
a terneza instrumental se han identificado 5 SNPs con un FDR=0.07, de los cuales el SNP
de mayor efecto explicaria alrededor de un 32% de la varianza para este caracter en el
musculo FD. Al igual que para terneza organoléptica, no se identificaron SNPs para el PM.
Los resultados sugieren que podria existir un patrén diferencial entre ambos musculos.
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SNPs MARKERS ASSOCIATED TO TENDERNESS IN TWO DIFFERENT
MUSCLES Flexor Digitorum AND Psoas Major, IN AVILENA NEGRA IBERICA BREED

ABSTRACT: This study aimed at identifying genetic markers associated with beef
tenderness in two largely different muscles, Psoas major (PM) en Flexor digitorum (FD). A
total of 397 Avilefia-Negra Ibérica calves with genotypes for the lllumina Bovine SNP50
platform and measures of organoleptic tenderness (OT) and Warner-Blazter compression
(WBC) participated in the study. A pre-selection of SNPs was carried out by determining the
SNPs contained in 140 QTL regions previously identified as associated with beef tenderness
in the Animal Genome UMD_3.1 database. A genome wide association study (GWAS) was
then performed using QXpak 5.2. A model including place-year and length of fattening, age,
place and season of slaughter, panel session and panelist (only for OT), one SNP at a time
and the polygenic additive effect was used. A total of 4101 SNPs were pre-selected. The
GWAS revealed that 3/0 and 5/0 SNPs were associated to OT and WBC in FD/PM for a 12
and a 7 % FDR threshold, respectively. The SNP of largest effect was responsible for a of
7% and 32% of the total additive genetic variance of OT and WBC in FD, respectively. These
results suggest a differential pattern of genetic regulation of tenderness between the two
muscles.

Keywords: Tenderness, SNP, muscles.
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BARRIDO GENOMICO CON EL SNP-CHIP OVINO 50K PARA LA DETECCION DE QTL
CON INFLUENCIA SOBRE LA RESISTENCIA A NEMATODOS INTESTINALES EN EL
GANADO OVINO DE RAZA CHURRA: ANALISIS DE LIGAMIENTO PARA EL
RECUENTO DE HUEVOS EN HECES

Atlija', M., Gutierrez-Gil", B., Martinez Valladares?, M., de la Fuente', L. F., Arranz', J. J.
' Departamento de Produccion Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de Ledn, 24071
Leon. ZInstituto de Ganaderia de Montafia. CSIC-ULE, 24346 Grulleros, Ledn.
e-mail: matl@unileon.es

INTRODUCCION

Las infecciones por nematodos gastrointestinales (GIN) en el ganado ovino siguen siendo
una de las enfermedades parasitarias mas prevalentes en el ganado ovino, causando
importantes pérdidas econémicas debido a sus efectos negativos sobre el crecimiento en
corderos y la produccién de leche en ovejas adultas. El control de GIN en rumiantes se basa
en gran medida en el uso de farmacos antihelminticos en combinacién con estrategias de
manejo de las zonas de pastoreo. El incremento en la prevalencia de la resistencia
parasitaria a los antihelminticos ha llevado, en los ultimos anos, a la busqueda de métodos
de controles alternativos entre los cuales cabe destacar la seleccién genética hacia una
mayor resistencia de los animales a estas infecciones parasitarias. Existen varios fenotipos
asociados a la resistencia a las GIN. El recuento de huevos en heces, o FEC (de inglés
Faecal egg count), es el indicador tradicional usado mas comunmente para valorar el nivel
de infeccién parasitaria en base al nimero de huevos por gramo de heces. Este caracter
también pone de manifiesto el producto de los nematodos adultos establecidos y la
fecundidad media de las poblaciones parasitarias residentes (Bishop & Stear, 2000). Otros
indicadores del nivel de infeccion parasitaria son el nivel plasmatico de inmunoglobulina A
(IgA) y de pepsinégeno (Peps). Estudios previos han identificado QTL en relacion a la
resistencia ovina a GIN (Crawford et al., 2006; Marshall et al., 2009; Gutiérrez-Gil et al.,
2009). Es de sefalar el barrido genémico basado en 181 marcadores microsatélites
realizado en una poblaciéon de ganado ovino lechero de raza Churra (Gutiérrez-Gil et al.,
2009) en el que se identificé un QTL significativo a nivel de significacion genémico en el
cromosoma OARSG, y otros cuatro QTL a nivel cromosémico en OAR1, OAR10 y OAR14. En
el presente trabajo se presentan los resultados de un analisis de ligamiento para el caracter
FEC realizado en otra poblacién ovina de raza Churra genotipada con el SNP-chip ovino de
media densidad (/llumina OvineSNP50 BeadChip).

MATERIAL Y METODOS

Las medidas fenotipicas para el caracter en estudio se obtuvieron de un total de 596 ovejas
adultas de raza Churra repartidas en 21 rebafios, de manejo semiextensivo, distribuidos en
8 de las provincias de Castilla y Ledn. Los animales muestreados estan distribuidos en 15
familias de medio-hermanas del nucleo de seleccion de ANCHE. El tamafio medio por
familia fue de 33 hijas por macho. Se realizé un Unico muestreo por rebafio, en el que se
obtuvieron para cada animal muestras de heces y sangre. Las heces se recogieron
directamente del recto y fueron procesadas para determinar el nimero de huevos por gramo
de heces utilizando una modificaciéon del método McMaster (MAFF, 1986). Tras la
transformacioén logaritmica de los datos, se obtuvieron los valores fenotipicos, estimados
como la desviacion de la media poblacional del dato fenotipico bruto de cada animal
corregido para el efecto rebafio que, debido al disefio experimental, englobd otros factores
ambientales relevantes. Se analizaron 43 784 SNPs que habian pasado el control de calidad
de genotipos descrito en un trabajo previo (Garcia-Gamez et al., 2012), donde también se
elaboré el mapa genético para la poblacién en estudio con una equivalencia de 1 Mb ~ 1 cM
para convertir las distancias fisicas en distancias genéticas. Para el analisis de ligamiento
realizado en los 26 autosomas ovinos se utilizé el programa QTLMap (Filangi et al., 2010).
Los umbrales de significacién a nivel chromosome-wise (p.-value) se obtuvieron mediante
un test de permutaciones y a nivel genémico considerando que se analizaron 26 autosomas
independientes (genome-wise; pg-value). Para los QTL significativos identificados se calculd
el intervalo de confianza (IC) mediante el método LOD drop-off (Lander & Botstein 1989).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de ligamiento realizado para el caracter estatura a lo largo del genoma
autosémico ovino identificé tres QTL a nivel de significacion del 5% chromosome-wise en
OAR4, 6 y 25, y un QTL significativo al nivel 1% chromosome-wise en OARS8 (Figura 1). La
caracterizacion de los QTL detectados en el analisis de toda la poblacion (across-family) se
muestra en la Tabla 1, donde también se puede encontrar informacién relativa a las familias
que mostraron evidencias significativas de segregacion de los QTL identificados a nivel
poblacional. Para el QTL menos significativo, localizado en OAR25, se identificaron dos
familias segregantes, mientras que en los otros tres casos fueron tres las familias que en el
analisis intrafamiliar mostraron pc-values < 0.05. La posicion del QTL sugerida por los
analisis intrafamiliares discrep6 en algunos casos de la posicion del pico del QTL en el
analisis intrafamiliar, lo que puede deberse a diferencia en la informatividad de los
marcadores o, alternativamente, de la presencia de diferentes QTL segregantes entre las
diferentes familias.

Figura 1. Resultados del andlisis de ligamiento realizado en la poblacién ovina
analizada en este estudio para el cardacter FEC

Analisis LA (QTL Map) : FEC
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Tabla 1. Caracterizacion de los QTL identificados a nivel poblacional para el indicador
de resistencia a parasitosis gastrointestinales FEC. Se muestran, también los
resultados del andlisis intrafamiliar para las familias que mostraron evidencia

estadistica de segregacion para alguno de los QTL detectados (p.-value < 0.05).

OAR LRT Pos. Marcadores IC (cM) Familias LRT Pos.

max. (cM) flanqueantes LRT segregantes max. (cM)

LRT max. (pc < 0.05) LRT

max. max
4 40.70 54.54 [OAR4_58493210.1 - 51.5-57.6  fam.01 11.73  54.84
OAR4_58541568.1] fam. 04 9.70 117.94
fam. 05 10.79  48.34

6 41.81 87.81 [OAR6_95930760.1 - 80.7-915 fam. 01 10.98  95.11
OARG_96088929.1] fam. 07 8.73 90.21

fam. 11 9.49 86.91

8 42.48 2 [OAR8_2125287.1 - 1.0-3.6 fam. 02 7.77 6.40
OAR8_2209080.1] fam. 04 1247  31.30

fam. 11 9.86 1.80
25 36.77 0.88 [OAR25_1031652.1 - 0.1 -4.1 fam. 05 1210  43.28
§21252.1] fam. 16 13.47 2.68

El QTL identificado en la parte media de OAR4 se localizé cerca de un QTL previamente
descrito para FEC (Haemonchus contortus) por Marshall et al. (2009). A este respecto, la
coincidencia mas destacable fue la identificada en OARG, ya que el IC aqui estimado para
este QTL se solapa con el intervalo flanqueante del QTL mas significativo identificado en
Churra para la resistencia parasitaria a GIN, y que influia también el recuento de huevos en
heces (Gutiérrez-Gil et al.,, 2009). Los dos QTL identificados en OAR8 y OAR25 se
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localizaron en el extremo proximal del correspondiente grupo de ligamiento. Estos
cromosomas también contienen QTL previamente descritos en relacion a la resistencia a
GIN, aunque en ambos casos el maximo estadisticode esos QTL se localiza en una regién
mas distal del cromosoma (Marshall et al., 2009; Crawford et al., 2006) que la identificada
como candidata en el presente estudio. Con el objetivo de confirmar los resultados aqui
presentados e identificar nuevas regiones de interés, pretendemos realizar analisis
adicionales basados en el analisis de ligamiento combinado con andlisis de desequilibrio de
ligamiento (LDLA) o analisis de asociacion a nivel genémico (GWAS). Del mismo modo se
planea el estudio de otros fenotipos indicadores de resistencia a GIN, como el nivel
plasmatico de IgA. La identificacion del QTL del cromosoma 6, localizado en la misma region
y con efectos sobre el mismo caracter que el descrito anteriormente por Gutiérrez-Gil et al.
(2009), sugiere la confirmacion de dicho efecto e indicaria la conveniencia de centrar
esfuerzos en el mapeo fino de dicha regién.
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A GENOME SCAN WITH THE OVINE 50K SNP-CHIP FOR THE DETECTION OF QTL
INFLUENCING RESISTANCE TO GASTROINTESTINAL NEMATODES IN SPANISH
CHURRA SHEEP: LINKAGE ANALYSIS FOR FAECAL EGG COUNT.

ABSTRACT: Infections with gastrointestinal nematodes (GIN) remain one of the most
prevalent parasitic diseases causing major economic losses in the sheep industries
worldwide. In the last years, the increasing prevalence of resistance to anthelmintic has led
to the search for alternative control methods such as selective breeding for increased GIN
resistance. This study presents a linkage analysis for detection of QTL for faecal egg count
(FEC), the traditional indicator trait commonly used to assess the level of GIN by the number
of eggs per gram of faeces, in a commercial population of Spanish Churra sheep. The
resource population included 596 adult ewes from 21 flocks and 15 half-sib families of the
selection nucleus of the Churra sheep breeding programme. Faecal samples were collected
from the studied animals for which genotypes for the lllumina OvineSNP50 BeadChip were
already available. Chromosome-wise significant QTL were detected on chromosomes 4, 6, 8
and 25. The QTL identified on the first two of these chromosomes showed interesting
coincidences with QTL previously reported in sheep for indicators of resistance to GIN. The
results reported here suggest that the most significant QTL previously reported for FEC in
Churra sheep by a microsatellite-based genome scan, on chromosome 6, is confirmed in the
new analysed population.

Keywords: sheep, gastrointestinal nematode infection, resistance, QTL, linkage
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ESTUDIO PRELIMINAR DE LA ARQUITECTURA GENE'[ICA DEL CARACTER
“ESTATURA” EN EL GANADO OVINO MEDIANTE UN ANALISIS DE LIGAMIENTO

Suarez-Vega. A., Gutiérrez-Gil, B., Garcia-Gamez, E. y Arranz, J.J.
Departamento de Produccion Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de Leoén, 24071
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INTRODUCCION

Desde 2003 el programa de mejora lechera de la raza Churra incluye en el célculo del indice
de seleccién la valoracion para caracteres de morfologia mamaria y de conformacion
corporal. Estos ultimos incluyen los caracteres de anchura de la grupa, estatura, aplomos
traseros, inclinacién de los talones, y un caracter general que valora la apariencia general
del animal. Un barrido gendémico previo, basado en el analisis de 181 marcadores
microsatélites, realizado en una poblacion comercial del nucleo de seleccion de la
asociacion de criadores de ganado ovino selecto de raza Churra (ANCHE) identifico un total
de siete QTL significativos a nivel cromosémico para caracteres de conformacién corporal,
dos de ellos, con efectos sobre el caracter “estatura”, localizados en los cromosomas ovinos
OAR4 y OAR26 (Gutiérrez-Gil et al., 2011). En la actualidad, el /llumina Ovine
SNP50BeadChip permite analizar el genoma ovino con un incremento sustancial de la
densidad de marcadores ofreciendo un mayor poder de deteccién de regiones genémicas
relacionadas con caracteres de interés productivo. En este estudio preliminar presentamos
un analisis de ligamiento basado en esta herramienta genémica con el objetivo de detectar
QTL con influencia sobre el caracter estatura medido en una poblacién comercial de ganado
ovino de raza Churra. El caracter estatura, o caracteres relacionados con el tamafio
corporal, han sido ampliamente estudiados tanto en humanos como en animales (revisado
por Kemper et al., 2012). Los estudios de asociacion a nivel genémico (GWAS) realizados
en humanos ponen de manifiesto que un numero elevado de variantes genéticas controlan
la arquitectura genética de este caracter complejo; de forma similar en el ganado vacuno se
han descrito multiples QTL que afectan al tamafio corporal de esta especie. En este estudio
se presentan los resultados preliminares del analisis realizado con un chip de media
densidad en ganado ovino. Pretendemos conocer la arquitectura genética de este caracter
en la oveja y compararla con la descrita en otras especies mas estudiadas como el ganado
bovino, el ratén o la especie humana.

MATERIAL Y METODOS
La poblacion objeto de estudio incluyé un total de 1 696 ovejas de raza Churra distribuidas
en 16 familias de medio-hermanas del nucleo de seleccion de ANCHE. El tamafio medio por
familia fue de 105 hijas por macho (rango: 29-277). El caracter analizado fue la estatura a la
alzada del animal, valorada en base a una escala linea del 0 al 9 (De la Fuente et al., 2003).
Como variable dependiente del analisis de QTL se utilizaron las Yield Deviations (YDs)
estimadas, para el caracter en estudio, como la desviacion de la media poblacional del dato
fenotipico bruto corregido para los factores fijos que influyen sobre el caracter y el efecto
permanente del animal. También se tuvo en cuenta la precision de la estimacién en funcién
del numero de medidas repetidas disponibles para cada animal. Toda la poblacion,
incluyendo los machos cabeza de pedigri, fue genotipada con el lllumina OvineSNP50
BeadChip. Tras un control de calidad de los genotipos por animal y posteriormente por SNP
descrito en detalle por Garcia-Gamez et al. (2012), se realizaron los analisis de deteccion de
QTL para un total de 1 681 animales y 43 784 marcadores. El mapa genético utilizado en
este analisis es el descrito también en ese trabajo previo (Garcia-Gamez et al., 2012) con
una equivalencia de 1 Mb ~ 1 cM. Para el andlisis de ligamiento realizado en los 26
autosomas ovinos se utilizo el programa QTLMap (Filangi et al., 2010), que lleva a cabo un
mapeo por intervalos basado en maxima verosimilitud. El analisis deteccién de QTL se
realizé cada 0,1 cM usando la opcion de calculo para un solo caracter. Los umbrales de
significacion a nivel chromosome-wise (p.-value) se obtuvieron mediante un test de
permutaciones a intervalos de 5 cM. En base a estos umbrales, y teniendo en cuenta el
numero de cromosomas analizados, se obtuvo el umbral de significacion del 5% genome-
wise (pg-value). Para los QTL significativos identificados se calculé el intervalo de confianza
(IC) mediante el método LOD drop-off (Lander & Botstein 1989), convirtiendo los
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estadisticos LRT en valores “LOD-score” mediante la férmula LOD = LRT/2 In(10) (Ziegler &
Konig, 2010). Se identificaron las familias segregantes para los QTL identificados (machos
de genotipo Qq para el QTL) en base a los analisis intrafamiliares realizados y los
correspondientes test de permutaciones (p.-chromosome-wise < 0.05). Ante la ausencia de
resultados sobre este caracter en el ganado ovino, para los IC de los QTL detectados se
determind la region ortéloga bovina, buscando la posible correspondencia de esas regiones
con QTL identificados en ganado vacuno para estatura, utilizando la base de datos
cattleQTLdb (http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/BT/index). Con el fin de identificar
genes candidatos funcionales incluidos en los IC de los QTL identificados, se utilizé la
herramienta Biomart (Smedley et al., 2009) para extraer los genes anotados dentro de esas
regiones a partir de la version UMD3.1 del genoma bovino.

RESULTADOS Y DISCUSION
El analisis de ligamiento realizado para el caracter estatura a lo largo del genoma
autosomico ovino identificé cuatro QTL a nivel de significacion del 5% chromosome-wise en
OARS3, 10, 16 y 17 (Figura 1). La caracterizacién de los QTL detectados en el analisis de
toda la poblacién (across-family) se muestra en la Tabla 1 donde también se indican los
resultados del andlisis intrafamiliar para las familias que mostraron evidencias significativas
de segregacion de los QTL identificados a nivel poblacional.

Figura 1. Resultados del andlisis de ligamiento para el cardcter estatura realizado en
la poblacién comercial de ovejas Churra analizada en este estudio

Andlisis ligamiento (QTLMap)
Caracter “Estatura”

30 40
1 1
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20
1
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Para los QTL identificados en OAR3 y OAR16 se identificaron dos familias segregantes
mientras que fueron tres las familias que mostraron evidencias de segregacién para los QTL
identificados en OAR10 y OAR17. En general las posiciones del maximo LRT en los analisis
intrafamiliares fueron cercanas a las posiciones del pico del QTL en el analisis across-family,
aunque en algunas ocasiones el maximo LRT para alguna de las familias significativas se
localizé en otra region del cromosoma (ej, fam05 para OAR10, fam03 para OAR16).

La busqueda de correspondencia con QTL identificados en ganado bovino para el caracter
estatura puso de manifiesto una interesante coincidencia para el QTL localizado en OARS,
ortélogo del cromosoma bovino BTA5, donde se han descrito QTL para el caracter estatura,
tanto en vacas lecheras (Schrooten et al., 2000) como en la raza carnica Angus (McClure et
al., 2010). En esta misma regién de BTA5 también se localizan QTL para el peso de la canal
y el peso al nacimiento. En el caso de los QTL detectados en OAR10, OAR16 y OAR17 se
han descrito QTL en las regiones ortélogas correspondientes de la vaca en relacion al peso
corporal de la raza Angus en distintas etapas del crecimiento (McClure et al., 2010).

La lista de genes candidatos posicionales, obtenidos al analizar las regiones ortlogas
bovinas de los IC de los QTL detectados, incluye un total de 228 genes para las cuatro
regiones identificadas. Al contrastar estos genes con una lista de 82 genes asociados al
caracter estatura en mamiferos (Guo et al, 2012, Kemper et al, 2012;
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http://www.gghjournal.com/volume24/2/ab01.cfm) no se identificé ninguna coincidencia. Es
necesario, sin embargo, realizar un estudio mas exhaustivo de las funciones biolégicas de
los candidatos posicionales identificados y su posible relaciéon con caracteres de crecimiento

Tabla 1. Caracterizacion de los QTL con influencia sobre el cardcter estatura
identificados a nivel poblacional (across-family) en este estudio. Se muestran también
los resultados del andlisis intrafamiliar para las familias que mostraron evidencia
estadistica de segregacion para alguno de los QTL detectados (p.-value < 0.05).

Analisis across-family Analisis intrafamiliar

OAR LRT max. Pos. Marcadores IC (cM) Familias LRT Pos.

(cM) LRT flanqueantes LRT max. segreg. max. (cM)

max. LRT

max
3 39.21 185.00 [OAR3_199419936 - 180.4-187.1 | fam. 13 9.21 191.84
OARS3 199445550] fam. 15 13.14 158.24

10 34.57 83.44 [s75340 - s69331] 83.0 - 83.6 fam. 02 17.00 83.54

fam. 04 13.15 73.64
fam. 05 8.18 15.34

16 36.13 12.56 [s72528 - 11.8-20.5 fam. 03 7.82 67.96
OAR16_13527056] fam. 15 8.55 12.56
17 34.40 49.35 [OAR17_53440227 - 46.0 - 54.0 fam. 01 6.74 54.45
OAR17_53499592_X] fam. 03 6.71 66.95

fam. 15 6.78 49.75
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PRELIMINARY STUDY OF THE GENETIC ARCHITECTURE OF STATURE IN SHEEP
THROUGH A LINKAGE ANALYSIS.

ABSTRACT: Stature is one of the body conformation traits included in the selection index
currently applied in the dairy breeding program of Spanish Churra sheep. This study
presents a preliminary linkage analysis based on the lllumina Ovine SNP50BeadChip for
detection of QTL influencing stature. In humans the genetic architecture of this trait appears
to be controlled by a large number of loci, similarly than in cattle, where many QTL affecting
different components of bovine stature have been reported. The linkage analysis reported
herein identified four QTL significant at the 5% chromosome-wise level on sheep
chromosomes 3, 10, 16 and 17. Interestingly, QTL for stature in both dairy and beef cattle
breeds have been identified in the bovine orthologous region of the chromosome 3 QTL.
Based on a literature review, no obvious functional candidate genes were identified within the
confidence intervals of the QTL identified. This study, as a first analysis based on a medium
density ovine SNP-chip, provides a first opportunity to compare the genetic architecture of
the ovine stature with that described in other species such as humans and cattle.

Keywords: sheep, stature, QTL, linkage
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INTRODUCCION
Artrogriposis y macroglosia sono dos malformaciones congénitas que pueden afectar al
ganado vacuno. El término artrogriposis se refiere a la anquilosis de una o mas de las
articulaciones distales de las patas y a la subsiguiente atrofia degenerativa de los musculos
relacionados. La macroglosia es una tumefaccién de la lengua que puede dificultar la
capacidad de amamantamiento del ternero. Ambas condiciones pueden producir distocia,
mortalidad peri-natal y reducido incremento ponderal. Artrogriposis y macroglosia son
problemas relevantes en la cria de vacuno de raza Piemontesa debido a la pérdida de
terneros de alto valor comercial. Por lo tanto, se han tratado de implementar esquemas
empiricos de seleccién basados en la incidencia de estas malformaciones en la progenie de
los toros. Este tipo de seleccién fenotipica ha resultado ser bastante efectiva: en la
poblacion italiana de Piemontesas, la incidencia de artrogriposis ha caido de 4.4% en
machos y 0.66% en hembras a principio de los afios 1990, a 0.85% en machos y 0.16% en
hembras en el 2010. De forma similar, la incidencia de macroglosia se ha reducido de 2.85%
y 0.47% en los afnos noventa a 1.57% y 0.28% en 2010, en machos y hembras
respectivamente. Mejoras en la gestion de la granja y en el tratamiento de estas
malformaciones pueden haber contribuido a esta reduccion de incidencia.
El patron de transmision genealégica de la artrogriposis y la macroglosia sugiere la
existencia de una base genética en ambas malformaciones. No obstante, es posible que
factores ambientales influyan en la manifestacion y gravedad de las mismas. El
descubrimiento de las mutaciones subyacentes a las dos malformaciones seria de gran
interés para entender mejor sus mecanismos hereditarios y su patogénesis.
En el presente trabajo se analizaron animales afectados con artrogriposis y macroglosia
(casos) y animales no afectados (controles) en una poblacion italiana de vacuno de raza
Piemontesa utilizando genotipados de marcadores SNPs. Se utlizaron dos métodos de
andlisis para detectar sefales de asociacion entre dichas malformaciones y regiones
genomicas. Primero se llevd a cabo un estudio de asociacion pangendmico, y
posteriormente se aplicé el método de autocigosis por diferencia (“autozygosity by
difference”, Pollott, 2012) para buscar secuencias de homocigosis de posicion y tamano
diferentes entre casos y controles.

MATERIAL Y METODOS

Datos

Se utilizaron 479 bovinos de raza Piemontesa procedentes de granjas ubicadas en la regién
italiana de Piemonte. Los animales se repartieron en 3 grupos: el primero estuvo integrado
por 15 terneros afectados por artrogriposis, el segundo por 15 terneros afectados por
macroglosia, y el tercero por 449 toros de la prueba de progenie y que constituyeron el
grupo de control. Todos los individuos analizados fueron machos. Los 479 animales se
genotiparon con el chip bovino 50k de 54001 SNPs. Se eliminaron 3814 SNPs por presentar
datos perdidos en > 5% de los animales o por ser su posicion desconocida.

Métodos de analisis

Se realizaron y compararon dos tipos de analisis: un estudio de asociacidon pangenémico
(GWAS) y la autocigosis por diferencia. Para el estudio de asociacion, tratandose de datos
binarios (caso-control), se utilizé un modélo de regresion logistica:
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10git(p)=ln( P j=ﬂ0+ﬂ1x
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donde p es la probabilidad de estar afectado por la malformacién, x es el numero de copias
del alelo menor a cada locus, B es la intercepta y B, el coeficiente de regresion.

El método de la autocigosis por diferencia (Pollott, 2012) se basa en buscar largas
secuencias homocigotas en casos y controles, fijandose en las regiones del gendbma en que
difieren (autocigosis en los casos y no en los controles, o viceversa). La hipotesis es que la
region genomica en la que se halla la mutacion presentara secuencias de homocigosis de
mayor tamarfio en los casos que en los controles. Primero se clasifican, en casos y controles
por separado, los SNPs en base al tamafio de la secuencia de homocigosis en que se
hallan, asignadoles un valor de homocigosis. Este proceso se realiza tanto en casos como
en controles por separado. Posteriormente se suman los valores de homocigosis por
cromosoma y, con estos datos, se ejecuta el siguiente modélo lineal:

HomCrom; = Crom, + Animal ;,, +(CromX Status), +e,

donde HomCrom; es el valor de homocigosis del cromosoma i en el animal j, Crom; es el
efecto del cromosoma j, Animaly, es el efecto del animal j anidado en el estado k (caso o
control) y Crom x Status es la interaccion entre cromosoma y estado (caso o control). Una
interaccion significativa entre cromosoma y estado indica que ese cromosoma puede
albergar una mutacién potencialmente relacionada con la enfermedad. En estos
cromosomas se representan graficamente los valores de homocigosis por SNP en casos y
controles, y la diferencia entre los dos, con el fin de localizar las regiones del genéma
asociadas con las malformaciones.

La preparacion de los datos y la regresion logistica se realizaron con el entorno de
programacion R. El analisis de autocigosis por diferencia se realiz6 con los programas
desarrolados por Pollott (2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

No se encontraron sefiales claras de asociacion entre fenotipo y marcadores para ninguna
de las dos malformaciones cuando se ejecutd el modélo de regresion logistica en casos y
controles. Solo se detectaron asociaciones esporadicas que probablemente fueran espurias
(Figura 1).

Posteriormente se analizaron los datos con el método de autocigosis por diferencia. Primero
se buscaron los cromosomas que potencialmente albergaran una mutacion relacionada con
las malformaciones. Se encontraron significativamente méas SNPs homocigoticos en casos
que en controles en el cromosoma 9 para la macroglosia, y en los cromosomas 1, 4, 10, 14,
15, 17, 18, 21 y 24 para la artrogriposis. En todos los casos se tratd de diferencias mucho
menores a las observadas en otros estudios en los que se aplico la autocigosis por
diferencia (Pollott 2012). El gréafico de los valores de homocigosis revelé una sola secuencia
corta de homocigosis diferente entre casos y controles para artrogriposis en el cromosoma 6
(Figura 2, derecha). En el cromosoma 2 se detectd una secuencia larga de homocigosis
comun a casos y controles, entre 6116319 y 9553018 bps (Figura 2, izquierda). Esta region
contiene el gen de la miostatina, cuya mutacion es responsable de los desarrollados
musculos (“doble grupa”) caracteristicos de la raza Piemontesa. O’Rourke et al. (2012) y
Grobet et al. (1998) sugerieron que se trata de una mutacion de la miostatina distinta a la de
otras razas con doble grupa (p. €j. la Blanco Azul Belga). Sin embargo, esta homocigosis
comun a toda la poblacién podria deberse a penetrancia incompleta (animales con el mismo
genotipo no expresan siempre el fenotipo correspondiente).

La falta de claras asociaciones entre marcadores y artrogriposis o macroglosia, podria ser
consecuencia de sesgo muestral (“ascertainment bias”), de que los polimorfismos asociados
a las mutaciones no se encuentran en el chip bovino 50k, o de que las malformaciones

- 539 -



estan causadas por otro tipo de variabilidad genética como la variacién del nimero de
copias (CNV, sobre-expresion de genes).

Asrogripasia Mhicroglanin
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Figura 1: Manhattan plots de los resultados (—log(p_value)) del estudio de asociacién entre marcadores y artrogriposis
(izquierda) o macroglosia (derecha)

Figura 2: valores de homocigosis para casos (rojo), controles (azul) y diferencia entre los dos (verde) para macroglosia en el
cromosoma 2 (izquierda) y para artrogriposis en el cromosoma 6 (derecha)
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LOOKING FOR THE MUTATIONS FOR ARTHROGRYPOSIS AND MACROGLOSSIA IN

PIEDMONTESE CATTLE: PRELIMINARY RESULTS
A population of Piedmontese cattle was analysed in a study aimed at looking for the causal
mutations for arthrogryposis and macroglossia. These two malformations affect calves and
can lead to dystocia, peri-natal mortality and impaired growth. A sample of 15 calves affected
by macroglossia and 15 calves affected by arthrogryposis were available. The control sample
was constituted by 449 bulls from the Italian Piedmontese cattle progeny testing scheme. All
animals were genotyped with the lllumina 50k bovine SNP chip. Two methods of analysis
were used: a genome-wide association study (GWAS) of cases and controls and the analysis
of runs of homozygosity (autozygosity-by-difference). No clear signal of association was
detected in the GWAS. On chromosome 6, a short sequence for which levels of
homozygosity in cases and controls differed was detected for arthrogryposis. On
chromosome 2, a common stretch of homozygosity in cases and controls was detected, in
the region harbouring the myostatin mutation, responsible for the characteristic double-
muscling of Piedmontese cattle.

Keywords: Piedmontese cattle, arthrogryposis, macroglossia, autozygosity by difference.
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ANALISIS DE ASOCIACION GENOMICO PARA EL CONTENIDO Y LA COMPOSICION
DE LA GRASA INTRAMUSCULAR EN CERDOS DUROC
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INTRODUCCION

El conocimiento de los factores genéticos que regulan la variabilidad fenotipica del
contenido y la composicion de la grasa intramuscular (GIM) puede contribuir a mejorar las
propiedades tecnoldgicas y el valor nutricional de la carne porcina. La implementacién de los
analisis de asociacion a nivel genémico (GWAS) ha permitido progresar en el conocimiento
de la arquitectura genética de este tipo de caracteres. En un estudio reciente, Ramayo-
Caldas et al. (2012) identificaron 813 SNP, distribuidos en 43 intervalos cromosémicos,
asociados con el porcentaje y la composicién de GIM. Asimismo, se ha determinado que el
gen ELOVLG6 contiene una posible mutacion causal, a nivel de promotor, que explicaria la
segregacion de un QTL SSC8 para los acidos grasos palmitico y palmitoleico (Corominas et
al. 2013). El objetivo del presente trabajo consiste en realizar un GWAS para identificar
regiones gendmicas asociadas a la variacién fenotipica del contenido y la composicién de
GIM en una poblacién comercial Duroc, en la cual se ha obtenido registros fenotipicos en los
musculos gluteus medius (GM) y longissimus dorsi (LD).

MATERIAL Y METODOS

En el estudio de asociacion se incluyeron los siguientes fenotipos: contenido de GIM
y colesterol (Chol), asi como el porcentaje de los acidos grasos palmitico (C16:00), estearico
(C18:00), oleico (C18:1n9) y linoleico (C18:2n6c). Como material animal, se utilizé una
poblacién de 350 cerdos castrados pertenecientes a una linea comercial de la raza Duroc.
La informacién genotipica se obtuvo con el Porcine SNP60 BeadChip (lllumina) mediante el
protocolo Infinium HD Assay Ultra. Todos los analisis fueron realizados con el software
PLINK v1.07 (Purcell et al., 2007). El numero de SNP genotipados fue de 62,163 SNPs, sin
embargo se eliminaron aquellos SNP cuyo alelo minoritario presentaba una frecuencia
alélica inferior al 5%, asi como aquéllos con un porcentaje de individuos no-genotipables
superior al 5% o cuya segregacién no concordaba con la ley de Hardy-Weinberg. Una vez
finalizado este proceso de filtrado, el numero de individuos y SNP disponibles fue de 320 y
38.800, respectivamente. Los fenotipos de lipidos musculares fueron analizados
considerando tres modelos distintos:

I- Yik(GIM) =y + Li+ F ¢ + @snpk + Eijke
11— Yik (Ch0|) =ut L+ asnpk T €ik.
11— ij (% AG) =M Li+ F covj T Asnpk  €jk-

Dénde: Y;:Fenotipo, p : Media general de las observaciones; L;: Lote del individuo (4
niveles); Fj cov: Espesor del tocino dorsal (Yiu=GIM); Fj cov: GIM para (Yjx= %AG); asnpk:
Efecto aditivo del marcador; e;: Residuo. Los P-values nominales fueron corregidos
mediante el test de permutacion implementado en PLINK.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la aproximaciéon GWAS, se detectaron asociaciones significativas para 3 de
los 6 fenotipos analizados. Concretamente 24 SNPs (4 no mapeados en Ensembl Sscrofa
10.2) localizados en los cromosomas SSC2, SSC3, SSC4, SSC8, SSC10 y SSC14
presentaron asociaciones significativas con GIM del musculo GM (Figura 1.a). Ningin SNP
mostré significacion, a nivel gendmico, con el porcentaje de Chol en LD y GM. Respecto a la
composicion de AG, se observo la existencia de asociaciones significativas para los acidos
grasos palmitico y estearico. En cuanto al palmitico en GM, 13 SNPs localizados en SSC5
(Figura 1.b) presentaron asociaciones significativas, mientras que en el caso del estearico
en GM y LD el numero de marcadores con asociaciones fue mucho mayor (218 SNP). Su
distribucion fue la siguiente: para GM, 135 SNPs localizados en los cromosomas SSCH1,
SSC2, SSC4, SSC5, SSC12, SSC14, SSC17 y SSC18 (Figura 1.c); y para LD, 83 SNPs
distribuidos en SSC3, 4, 6, 7, 13, 14 (Figura 1.d).
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Figura 1. Manhattan plot de las asociaciones genémicas observadas en el analisis GWAS
de los siguientes caracteres: a) GIM_GM, b) Palmitico _GM, c) Estearico_ GM, d)
Estearico_LD. Linea roja (p-value=0.01), linea azul (p-value=0.05).

Nuestros resultados fueron parcialmente concordantes con los obtenidos en esta
misma poblaciéon por Hernandez-Sanchez et al. (2012). También Ramayo-Caldas et al.
(2012) detectaron asociaciones significativas, para los niveles de acidos grasos del LD, en
cromosomas que coinciden con los detectados en este trabajo. EI cromosoma con el mayor
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numero de asociaciones con el porcentaje de estearico fue SSC14. Una region de SSC14
particularmente relevante es la que abarca los SNPs DIAS0004286, DRGA0014601 y
ALGA0081626, puesto que contiene el gen glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAM)
que juega un papel clave en la regulacion ‘de los niveles de triglicéridos (Hammond et al.
2002). Por otra parte, Uemoto et al. (2012) también detectaron QTL para palmitico, miristico,
oleico y estearico en SSC14 (150-200 cM), y sugirieron que la mutacion causal podria estar
localizada en el gen de la estearoil-CoA desaturasa (SCDT), un enzima clave en la
desaturacién de acidos grasos. Finalmente, se observo una baja concordancia posicional en
los analisis GWAS a nivel de los musculos GM y LD, lo cual indica la presencia de algun
factor musculo-especifico que influye de manera diferencial en el almacenamiento y la
composicion de la grasa.
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A GENOME-WIDE ASSOCIATION ANALYSIS FOR INTRAMUSCULAR FAT CONTENT
AND COMPOSITION IN DUROC PIGS

ABSTRACT: Intramuscular fat (IMF), cholesterol (Chol) and fatty acid (FA) contents have
important consequences on meat quality as well as on its nutritional properties. In this study
we performed a genome-wide association analysis (GWAS) in a Duroc outbred population (N
= 350) for IMF, Chol, palmitic, stearic, oleic (C18:1n9) and linoleic (C18:2n6c) percentages in
the gluteus medius (GM) and longissimus dorsi (LD) muscles. Genotypes for 60,000 SNP
were obtained with the lllumina Infinium HD Porcine SNP60 Beadchip. Association analyses
were carried out with PLINK v1.07, and permutation tests were used to correct for multiple
testing. A total of 24 SNPs were significantly associated with GM IMF on chromosomes
SSC2, SSC3, SSC4, SSC8, SSC10 and SSC14. With regard to GM FA content phenotypes,
associations were observed for palmitic (SSC5) and stearic (SSC1,2,4,5,12,14,17 and 18).
Regarding the LD muscle, we found associations with stearic content (SSC3,4,6,7,13 and
14). It is worth to highlight that SSC14 contains most of the associations with muscle lipid
traits and that, in general, there is limited concordance between results obtained in the GM
and LD GWAS analyses.

Keywords: Genome-wide association analysis, Intramuscular fat, fatty acid, Pigs.
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IDENTIFICACION DE UNA ASOCIACION SIGNIFICATIVA ENTRE EL POLIMORFISMO DEL
GEN DE LA ADIPONECTINA (ADIPOQ) PORCINA Y LOS NIVELES SERICOS DE LDL
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INTRODUCCION

Las concentraciones de lipidos séricos constituyen uno de los principales factores de
riesgo en la susceptibilidad a las enfermedades de tipo coronario, considerandose que una ratio
baja de lipoproteinas de alta densidad (HDL) vs lipoproteinas de baja densidad (LDL) es un
importante factor predisponente. La elevada similitud fisiolégica entre humano y porcino ha
impulsado la utilizacion de esta especie doméstica como modelo biomédico para investigar la
arquitectura genética de las concentraciones de lipidos séricos. En este sentido, Gallardo et al.
(2008) realizaron un barrido genémico para dichos caracteres en una poblacion comercial
Duroc y, entre otros hallazgos, identificaron un QTL para la concentracién de LDL a 190 dias en
el cromosoma 13 (intervalo comprendido entre los marcadores S0068-SW398). El andlisis del
contenido génico de esta region permitié identificar el locus de la adiponectina (ADIPOQ) como
un posible gen candidato. En humano, se ha demostrado que los niveles de ADIPOQ y LDL
estan correlacionados negativamente (Kantartzis et al. 2006), probablemente debido a que esta
adipoquina aumenta el catabolismo muscular de las lipoproteinas precursoras de las LDL (Qiao
et al. 2008).

MATERIAL Y METODOS

Los niveles de LDL se midieron en cerdos Duroc a la edad de 190 dias (N = 350). La
metodologia empleada asi como el manejo productivo de dicha poblacién han sido descritos por
Gallardo et al. (2008). La amplificacion de 2.37 kb del cDNA ADIPOQ se realiz6 mediante los
cebadores indicados en la Tabla 1. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 2
mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.5 uM de cada cebador, 1.25 U de Tag DNA polimerasa (Ecogen)
y 2 pl de reaccion de retrotranscripcion en un volumen final de 25 pl. El perfil térmico fue distinto
para cada uno de los fragmentos analizados: Fragmento 1: 94 °C-1 minuto, 64 °C-1 minuto, 72
°C-2 minutos; Fragmento 2: 94°C-1 minuto, 61°C-1 minuto, 72 °C-2 minutos; Fragmentos 3 y 4:
94 °C-1 minuto, 66 °C-1 minuto, 72 °C-2 minutos. Para el genotipado del polimorfismo del gen
ADIPOQ se utiliz6 la técnica de pirosecuenciacion, empleando un equipo PSQ HS 96 system
(Qiagen). Para analizar el efecto del genotipo ADIPOQ sobre la concentracion de LDL a 190
dias, se empled distintos modelos estadisticos con la finalidad de discriminar entre el efecto del
gen ADIPOQ y el efecto del QTL para LDL a 190 dias. Los modelos empleados en dicho
analisis fueron los siguientes:

Yik=H + b; + d,'(,) + B COVijj + €jjki Modelo 0
Vi = H + b,‘ + d/‘(,) + B COVijj + gk + Eji Modelo G
Vi =H + b; + d/(,) + B COVijj + & Piki + Cjii Modelo Q
Vi = H + b,‘ + dj(,) + B COVijj + geNi + & Pij + Cijji Modelo GQ

Doénde: yj son las observaciones fenotipicas (logaritmo de la concentracién sérica de
LDL a 190 dias) del individuo k en los niveles /"y [ de los efectos fijos; b; es el efecto fijo del
lote " (4 nlveles) dj, es el efecto fijo de la fecha de extraccion de sangref anidado con el lote
de engorde M (2 fechas de extraccién a 190 dias por lote); B y covjx son el coeficiente de
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regresion y la covariable (espesor del tocino dorsal); geny es el efecto del genotipo k™ para el
gen ADIPOQ (tres niveles); pjq es la probabilidad de que el individuo / haya heredado cierto
alelo via padre en la posicion de méxima significacion del QTL (72 cM en SSC13; Gallardo et al.
2008)

Tabla 1. Cebadores utilizados en la caracterizacion del gen ADIPOQ porcino

Fragmento Nombre Secuencia del cebador
PCR1 ADIPOQ_Fwi1 5- CTGTTGTTGGGAGCTGTTCT-3
ADIPOQ_Ruv1 5- TTGTCAGCATAGACCCCATT-3
ADIPOQ_Ruvint1’ 5-ATGCCCTGGGATACCCGC-3’
PCR2 ADIPOQ_Fw2 5- AATGGGGTCTATGCTGACAA-3
ADIPOQ_Rv2 5- TGGGCGTTCACTTAAGTCTC-3
ADIPOQ_Rvint2' 5-GAAGACCTCAGCCTGGTGG-3
PCR3 ADIPOQ_Fw3 5’- CAGTCCTGAAGAAGGCACAT-3
ADIPOQ_Rv3 5- TTCTCGGTCATCACAAGGTT-3
PCR4 ADIPOQ_Fw4 5’- GCAAGCTTTCCTCACACACT-3’
ADIPOQ_Rv4 5- TCACTCAAGCTGTTGTCTCCT-3

"Cebadores para la secuenciacion de regiones internas del amplicon
RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar el alineamiento de las distintas secuencias nucleotidicas del gen ADIPOQ
porcino se hallé un SNP ¢.*1512G>T localizado en la regién 3° UTR. Posteriormente, mediante
la técnica de pirosecuenciacion se procedid a genotipar dicho polimorfismo en la poblacion
experimental Duroc y se realiz6 un andlisis de asociacion con cuatro modelos distintos, cuyo
resultado puede verse en la Tabla 2.

Tabla 2. Asociacién entre el genotipo del locus ADIPOQ y la concentracion de LDL

Contrastes Estadistico F P-valor
(g.l., grados de libertad) nominal

Modelo Q vs modelo 0 8.09 (1g.l) 0.0059
Modelo G vs modelo 0 7.24 (3g.l.) 0.0003
Modelo GQ vs modelo Q 3.28 (3 g.l.) 0.0260
Modelo GQ vs modelo G 2.6501g.l) 0.1081

Cabe destacar que el contraste del modelo que considera el QTL de SSC13 (modelo Q)
vs el modelo que incluye el QTL SSC13 y el genotipo del locus ADIPOQ (modelo GQ) fue
significativo (P = 0.0260). Por el contrario, el contraste de los modelos G y GQ no fue
significativo. Dicho de otro modo, el efecto significativo del gen ADIPOQ sobre la concentracion
sérica de LDL no desaparece cuando se incluye el QTL SSC13 en el modelo, y en cambio el
efecto del QTL si deja de ser significativo cuando se toma en consideracién el genotipo
ADIPOQ. Todo ello sugiere que existe una asociacion genuina entre el genotipo ADIPOQ y la
concentracion sérica de LDL a 190 dias, aunque ello no implique necesariamente la existencia
de causalidad. Desde un punto de vista fisiolégico, este resultado tiene mucho sentido puesto
que existe una correlacion negativa entre los niveles plasmaticos de ADIPOQ y la concentracion
y el tamafio de las particulas LDL (Kantartzis et al. 2006, Lara-Castro et al. 2006). Las
lipoproteinas de muy baja densidad o VLDL son los precursores de las LDL y su funcion
consiste en proporcionar triglicéridos a los tejidos. Ha podido demostrarse que la hormona
ADIPOQ aumenta el catabolismo de las VLDL a nivel muscular incrementando la activaciéon de
la lipoproteina lipasa o LPL (Qiao et al. 2008). Mas concretamente, Qiao et al. (2008)
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produjeron ratones transfectados con un vector adenoviral que expresaban niveles de ADIPOQ
doce veces superiores a lo normal, y observaron una disminucion del 40% de triglicéridos
plasmaticos y acidos grasos libres, asi como un marcado incremento de la actividad y expresion
de la LPL muscular y de la expresion de receptores de VLDL. Todo ello implica,
necesariamente, una reduccion de LDL circulantes.

Con la finalidad de comprender la base molecular de la asociacion observada, se esta
procediendo a determinar si el polimorfismo de la region 3'UTR del locus ADIPOQ porcino
afecta a los niveles de transcripcion de dicho gen
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IDENTIFICATION OF A SIGNIFICANT ASSOCIATION BETWEEN THE VARIABILITY
OF THE PIG ADIPONECTIN (ADIPOQ) GENE AND SERUM LDL LEVELS

ABSTRACT: By performing a genome scan for porcine serum lipid traits in a Duroc commercial
population, we were able identify a significant QTL for low-density lipoprotein (LDL)
concentration at 190 days on chromosome 13 (SSC13). The adiponectin (ADIPOQ) locus
constitutes a potential candidate gene for this QTL, because the levels of this hormone are
strongly correlated with LDL and triglyceride levels. Sequencing of 2.37 Kb of the pig ADIPOQ
cDNA resulted in the identification of a ¢.*1512G>T 3'UTR polymorphism. This mutation was
genotyped in our Duroc resource population by using a pyrosequencing-based approach.
Association analyses with distinct statistical models evidenced that part of the variation of LDL
levels is explained by the ADIPOQ genotype. This finding matches very well with results
obtained in human and model organisms showing that ADIPOQ is a major determinant of the
catabolism of very-low density lipoproteins, the precursors of LDL, and that variability in the
3'UTR of the human ADIPOQ gene is strongly associated with adiponectin levels and body
weight.

Keywords: adiponectin, low-density lipoproteins, pig
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NUEVO SNP DE LA CALPASTATINA (CAST) ASOCIADO CON LA TERNEZA DE LA
CARNE DE BOVINO
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INTRODUCCION
Los consumidores consideran la terneza como el atributo mas importante de la calidad de la
carne (Ouali et al., 2006). La tenderizacion de la carne es muy variable y los consumidores
exigen productos homogéneos, por lo tanto, la prediccién y certificacion de la terneza de la
carne es de gran importancia para la industria carnica.
En la etapa post-mortem, la calpaina (CAPN1) es la responsable de la rotura de las
proteinas miofibrilares del masculo, mientras que la calpastatina (CAST) inhibe la actividad
de la CAPNT1. El incremento post-mortem de la actividad de CAST ha sido relacionada con
una disminucién de la terneza de la carne (Koohmaraie et al., 1995; Chung y Davis, 2012).
En 1995, Koohmaraie et al. propusieron la utilizacion de los polimorfismos de CAST para
predecir la terneza de la carne bovina. Diferentes SNPs del gen CAST se han asociado con
la terneza en diferentes razas bovinas (Casas et al., 2006, Barendse et al., 2007, Allais et
al., 2011).
El objetivo de este estudio fue el aislamiento de SNPs del gen CAST y la caracterizacién de
sus efectos en la terneza de la carne con el fin de proporcionar informacion que mejore la
seleccion genética de los animales.

MATERIAL Y METODOS
El estudio se realizé en 196 animales, terneros enteros, castrados y hembras de las razas
Parda de Montafa (n=144) y Pirenaica (n=52) procedentes de diferentes experimentos
realizados en el CITA desde 2003 a 2010. De cada animal se registr6 dieta (D), género (G),
raza (R), peso (PS) y edad al sacrificio. Tras 24 horas a 4°C, se extrajo el musculo
Longissimus thoracis de la décima costilla de cada canal izquierda. Dicho filete se envasé al
vacio y se madur6é durante 6 dias para determinar la textura instrumental. Los filetes se
cocieron en agua (temperatura interna 70°C). Una vez enfriados, se cortaron
paralelepipedos con una seccion de 10mmx10mm y 30mm de largo que fueron seccionados
perpendicularmente con una célula Warner-Bratzler, registrandose el esfuerzo maximo
(Kg/cm?). Se estimé el valor animal de la terneza mediante un modelo mixto con la dieta,
género, raza, peso y edad al sacrificio como efectos fijos y el animal como efecto aleatorio.
Se extrajo el DNA de las 196 muestras de carne mediante kit comercial. Igualmente, de los
animales de los que se disponia el musculo Longissimus thoracis, obtenido y conservado en
condiciones adecuadas, se extrajo el RNA y se retrotranscribié a cDNA. Se seleccionaron 5
animales de raza Parda de Montafa y 3 de raza Pirenaica con valores extremos de las
estimas del efecto del animal sobre la terneza y se amplificé y secuencio el transcrito 2 del
gen CAST (GenBank acc. number NM_174003) a partir del cDNA. Con la finalidad de
identificar posibles posiciones polimérficas, las secuencias obtenidas fueron alineadas
mediante los programas BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) y CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). La hidropaticidad de la proteina se estudi6 mediante el
algoritmo de Kyte-Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982). De los SNPs encontrados en la
secuenciacion se realizé el genotipado de las mutaciones que producen un cambio
aminoacidico. Dicho genotipado se realiz6 mediante PCR-RFLPs y sondas TagMan.
El efecto de los polimorfismos estudiados sobre la terneza de la carne se obtuvo mediante el
ajuste a un Modelo Lineal Mixto mediante el procedimiento MIXED del SAS, en el que se
incluyen como efectos fijos: genotipo del SNP (S), género anidado a la raza (G(R)) y la
interaccion entre la dieta y la raza (D x R) y como covariables el peso al sacrificio anidado a
la raza (PS(R)). Los efectos aleatorios fueron el animal anidado a la raza (A ~ N (0, 62AR)) y
el residuo (e ~ N (0, cleT2)). La ecuacién del modelo fue la siguiente:
y=u+S+G(R)+DxR +b(PS(R)) + animal(R) + e
donde y es el esfuerzo (kg/cm?) (terneza), u es la media de la poblacion, y b es el coeficiente
de regresion lineal de y en PS(R), relacionando la variacion de la caracteristica como una
funcién del peso al sacrificio en cada raza. Se realiz6 un segundo andlisis incluyendo la
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interaccién entre el genotipo del SNP y la raza como efecto fijo (S x R). Finalmente, se
realizé la comparacion directa por pares de las medias minimo-cuadraticas con la correccion
de Bonferroni.

RESULTADOS Y DISCUSION
En la secuenciacion del transcrito 2 del gen CAST, se encontraron 23 SNPs de los cuales
solo 2, situados en el exén 7, producen un cambio aminoacidico Thr182Ala y Glu193Arg (en
relacion a la secuencia de referencia depositada en el GenBank NM_174003).
El SNP Thr182Ala fue identificado anteriormente mediante alineamiento de las secuencias
depositadas en la base de datos de GenBank (Motter et al., 2009) pero no fue caracterizado.
Los autores concluyeron que no tendria ningln efecto sobre la funcién de la proteina, lo cual
contradice los resultados expuestos en este trabajo.
En el presente estudio, la terneza se asoci6é con el SNP Thr182Ala (P = 0,001) pero no con
Glu193Lys (P = 0,68) (Tabla 1). En el primer SNP, la carne del genotipo GG resulté ser
menos tierna que la de los genotipos AG y AA. Cuando se analizaron los efectos de los
SNPs en cada una de las razas por separado, so6lo se encontraron efectos en la raza Parda
de Montafa pero no en la raza Pirenaica (Tabla 2) debido, probablemente, al bajo nimero
de animales genotipados y a la distribucion desigual de los genotipos (AA: 32,7%; AG
53,8%, GG: 13,5%).
El efecto del genotipo del SNP Thr182Ala sobre la terneza fue mayor (0,65 y 0,84
desviaciones estandar para el total de la poblacién y para la Parda de Montafa,
respectivamente) que la encontrada por otros autores para otros SNPs en el gen CAST
(0,20-0,40; Casas et al., 2006, Allais et al., 2011). Ademas, los genotipos AG y AA tuvieron
una terneza similar. Este resultado podria indicar un efecto autosémico recesivo de la
mutacion Thr182Ala para la terneza de la carne bovina, mientras que otras mutaciones
descritas en este gen muestran un efecto autosémico codominante.
El SNP Thr182Ala se localiza en el dominio L de la proteina. La funcién de este dominio no
se conoce bien, pero Melloni et al. (2006) y De Tulio et al. (2009) demostraron que este
dominio puede interaccionar con el dominio DIl de la calpaina, a través de la secuencia de
aminoacidos codificada por los exones 4 - 7. Esta interaccion es muy especifica, pero la
estabilidad del complejo de la calpaina-calpastatina depende de las cargas electrostaticas
localizadas en las regiones que interactian. En este sentido, la hidropaticidad asociada a
cada aminodcido varia desde -0,7 (Thr) hasta 1,8 (Ala) (escala de Kyte-Doolittle). Ademas,
Thr es uno de los aminoacidos fosforilables, y como observaron De Tullio et al. (2009), la
introduccion de grupos fosfato negativos afecta negativamente a la estabilidad de esta
interaccién. Por lo tanto, la sustitucion de Thr por Ala podria implicar una union mas estable
entre la calpaina y calpastatina. Barendse et al. (2007) encontraron un cambio aminoacidico
Pro52Leu en el dominio L asociado con la terneza de la carne, que producia un cambio en la
hidropaticidad de la calpastatina. Segln dichos autores, el cambio de hidropaticidad en esta
region podria afectar a la uniéon de calpastatina con las membranas celulares y con la
calpaina.
En conclusion, el polimorfismo Thr182Ala de CAST podria ser responsable de una parte de
la varianza en la terneza de la carne en la poblacion estudiada de la raza Parda de Montafa.
Es necesario evaluar el efecto de los genotipos de Thr182Ala sobre la actividad de la
calpastatina para confirmar los efectos de este nuevo polimorfismo encontrado. EI SNP
identificado puede ser Util para la industria como un marcador genético para identificar la
carne de mayor dureza y adaptar su maduracién para garantizar una carne de calidad.
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Tabla 1. Efecto fijo de tipo 3 y comparaciones por pares de las medias minimo-
cuadraticas de los polimorfismos en el gen CAST en el esfuerzo del M. Longissimus
thoracis tras 7 dias de maduracion (Kg/cm?).

SNP F-value Pr>F Genotipo

AAvs. AG AAvs. GG AG vs. GG
Thr182Ala 6,97 0,001 0,05+0,24 -1,35+0,39** -1,40%0,38**
Glu193Arg 0,38 0,680 0,10+0,96  -0,15+0,93 -0,25+0,28

*P<0,05; ** P<0,01.

Tabla 2. Efecto fijo de tipo 3 y comparaciones por pares de las medias minimo-
cuadraticas de raza x genotipo SNP de los polimorfismos en el gen CAST en el
esfuerzo del M. Longissimus thoracis tras 7 dias de maduracion (Kg/cm?).

SNP F-value Pr>F Genotipo
AAvs. AG AAvs. GG AG vs. GG

Thr182Ala 3,80 0,008

Parda de Montana 0,03+0,33 -1,77+0,54* -1,80+0,55"

Pirenaica 0,11+0,37 -0,90+0,57 -1,01+0,54
Glu193Arg 0,42 0,794

Parda de Montana 0,12+1,35 -0,37 £1,32 -0,49 £ 0,38

Pirenaica 0,02+1,37 0,.08+1,33 0,06 + 0,44
* P< 0,05;

A NEW SNP IN CALPASTATIN (CAST) GENE ASSOCIATED WITH BEEF TENDERNESS

ABSTRACT: Calpastatin (CAST) inhibits p- and m-calpain activity and, therefore, regulates
post-mortem proteolysis, being some SNPs in CAST gen associated to meat tenderness. In
this work, a new SNP located at exon 7 (position BTA29: 98535683 on UMD 3.0) was
associated to meat tenderness (P= 0.001). Beef from GG genotype was tenderer than that
from AG and AA genotypes, which had similar tenderness. This mutation change the amino
acid sequence at position Thr182Ala and could change the electrostatic charges localized in
the interacting regions between the calpastatin L-domain and calpain. Moreover,
heterozygous genotypes did not show either differences with the tender genotype or
intermediate tenderness indicating an autosomal recessive inheritance effect of the
Thr182Ala mutation for beef tenderness. The effect of the genotype of the Thr182Ala
mutation on tenderness was higher (0.65 SD and 0.84 SD for the Total and Parda de
Montafna populations, respectively) than those found previously for other SNPs in the CAST
gene. Further studies are necessary to test the effect of the CAST Thr182Ala genotypes on
calpastatin activity to confirm the effects of this new SNP found in the current experiment.

Keywords: Tenderness, CAST, SNP, beef.
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INTRODUCCION

La susceptibilidad al Scrapie es controlada por los polimorfismos en el gen PRNP
(Hunter, 1997) y esta relacionada con varias mutaciones existentes en los codones
136 (A, V), 154 (R, H), y 171 (R, Q, H). El haplotipo ARR esta asociado con la
resistencia a la enfermedad, mientras que el VRQ esta asociado con la susceptibilidad
(Hunter, 1997; Elsen et al, 1999; Diaz et al, 2005).

Un estudio realizado en la raza Latxa por Hurtado et al. (2002) mostré una baja
frecuencia, menor del 7%, para el haplotipo resistente ARR. La baja frecuencia de
ARR junto con que ademas hubo solo algunos casos de la enfermedad, llevaron a que
el programa de seleccion obligatorio para la resistencia al Scrapie se planteara en la
eliminacion del haplotipo VRQ. Estudios preliminares (Legarra et al., 2004) realizados
sobre 3.000 animales genotipados no indicaron evidencias de asociacion entre los
genotipos PRNP vy los caracteres de la leche. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en otras razas ovinas (Barillet et al., 2002; Alvarez et al., 2006; Vitezica et
al., 2006; Psifidi et al. 2011).

En la actualidad el numero de animales genotipados es mucho mayor por lo que el
objetivo de este trabajo fue confirmar la no asociacion entre el gen PRNP vy los
caracteres productivos.

MATERIALES Y METODOS

Los datos proceden del programa de control lechero de la raza Latxa recogidos entre
1985 y 2009 en sus tres ecotipos (Cara Negra del Pais Vasco: LCNPV; Cara Negra de
Navarra: LCNNA y Cara Rubia: LCR). El nimero de datos y animales para produccion
de leche fue de 82908 y 27443 en LCNPV; 49793 y 14681 en LCNNA y 109864 y
36000 en LCR. Los valores correspondientes para los caracteres de composicién
fueron 28975 y 12526; 8568 y 5284 y; 119415 y 9617 para LCNPV, LCNNA y LCR
respectivamente.

La Tabla 1 muestra la distribucion de genotipos mas frecuentes para el gen PRNP.
Para el analisis de los diferentes caracteres se aplicaron los modelos utilizados en las
evaluaciones genéticas (Legarra et al, 2005; Legarra y Ugarte, 2001). El efecto del gen
PRNP fue considerado como un efecto aleatorio. La estimacion de los componentes
de varianza, incluido el asociado al PRNP, se obtuvieron utilizando los programas de
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la familia BLUPF90 (Misztal et al., 2002). Para cada caracter, los resultados de este
modelo se compararon con los obtenidos con un modelo simplificado que excluia el
efecto del PRNP a través del cociente de verosimilitudes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las estimaciones de heredabilidad para produccion y calidad de leche se presentan en
la Tabla 2. Las estimaciones obtenidas fueron menores que los obtenidas en la raza
Lacaune (Barillet et al., 2002) y en la raza Sarda (Sanna et al., 1997) aunque son
consistentes con otras estimaciones: Serrano et al. (1996) en la raza Manchega,
Othmane et al. (2002) en la raza Churra, y los obtenidos previamente por Legarra y
Ugarte (2001) en la raza LCNPV. El efecto del locus de PRNP se evalud cuantificando
la contribucion del locus PRNP a la variacion genética aditiva (Tabla 2) y analizando el
cociente de verosimilitud de modelos que contemplan o (no) el efecto del gen PRNP.

En cuanto a la produccién de leche, el modelo con PRNP tuvo un mejor ajuste
(p<0.05) en la LCNPV y en LCR. Sin embargo la varianza debida al PRNP fue igual al
0.5% de la varianza aditiva total (PRNP + poligénica). Para los caracteres cualitativos,
la inclusion del PRNP mejor6 el ajuste (p<0.05) para Kg. de grasa en LCNNA y Kg de
proteina en LCR aunque hay que mencionar que las estimaciones de su contribucién a
la varianza estaban cercanas a cero. De hecho, la contribucion del locus PRNP a la
varianza aditiva total supone entre un 1,5% y 0,4%. Los resultados sugieren que la
contribucién del gen PRNP a la variacion genética aditiva es practicamente nula en
caracteres de la leche.

Los resultados son consistentes con los obtenidos en las razas que han aplicado una
fuerte selecciéon para incrementar la frecuencia ARR. La obtencion de los mismos
resultados con una estrategia de seleccién totalmente diferente (eliminacién de VRQ)
confirmaria la no asociacion entre los genotipos PRNP y los caracteres de la leche.
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Tabla 1. Frecuencias genotipicas de hembras para los tres ecotipos de Latxa.

Genotipo  Latxa Cara Negra del Pais Latxa Cara Negrade  Latxa Cara Rubia

Vasco (n = 27,443) Navarra (n = 14,681) (n = 36,000)
ARQ/ARH 3.09 6.06 11.41
ARQ/ARQ 49.29 47.47 38.68
ARR/ARQ 34.77 36.37 31.95
ARR/ARR 5.91 6.86 7.27

Tabla 2. Heredabilidades para los caracteres analizados en los tres ecotipos.

Latxa Cara Negra del Latxa Cara Negra de Latxa Cara Rubia
Caracter Pais Vasco Navarra
PRNP Aditivo PRNP Aditivo PRNP Aditivo
poligénico poligénico poligénico

Leche 1.010° 0.18 1.410° 0.26 1.010° 0.22
Kg.grasa 7.010° 0.13 3.6 107 0.24 7.710* 0.20
Kg. proteina 1.9 10* 0.15 2.910° 0.27 9.410* 0.23
%grasa  3.110" 0.15 4.010* 0.17 1.810™ 0.23
% proteina 3.5 10 0.39 8.410* 0.33 7.910° 0.46

ANALYSIS OF ASSOCIATION BETWEEN PRNP LOCUS AND MILK TRAITS IN
LATXA DAIRY SHEEP

ABSTRACT

The purpose of this study was to analyze associations between PRNP gene and ewe
milk traits in Latxa breed. To evaluate evidence of association, the different traits were
analyzed using an animal model, where the PRNP effect was included or not as a
random effect. Adding the PRNP effect to the model improved the fitting (P<0.05) for
milk yield in Black-Faced Latxa from Spanish Basque Country and in Blond-Faced
Latxa, for fat yield in Black-Faced Latxa from Navarra and for protein yield in Blond-
Faced Latxa. However, the part of the phenotypic variance explained by the PRNP
effect for milk yield (1.0 10%), fat yield (3.6 10®) and protein yield (9.4 10™*) were near
zero. The PRNP locus accounts for about 0.5%, 1.5% and 0.4% of total genetic
(PRNP+polygenic) variance in milk yield, fat and protein yield. These values indicated
that PRNP effect is not relevant in genetic additive contribution. For breeding purposes,
it is unlikely that selection for scrapie resistance will have an effect on the milk traits
studied in the Latxa breed.

Key words: association analyses, milk trait, PRNP gene, sheep

—-552 -



AIDA (2013), XV Jornadas sobre Produccion Animal, Tomo II, 553-555
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INTRODUCCION

La vitamina A (vit A) es un retinoide natural cuya implicacion en la regulacion
transcripcional de numerosos genes ha sido ampliamente estudiada y demostrada
(Balmer y Blomhoff, 2002). Hay muchos trabajos realizados en humano y ratén en los
que se valora su influencia en procesos fisiolégicos muy importantes desde el punto de
vista biomédico. También se ha estudiado el efecto de la vit A en especies ganaderas
como ovino, vacuno o porcino (Daniel et al., 2004, Siebert et al., 2006, Olivares et al.,
2011). Esto es debido a su influencia sobre la adipogénesis, fenémeno muy importante
en el ambito de la produccion animal, ya que su alteracion puede afectar a la calidad
de la canal y de la carne. De hecho, la restriccién de vit A en la dieta se ha propuesto
como una posible herramienta para mejorar la calidad de la carne.

El objetivo de este estudio es comprobar el efecto de la restriccién de vit A en la dieta
de cerdos ibéricos sobre la expresion de un panel de genes candidato relacionados
con la funcién de la vit A en relacion a la adipogénesis, en tejidos adiposo y hepatico.
Los genes se han elegido por su importancia en procesos relacionados con el
metabolismo y funcién de la vit A, tales como su activacién y almacenamiento
(ADH1C, ALDH1A1y LRAT), su transporte y sefalizacion (RBP4, CRABPIly FABP5),
asi como en el control transcripcional de la adipogénesis (PPARy, SREBP1C, RARa y
RXRy) y el control de la lipogénesis y el metabolismo lipidico (FASN, ELOVL6, MET,
ACACA, ACSL4, SCD, ACOX1, INSR, IGF1y LEP)

MATERIAL Y METODOS
Animales y toma de muestras: Se emplearon 40 machos castrados ibéricos, de
estirpe Torbiscal, nacidos en el CIA “Dehesén del Encinar”. A los 2 meses de edad, se
establecieron dos grupos experimentales, control (C, n=20) y restringidos (R, n=20),
que consumieron el mismo pienso que el grupo control, pero sin aporte de vit A en el
corrector. Los animales se pesaron quincenalmente y recibieron el tratamiento hasta
su sacrificio. Veinte animales (10C y 10R) se sacrificaron con 100 kg de peso vivo y
los otros 20 con 160 kg de peso. Tras el sacrificio, se recogieron muestras de higado,
musculo longissimus dorsi y tocino dorsal, a nivel de la Ultima costilla, para el andlisis
de acidos grasos (AG) (-20°C) y para el estudio de expresion (-80°C).Se registro el
peso de la canal, el espesor del tocino dorsal y el peso de piezas nobles.
Estudio de expresidn génica: Se extrajo ARN total con el sistema Ribopure (Ambion)
en muestras de grasa dorsal (capa interna) y de higado. Se disefaron parejas de
cebadores a partir de las secuencias disponibles de ARNm porcino. La cuantificacion
se llevé a cabo mediante qPCR con SYBR Green (Roche) en un equipo Lightcycler
480 (Roche). Se utilizaron los genes GAPDH y TBP como enddgenos para la
normalizacion.
Analisis estadistico: El andlisis de la expresién génica se llevé a cabo mediante un
modelo lineal mixto en el que se incluye dieta x gen como efecto fijo y como aleatorios
los efectos de la camada y el animal, especificos para cada gen (diana y referencia); y
el efecto muestra, comin a todos los genes (Steibel et al., 2009). Los efectos de la
dieta sobre los genes fueron estimados mediante los correspondientes contrastes.

RESULTADOS Y DISCUSION

El tratamiento aplicado no produjo ningln efecto significativo sobre el crecimiento o
engrasamiento de los animales. Sin embargo, la restriccién de vit A afecto al perfil de
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AG de la grasa dorsal e intramuscular, incrementando la proporcion de AG
monoinsaturados.

La expresion de los 20 genes candidato seleccionados pudo cuantificarse eficazmente
en ambos tejidos, excepto LEP en higado y LRAT en grasa, que no pudieron ser
analizados por su escasa expresion.

En la grasa dorsal, los genes SCD y CRABPII presentaron mayor expresion en el
grupo R (p<0,05). La enzima SCD (stearoyl-CoA desaturase o A-9 desaturasa) esta
relacionada con la desaturacion de AG, y su expresion diferencial explica las
diferencias fenotipicas encontradas en estos animales en cuanto al grado de
saturacién de la grasa dorsal e intramuscular, comentadas en otra comunicaciéon. El
CRABPII (cellular retinoic acid binding protein 2), es una proteina coactivadora del
acido retinoico (AR), que favorece el transporte del AR al nlcleo y su unién al receptor
nuclear RARa (retinoic acid receptor alpha) favoreciendo sus efectos transcripcionales
de inhibicion de la diferenciacion de células grasas. Esta proteina se expresa en
preadipocitos, pero no en adipocitos maduros (Berry et al., 2010). Por otro lado, la
mayor expresion de CRABPII en el grupo R podria ser un mecanismo encaminado a
favorecer la correcta sefalizacion del escaso AR disponible en este grupo (Budhu y
Noy, 2002).

Por el contrario, el gen RXRg presenta menor expresion en el grupo R (p<0,0005), y
el gen INSR muestra una tendencia similar (p=0,053). El gen RXRg (retinoid X
receptor, gamma) codifica para un receptor nuclear que interviene en el mecanismo de
accion de AR, favoreciendo su efecto antiadipogénico (Bonet et al., 2003). Esto se
refleja en los resultados fenotipicos en los que, a pesar de no existir diferencias en
cuanto al espesor de tocino dorsal entre tratamientos, si se observa una correlacion
negativa (-0.683) entre dicho parametro y la expresion de RXRg (p<0.001). El gen
INSR (insulin receptor) codifica para el receptor que media la accién de la insulina,
muy relacionada con el metabolismo de la glucosa y de los lipidos. Al contrario de lo
que ocurria con el gen CRABPII, la expresion del INSR en preadipocitos es muy
escasa y aumenta segun las células van completando su proceso de diferenciacion a
adipocitos (Hausman et al., 2009). Los resultados obtenidos para estos dos genes son
por tanto concordantes y sugieren una mayor proporcioén de adipocitos maduros en el
grupo C y mayor proporcion de preadipocitos en el grupo R, lo que se puede asociar a
una adipogénesis mas activa, con una continua diferenciacion de células madre a
preadipocitos (Hausman et al., 2009).

En cuanto al andlisis de expresion realizado en el higado, observamos un efecto
positivo de la restriccion de vit A sobre la expresion de los genes IGF1 y ACSL4
(p<0,05), asi como un valor proximo a la significacion en el caso de ACOX1 (p=0,059).
IGF1 (insulin-like growth factor 1) codifica una proteina similar a la insulina en
estructura y funcién, con un papel importante en la estimulacion de la proliferacion y
diferenciacion de preadipocitos (Hausman et al., 2009), de modo que su mayor
expresion en el grupo R podria favorecer la adipogénesis y el engrasamiento. Las
enzimas ACSL4 (acyl-CoA synthetase long-chain family member 4) y ACOX1 (acyl-
CoA oxidase 1, palmitoyl) catalizan distintas reacciones de sintesis lipidica y/o (-
oxidacién de AG, por lo que su mayor expresion en el grupo R indicaria un
metabolismo de AG mas activo.

En el caso de los genes LRAT y ADH1C, que codifican enzimas relacionadas con el
metabolismo del retinol, el efecto de la restriccion sobre su expresién en higado fue
negativo (p<0,05). LRAT (lecithin retinol acyltransferase) cataliza la esterificacion de
AR a retinil éster, la forma en la que se almacena. En cuanto a ADH1C (alcohol
dehydrogenase 1C), es la enzima responsable de la oxidacién del retinol a
retinaldheido para su activacion. La menor expresion de ambas enzimas en el grupo R
es coherente con la falta de sustrato.

Los resultados obtenidos muestran efectos relativamente modestos de la restriccion de
vit A sobre la expresion génica, pero concordantes con una adaptacién de ambos
tejidos a la falta de retinol y con la hipotesis de estimulacién de la adipogénesis y el
metabolismo lipidico en animales sometidos a dicha restriccion
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Figuras 1 y 2: Cambio de expresion (fold change) de los genes estudiados en grasa
(1) e higado (2) del grupo control frente al restringido. Valores superiores a 1 indican
mayor expresion del gen en el grupo C.

DIETARY VITAMIN A MODIFIES THE EXPRESSION OF GENES INVOLVED IN
METABOLIC REGULATION AND CELL DIFFERENTIATION IN PIGS.

ABSTRACT: Vitamin A (vit A) is a key regulator of gene expression, influencing
adipogenesis and lipogenesis in animal tissues. We studied the effect of dietary vit A
restriction on the expression of candidate genes for adipogenesis, lipogenesis and vit A
metabolism in porcine tissues. Forty Torbiscal pigs were given a standard or a vit A
restricted diet from two months of age until sacrifice at 100 and 160kg LW. Vitamin A
restriction modified the expression of three genes in adipose tissue (SCD and CRABPII
were upregulated and RXRg was downregulated). In liver, IGF1 and ACSL4 were
upregulated and LRAT and ACOXT1 were downregulated. The results show coherent
effects of the diet on retinol metabolism and agree with the potential relationship of vit
A restriction with adipogenesis and lipid metabolism.

Keywords: Vitamin A, gene expression, adipogenesis, pig.
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EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON VITAMINA E EN LOS ACIDOS GRASOS
POLIINSATURADOS Y EN LA EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON EL
METABOLISMO LIPIDICO EN L. THORACIS DE CORDEROS LIGEROS
L. Gonzalez-Calvo', G. Ripoll', F. Molino', L. Pérez-Velasco', P. Sarto’, M. Serrano®, M.
Joy', J. H. Calvo" 2
'Centro de Investigacién y Tecnologia Agroalimentaria de Aragén (CITA). Avda. Montafana,
930, 50059, Zaragoza. lgonzalezc@aragon.es. > ARAID. *INIA, Madrid

INTRODUCCION
La adicién de vitamina E en los concentrados es un método efectivo para reducir la
oxidacién de los productos carnicos y aumentar su vida util (Ripoll et al., 2013). La vitamina
E es un antioxidante lipo-soluble ampliamente usado en las dietas de los animales, siendo el
a-tocoferol su forma mas activa (Daley et al.,, 2010). Los &cidos grasos poliinsaturados
omega 3 (AGPlI n-3), entre ellos el &cido docosapentanoico [DPA,22:5(n-3)],
eicosapentaenoico [EPA, 20:5(n-3)] y el docosahexanoico [DHA, 22:6(n-3)] ademas de ser
considerados como saludables, estan implicados en una gran variedad de funciones
celulares, incluyendo regulacién génica, fluidez de membrana y como percusores de varias
clases de moléculas senalizadoras (Jump, 2002). Sin embargo, debido a su alto grado de
insaturacion en la cadena alifatica, los AGPI n-3 son particularmente sensibles a la
peroxidacion. El a-tocoferol previene esta peroxidacién, eliminando especificamente los
radicales peroxilo, previniendo la degradacion de lipidos (Traber et al., 2007). Otra via méas
econdmica para incrementar el contenido de a-tocoferol en carne es el pastoreo, debido a la
presencia de dicho compuesto en el forraje verde.
En numerosos estudios se ha observado que la vitamina E modula la actividad de muchas
enzimas envueltas en la transducciéon de la sefal con una consecuente alteracion del
comportamiento celular, como puede ser la expresién génica (Nakamura et al., 2009).
Por lo tanto, en el presente estudio, examinamos el efecto de la suplementacion con o-
tocoferol o pastoreo con alfalfa sobre el contenido de AGPI y la expresion génica de genes
clave que intervienen en el metabolismo de AGPI, relacionados con la desaturacion de
acidos grasos [estearoil CoA desaturasa (SCD), A5 desaturasa (FADS1) y A6 desaturasa
(FADS2)] y la elongacion de acidos grasos de cadena muy larga [elongasa de acidos grasos
de cadena larga tipo 5 (ELOVLS) y elongasa de acidos grasos de cadena larga tipo 6
(ELOVL6)] en musculo.

MATERIAL Y METODOS
Para el estudio, 62 corderos machos de raza Rasa Aragonesa provenientes de parto simple
fueron distribuidos de forma aleatoria en 5 tratamientos:

e 8 corderos con sus madres estuvieron pastando continuamente en una pradera de alfalfa
(A), disponiendo los corderos de concentrado comercial.

e 12 corderos fueron alimentados desde el destete al sacrificio con pienso concentrado
comercial (Control, C), sin adicionar a-tocoferol.

e El resto de los corderos fueron alimentados durante diferentes periodos previos al
sacrificio con pienso enriquecido con acetato de a-tocoferol (500 mg de DL-acetato de o-
tocoferol/kg de concentrado), agrupandose en 3 tratamientos: corderos alimentados con
pienso enriquecido con acetato de a-tocoferol entre 4 y 10 dias antes del sacrificio
(VE10d) (n=11), entre 15 y 25 dias (VE20d) (n=20) y entre 30 y 43 dias (VE30d) (n=12).
El periodo entre el destete y el uso de pienso enriquecido fueron alimentados con el
pienso control.

Los animales se sacrificaron cuando alcanzaron el peso “Ternasco” (22-24 kg), y una
porcion de L. thoracis fue extraida y congelada inmediatamente en nitrégeno liquido. El
andlisis de a-tocoferol en el L. thoracis se realizé segun el método utilizado por Lyan et al.
(2001). Mediante cromatografia de gases, se determiné el perfil de acidos grasos en grasa
intramuscular de las muestras de L. thoracis. La extraccion del ARN se realizé usando
TRI@REAGENT (Sigma Life Science). EI ADNc fue obtenido utilizando el kit SuperScript®Iil
Reverse Transcriptase (Invitrogen). El analisis de expresion fue realizado mediante PCR
cuantitativa a tiempo real (SYBR green). En el presente trabajo para normalizar los
resultados de expresion de los genes de interés hemos testado la estabilidad de 3 genes de
expresion constitutiva (B2M, RPL19 y YWHAZ) junto con los genes de interés (SCD,
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FADS1, FADS2, ELOVL5 y ELOVL6) utilizando el procedimiento MIXED del SAS (Serrano
et al,, 2011). Finalmente los datos normalizados se transformaron en n-veces (en inglés fold-
change) relativo al grupo control.

La influencia de la inclusién de vitamina E en la dieta sobre la expresion relativa de los
genes de interés se estudié con el programa SAS 9.1 empleando el procedimiento MIXED
segun la metodologia descrita por Steibel et al. 2009, en el que se incluyeron como efecto
fijo el tratamiento y como covariable el peso al sacrificio. Los efectos aleatorios fueron el
animal y el residuo. Se establecié6 un segundo modelo en el que los dias de ingestion de
pienso con vitamina E fue incluido como covariable en vez del tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION
El efecto del tiempo de suplementacién con a-tocoferol en el musculo L.thoracis fue
significativo (P<0.001). A partir de 7 dias el contenido de a-tocoferol (0.60 upg/gr carne
fresca) comenzd a aumentar respecto al grupo Control (0.17 ug/gr carne fresca) siendo
significativo a 14 dias de ingestion (1.11 pg/gr carne fresca; P<0.001). El grupo alfalfa
mostré valores de a-tocoferol cercanos a los alcanzados por el grupo VE10d (0.57 pg/gr
carne fresca). El contenido de EPA, DPA y DHA, que son productos de sintesis de las
enzimas FADST1, ELOVL5y FADS2, aument6 significativamente en los corderos en pastoreo
(P<0.001) con respecto a los tratamientos con concentrado. Estos resultados son
consistentes con lo encontrado por otros autores, en los que los animales alimentados con
pasto fresco tienen un alto contenido de AGPI tanto en la leche como en la carne (Woods &
Fearon, 2009). Respecto a los animales alimentados con vitamina E durante diferentes dias,
se observé que el contenido de EPA fue mayor en el grupo VE30d, aunque solo se observo
una tendencia (VE30d vs VE10d; P=0.06). El mismo efecto se observd para DPA y DHA,
aunque no se encontraron diferencias significativas. Esta falta de significacion puede ser
debida a que los animales eran muy jovenes y el periodo de estudio fue muy corto por lo que
no se puede registrar efectos a largo plazo.
El gen YWHAZ fue el mas estable de los genes control estudiados, eligiendo este para
normalizar la expresion génica. El efecto de los dias de ingesta de vitamina E sobre la
expresion génica relativa fue muy significativo para los genes ELOVL6'y FADS1 (P<0.001),
significativo en ELOVL5 y FADS2 (P<0.05), y no significativo para SCD. Al categorizar los
grupos de vitamina E en tres subgrupos (VE10d, VE20d y VE30d) para poder calcular el
cambio de expresion o “fold change” entre los diferentes grupos, se observaron diferencias
significativas en la expresion génica relativa entre diferentes tratamientos de los genes SCD,
FADS2, ELOVL5y ELOVLE6 (Figura 1). En SCD, el grupo VE30d mostré mayores niveles de
expresion, 14 veces mas que el grupo VE10d (P=0.02), encontrando solo una tendencia con
el grupo Alfalfa (P=0.06), lo que parece indicar que la vitamina E modula la expresion de
SCD. Como en estudios anteriores, se observd que los corderos alimentados con
concentrado tenian mayor expresién de SCD que los del grupo alfalfa, asi como menor
contenido de ALC y &cidos grasos omega 3 (Dervishi et al. 2010). La expresion de ELOVLE,
ELOVL5y FADS2 sigui6é un mismo patrén, observandose un incremento de la expresion en
el grupo VE10d en los tres casos. En el caso de ELOVL6 y FADS2 este aumento fue muy
significativo (P<0.001), siendo los niveles de expresion del grupo de animales VE10d, 80 y
73 veces mas que el grupo Control, respectivamente. Al incrementarse los dias de
exposicion a la vitamina E, la expresion se atenla, estando el tratamiento VE20d 12 veces
mas expresado que el grupo Control para ELOVL6 (P=0.008) y 9 veces mas para FASD2
(P=0.01), no encontrandose diferencias significativas entre VE30d y el grupo Control. Este
aumento significativo de la expresién en el grupo VE10d puede estar ligado al incremento
que observamos en el contenido de a-tocoferol en el mlsculo a partir de 7 dias de ingesta.
En cuanto al efecto de la expresién génica sobre el contenido de los AGPI s6lo se observé
que el contenido de EPA estaba influenciado por la expresion génica de FADS? (P=0.02).
En el presente estudio, el incremento observado en el contenido de EPA, DPA y DHA es
principalmente debido a la dieta y no a la sintesis de novo, no encontrandose diferencias
significativas en estos acidos grasos en funcion del tiempo de alimentacién con vitamina E.
Estos resultados sugieren que la vitamina E es un posible regulador de la expresién génica
de estos genes, modificando su expresion en los animales que han consumido un pienso
enriquecido con acetato de a-tocoferol.
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EFFECT OF FINISHING PERIOD LENGTH WITH VITAMIN E SUPPLEMENTATION ON
LONG CHAIN FATTY ACID CONTENT AND EXPRESSION OF GENES RELATED TO
LIPID METABOLISM IN L. THORACIS MUSCLE OF LIGHT LAMBS

ABSTRACT. Light lambs (n=62) were allocated in 5 groups: 8 lambs with their dams grazing
alfalfa, 12 lambs indoors fed commercial concentrate from weaning to slaughter and the rest
of lambs were fed concentrate supplemented with 500 mg of dl-a-tocopheryl acetate/kg
concentrate for different days before slaughter (VE10d, VE20d and VE30d), and kept
indoors. In L.thoracis muscle the period length of supplementation with a-tocopherol had
significant influence increasing the content until the end of the study. EPA, DPA and DHA
content increased significantly (P<0.001) in alfalfa lambs respect to concentrate lambs. SCD
expression had higher levels in VE30d. ELOVL5, ELOVL6 and FADS2 showed similar
expression pattern, increasing the expression in VE10d. The data indicated that
supplemented diet with vitamin E is a factor affecting SCD, ELOVL6, ELOVL5 and FADS2
gene expression and alfalfa grazing affects PUFA content.

Keywords: a-tocopherol, vitamin E, gen expression, sheep
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Figura 1. Log2 (FC,Fold change) para los contrastes entre grupos alternativos para
ELOVL6, ELOVLS, FADS2 y SCD. Solo se indican contrastes significativos. (P<0.05%
P<0.01%*, P<0.001*** y P<0.0001****). Las barras indican el intervalo de confianza al 95%
(FCup-FClow).
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EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LINO SOBRE LA EXPRESION GENICA DE
ENZIMAS LIPOGENICAS EN EL TEJIDO GRASO SUBCUTANEO E INTRAMUSCULAR
DE CORDEROS
Urrutia, O., Soret, B., Mendizabal, J.A, Insausti, K., Purroy, A. y Arana, A.

ETSIA. Universidad Publica de Navarra, 31006 Pamplona. olaia.urrutia@unavarra.es

INTRODUCCION
Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) n3, sobre todo el &cido linoléico conjugado (CLA),
y los acidos grasos de cadena larga (LCPUFA), se consideran saludables (Wood et al.,
2004), por lo que es de interés aumentar su contenido en la carne de los rumiantes.
Waters et al. (2009) y Hiller et al. (2011) observaron que la inclusion de semilla de lino, rico
en acido a-linolénico (ALA), en la dieta de terneros provocaba un aumento en el contenido
de n3 PUFA, C18:1t11 (VA) y ALA, pero no produjo un aumento del 9c11tCLA (formado a
partir del VA) ni de los LCPUFA como el EPA, DPA y DHA (sintetizados a partir del ALA).
Esto probablemente se deba a la inhibicién que ejercen los PUFA n3 sobre el gen stearoyl-
CoA desaturase (SCD) y sobre las enzimas implicadas en la biosintesis de los LCPUFA
(Fatty acid desaturase 1 (FADS1) y 2 (FASD2) y Fatty acid elongase 5 (ELOVLS5)). Ademas,
estos autores observaron que la inclusion de PUFA n3 en la dieta de los animales
provocaba una regulacion diferente, tanto a nivel gendmico como proteico, de las enzimas
implicadas en la lipogénesis en los depdsitos grasos subcutaneo (SC) e intramuscular (IM).
Por otro lado, Arana et al. (1998) constataron que los procesos de hipertrofia e hiperplasia
contribuyen de forma diferente al desarrollo de los depositos grasos SC e IM.
Por ello, el objetivo del presente trabajo ha sido estudiar el efecto de la inclusion de lino en
la dieta de corderos sobre la expresion de genes lipogénicos en los tejidos SC e IM y
analizar si la expresion de estos genes sigue un patron diferente en cada deposito.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 33 corderos machos de raza Navarra distribuidos en tres grupos (n=11) y
alimentados con distintos piensos isoproteicos: Lote control (C; concentrado comercial,
%ALA=4,43); Lote L-5 (pienso con un 5% de semilla de lino, %ALA=18,96); Lote L-10
(pienso con un 10% de semilla de lino, %ALA=33,49). El crecimiento, la grasa acumulada y
las caracteristicas de la canal de los corderos de los tres lotes fueron similares (Arana et al.,
2010). Tras el sacrificio de los corderos (26 kg), se tomaron muestras de grasa SC e IM
(musculo longissimus dorsi). Se determiné el diametro de los adipocitos (Arana et al., 1998)
y el analisis de acidos grasos (AGs) se realizé por el método descrito en Aldai et al. (2005).
La extraccion de ARN total y la sintesis del ADNc se realizaron mediante kits comerciales.
Los genes estudiados fueron: Acetil-CoA carboxylase (ACACA), Lipoprotein lipase (LPL),
SCD, FADS1, FASD2 y ELOVL5; como control endégeno se utilizé la B-actina. Las
reacciones de amplificacién, usando pooles de cada uno de los lotes, se realizaron en un
volumen total de 25 pl (5 pl de ADNc, 5 uM de cada oligonucleétido y 5 yl SYBR Premix Ex
Taq (Takara)). La cuantificacion relativa de la expresion (método AACt) y el andlisis
estadistico se realiz6 con el programa REST®O algorithm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se muestra en la Tabla 1, no se observaron diferencias entre los lotes de corderos en
el tamano de los adipocitos de ambos depositos, lo que concordaria con el hecho de que la
cantidad de grasa sea similar. Los adipocitos del depésito SC fueron de mayor tamafo que
los del depésito IM, indicando que en el depodsito SC es mas importante la hipertrofia celular
(mayor acumulacién de lipidos neutros) mientras que en el depdsito IM interviene mas la
hiperplasia (células de menor tamano) y por tanto la contribucion de los PUFA a los
fosfolipidos (PL) de las membranas de los adipocitos representaria un mayor porcentaje.

En ambos depdsitos aumento significativamente el % de ALA, de VA y de n3, disminuyendo
el % de LA y de n6 en el lote L10 (P<0,001). Los % de CLA, EPA, DPA'Y DHA no cambiaron
al incluir lino en la dieta de los corderos. En ambos depdsitos se observo una disminucion de
la sintesis de LCPUFA n3 (P<0,001) mientras que la formacién de n6 LCPUFA no vari6 en
ambos depositos respecto al lote control. El hecho de que la biosintesis de los n6 LCPUFA
no disminuyera, como ocurrié en el caso de los n3, podria ser indicativo del importante papel
que los AGs n6 juegan en la composicion de los PL de las membranas celulares. Por otro
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lado, un menor valor del ratio n6/n3 y el mayor contenido en n6 LCPUFA en el deposito IM
indicarian que la biosintesis de estos AGs tendria una mayor relevancia debido a que este
deposito presenta células mas pequenas y por tanto, mayor superficie de membrana celular,
a igual cantidad de grasa, que el deposito SC.

En la Tabla 2 se muestra la expresion de los principales genes lipogénicos de los corderos
de los tres lotes. Los resultados de la expresién del gen LPL, enzima responsable de la
captacion de AGs exdgenos, muestran un mismo patrén en ambos depésitos. La mayor
disponibilidad de AGs provenientes de los piensos suplementados con un 5% de lino, habria
provocado el incremento de la expresion del gen respecto al lote C.

Por otro lado, la incorporacion mas alta de dichos AGs exdgenos habria provocado la
disminucién en la biosintesis de AGs en ambos depdsitos, mediante la represion de la
expresion génica de la ACACA, implicada en la sintesis de AGs de novo.

En cuanto al gen SCD, la mayor concentracion de PUFA n3 provocé una represion de su
expresion en los dos depoésitos que, posiblemente, evitd un aumento en el contenido en
9c11tCLA a pesar del aumento de VA (L-5y L-10) (Tabla 1).

La expresion de los genes implicados en la biosintesis de LCPUFA (FADS1, FASDZ2 y
ELOVLS5) fue diferente en cada depésito graso cuando se incluyd lino en la dieta. En el tejido
graso SC, no caus6 variacion en la expresion de ninguno de los genes. En cambio, en el
tejido IM, se observé una inhibicién en la expresion de FADS71 y FADS2. La respuesta
observada en el tejido IM pero no en el SC, podria tener como fin mantener la composicién
de AGs de las membranas celulares ya que los adipocitos IM tienen menor capacidad de
almacenamiento de AG n3; asi no se alteraria ni su fluidez ni su funcion fisioldgica.

En definitiva, podria concluirse que en esta experiencia la expresion de los genes implicados
en la formacion de AGs saturados y monoinsaturados (ACACA y SCD) sigue un mismo
patrén tanto en el depdsito graso SC como IM. Sin embargo, la expresién de los genes
encargados de la biosintesis de LCPUFA tendria una regulacion diferente en cada depdsito
adiposo.
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Tabla 1. Diametro de los adipocitos (um) y composicion de los acidos grasos (%) del
depdsito graso subcutaneo (SC) e intramuscular (IM) de los corderos en funcion de la dieta
(C: pienso comercial; L-5: 5% de lino; L-10: 10% de lino).

c L-5 L-10 E.E. P
Diametro de los adipocitos
Tejido SC 80,1 85,7 79,3 35 0,46
Tejido IM 33,5 35,7 35,8 0,23 0,62
Composicion de acidos grasos
Tejido SC
C18:1t11 (VA) 8,88° 10,92* 11,85 0,567 0,003
C18:2n6c9c12 (LA) 436°  3.00° 2.61° 0.193 <0.001
C18:3n3c9,c12,c15 (ALA) 0,64° 1,10* 1,18 0,087 <0,001
C20:5n3 (EPA) 0,02 0,01 0,02 0,000 0,688
C22:5n3¢7,c10,c13,c16,c19 (DPA) 0,04 0,03 0,03 0,008 0,273
C22:6n3c4,c7,c10,c13,c16,c19 (DHA) - - -
né 494° 363" 348" 0,193 <0,001
n3 0,89° 1,33  149° 0,090 <0,001
CLA 0,29 0,26 0,31 0,020 0,204
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indice n3, (EPA+DPA+DHA)/ALA 0,08  0,04° 0,04° 0,005 <0,001
Indice n6, (y-LA+C20:3+AA+C22:4)/LA  0,07° 0,08®° 0,09 0,005 0,038

Tejido IM
C18:1t11 (VA) 469° 582*  710° 0,423 <0,001
C18:2n6c9c12 (LA) 7,10 6,28 568° 0,340 0,019
C18:3n3c9,c12,c15 (ALA) 0,47° 092 1,11 0,080 <0,001
C20:5n3 (EPA) 0,11 0,12 0,15 0,017 0,278
C22:5n3¢7,c10,c13,c16,c19 (DPA) 0,14 0,13 0,11 0,020 0,417
C22:6n3c4,c7,¢10,¢13,¢16,c19 (DHA) 0,05 0,02 0,02 0,000 0,186
né 9,50° 8,49 788" 0,467 0,058
n3 0,83° 1,35  1,58° 0,087 <0,001
CLA 0,30 0,28 0,28 0,023 0,776
indice n3, (EPA+DPA+DHA)/ALA 0,59° 0,27° 026" 0,055 <0,001

Indice n6, (y-LA+C20:3+AA+C22:4)/LA 0,31 0,32 d,31 0,014 0,761

Tabla 2. Expresion de genes lipogénicos del depdsito graso subcutaneo (SC) e
intramuscular (IM) de los corderos en funcion de la dieta (L-5: 5% de lino; L-10: 10% de lino).

Gen Tejido Lote Expresion Error Estandar P(H1)* Resultado
L5/L10
8 Actina 1
ACACA SC L-5/L-10 0,647/0,29 0,123-2,849/0,049-1,265 0,243/0,001 /Down

IM_ L-5/L-10 0,009/0,002 0,002-0,044/0,001-0,011 0/0 Down/Down

LPL SC L-5/L-10 3,48/1,254 1,738-6,850/0,577-2,664 0/0,197 Up/
IM_ L-5/L-10 4,347/1,282 1,665-16,19/0,384-3,513 0,005/0,706 Up/

SCD SC L-5/L-10 1,269/0,355 0,608-2,482/0,141-0,823 0,169/0 /Down
M L-5/L-10 0,602/0,282 0,180-2,083/0,096-0,826 0,154/0 /Down

FASD1 SC L-5/L-10 0,432/0,606 0,166-1,474/0,209-1,589 0,169/0,373 /
M L-5/L-10 0,068/0,053 0,014-0,498/0,005-0,457 0/0,003 Down/Down

FASD2 SC L-5/L-10 0,541/0,411 0,177-1,391/0,124-1,479 0,299/0,129 /

IM_ L-5/L-10 0,1/3,063  0,024-0,302/1,152-9,205 0,007/0,12 Down/

ELOVL5 SC L-5/L-10 1,499/0,305 0,353-2,969/0,053-1,853 0,397/0,255
IM L-5/L-10 No detectado

*P (H1): Probabilidad de la hipétesis alternativa de que la diferencia entre los lotes con lino y
el control sea solamente por azar.

EFFECT OF LINSEED INCLUSION ON THE GENE EXPRESSION OF LIPOGENIC
ENZYMES IN SUBCUTANEOUS AND INTRAMUSCULAR ADIPOSE TISSUE OF LAMBS

ABSTRACT: The aim of this work was to study the effect of the inclusion in the diet of
linseed, rich in a-linolenic acid (ALA), on the gene expression of lipogenic enzymes in
subcutaneous (SC) and intramuscular (IM) adipose tissue in 3 groups of lambs: C
(concentrate), L-5 (concentrate+5% of linseed) and L-10 (concentrate+10% of linseed). The
expression of Acetil-CoA carboxylase (ACACA), Lipoprotein lipase (LPL), stearoyl-CoA
desaturase (SCD), Fatty acid desaturase 1 (FADS1) and 2 (FADS2) and Fatty acid elongase
5 (ELOVLS5) were quantified by real time RT-PCR.

The inclusion of linseed caused a decrease in the ACACA and SCD gene expression
(P<0.001) and LPL gene expression was higher in L-5 group than in the L-10 and C groups
(P<0.001) in both depots. The results showed that the gene expression of some genes has a
tissue-specific regulation when linseed is included in the diet: the expression of FADST,
FADS2 and ELOVLS5 genes did not change in the SC tissue whereas in the IM tissue mRNA
the quantity of some of these genes decreased probably due to the inhibitory effect of ALA.

Keywords: fatty acids, linseed, lamb, lipogenic gene expression
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PERFILES DE EXPRESION GENICA ASOCIADOS A PH MUSCULAR 24H POST-
MORTEM EN PORCINO
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INTRODUCCION

El musculo de los animales sufre después del sacrificio una serie de cambios bioquimicos
que confieren a la carne sus propiedades de color, sabor, aroma y jugosidad. Estos cambios
se conocen globalmente como maduracién de la carne. Tras el sacrificio se incrementa
progresivamente la cantidad de &cido lactico muscular al consumir las propias reservas de
glucégeno, lo que provoca un descenso progresivo del pH muscular. El valor éptimo de pH
24 horas post-mortem (pH-24) para la correcta maduracion de la carne se encuentra
alrededor de 5,5. Valores superiores o inferiores se asocian a alteraciones en las
propiedades organolépticas de la misma. El pH-24 depende de factores ambientales como
el estrés del animal pero tiene también una fuerte componente genética. Se conocen
algunos genes mayores con efectos importantes sobre estos parametros (p.ej.: RYR1, la
mutacion del cual provoca el sindrome del estrés porcino). Sin embargo, tenemos un gran
desconocimiento sobre las redes de interaccion génica que intervienen en la caida del pH-
24 muscular. Este trabajo tiene como objetivo dar un primer paso hacia este conocimiento a
partir perfiles de transcriptomicos de musculo porcino longissimus thoracis (Lt).

MATERIAL Y METODOS
Material animal y datos fenotipicos: En este estudio se utilizaron 110 animales
procedentes de un retrocruce experimental (RC2) Ibérico (25%) x Landrace (75%)
mantenidos en condiciones estandar de manejo y alimentacion y sacrificados a una edad
media de 179.9 + 2.6 dias. Teniendo en cuenta la gran influencia de la gestién ante-mortem
en la calidad de la carne se observaron estrictamente las pautas de manejo durante el viaje
y espera en el matadero. El pH-24 fue medido directamente en el musculo Lt refrigerado a
4°C. En el matadero se tomaron muestras del musculo Lt que fueron congeladas en
nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C hasta su andlisis.

Aislamiento de ARN e hibridacién en microarrays: Se aisl6 ARN total del misculo Lt
utilizando el kit RiboPure (Ambion). Tras un analisis de calidad del mismo, el ARN total de
108 muestras de Lt se hibrid6 individualmente en GeneChip Porcine Genome microarrays
(Affymetrix) siguiendo los protocolos desarrollados por esta casa comercial.

Analisis entre el pH-24 y los datos de expresion génica: Tras un andlisis de calidad
aplicando los paquetes de AFFY y SIMPLEAFFY del Bioconductor (Gentleman et al., 2004),
los datos de 103 microarrays fueron normalizados con el algoritmo gcRMA y un total de
5.637 sondas fueron escogidas para los analisis estadisticos. EI modelo utilizado para
identificar genes con patrones de expresién relacionada con el pH-24 fue un modelo mixto
con covariable continua. Se asumié una varianza del error homogénea y se consideraron los
factores: media de cada sonda (103 individuos), lote de sacrificio (3 niveles) y sexo (2
niveles). El modelo fue resuelto mediante el programa GEAMM v4 (Casellas et al., 2008).
Como criterio para seleccionar los genes que muestran cambios en su patrén de expresion
en relacién al pH-24, se aplicé la correccién por contraste mdultiple mediante el False
Discovery Rate (g-value <0.1) propuesto por Benjamini y Hochberg (1995).

Anotacion funcional de los genes correlacionados con el pH-24: Con el fin de resumir la
funcionalidad de los genes de expresion correlacionada con el pH-24 se realizd, mediante la
base de datos Reactome (http://www.reactome.org), un analisis funcional in silico de
términos ontoldgicos asociados y su distribucion en vias metabdlicas (base de datos KEGG).
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Validacion de los resultados por PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR): Para este
experimento se tomé un subgrupo de 36 animales representativos de los datos globales de
pH-24 de la poblacion (Figura 1). Se seleccionaron inicialmente seis genes segin su
funcion, representando a varias rutas metabdlicas y de regulacion génica muscular (Figura
2). El ARN muscular (1 pg) fue retrotranscrito con hexameros aleatorios y retrotranscriptasa
Revert-Aid (Fermentas) 1h a 42°C. La reaccion de amplificacion se realizé por triplicado y
contenia 1x SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 200 nM de primers y 3 pl de
ADNCc diluido 1:30, con el siguiente ciclo de temperaturas: 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15s a
95°C y 1 min a 60°C. La cuantificacion y normalizacion de los datos se realizé por el método
AACt utilizando dos genes de referencia (HPRT
y RPL32). Los valores de expresion de cada
gen obtenidos en este ensayo fueron validados
ajustando el mismo modelo mixto utilizado en
los andlisis de los datos de expresion
procedentes del microarray.

pH-24 = SELECCIONADOS qPCR  ETOTAL POBLACION

40

Figura 1. Distribucion de los animales en la °

poblacion RC2 y en el subgrupo de animales 1o
seleccionados para el experimento de
validacion por qPCR, en relacion a sus valores  °
de pH muscular 24h post-mortem

5.0 5.2 54 s5g

58 60 62 64

RESULTADOS Y DISCUSION
Rutas metabdlicas y de regulacion génica relacionadas con el pH-24:

A partir de los perfiles transcriptomicos globales del musculo Lt de 103 cerdos retrocruzados
hemos identificado un total de 827 sondas correlacionadas con el pH-24 (FDR<0.1) que
corresponden, tras su anotacion, a 722 genes unicos. La clasificacion funcional de estos
genes muestra varias rutas involucradas en la adaptacion del musculo a situaciones de
hipoxia (Figura 2). Por una parte, la falta de oxigeno imposibilita la obtenciéon de energia a
través de la glucolisis aerdbica (respiracion oxidativa mitocondrial). Como mecanismo
compensatorio se activa la glucdlisis anaerdbica donde el piruvato se transforma en lactato,
ATP y H*, alterando el pH celular. Este paso se retroalimenta por la activacion de canales
i6nicos por las altas concentraciones de lactato, lo que incrementa la demanda energética al
promover la contraccion muscular. Otras fuentes de H* activadas por la hipoxia son las
ATPasas y kinasas. Por otra parte, otro grupo de mecanismos activado en estas condiciones
son las respuestas al estrés celular, incluyendo el control de la apoptosis (regulacién del
proteosoma, reparacion del ADN) y la regulacion de la expresiéon de genes. Esta regulacion
se da tanto a nivel transcripcional, activando genes relacionados con la supervivencia
celular, como post-transcripcional, modificando la traduccion de los ARNm para adaptar la
produccién de proteinas a la demanda metabdlica. Es notable que en la lista de 722 genes
cuya expresion se correlaciona con el pH-24 se vean representadas todas estas rutas
(Figura 2). Este hecho indica que los cambios transcripcionales (sobre la actividad de los
genes) y post-transcripcionales (sobre los ARNm) se ejercen sobre genes con funciones
tanto metabdlicas como de regulacion. Dos hechos son destacables: por un lado, la gran
presencia de factores de transcripcion (unos 120 genes) y, por otro, la casi ausencia de
proteinas estructurales, indicando su escasa relacion con la supervivencia del masculo a la
hipoxia celular. Actualmente estamos validando algunos de estos resultados en genes
representativos de las rutas mas relevantes mediante PCR cuantitativa a tiempo real (Tabla
1). Los primeros resultados muestran que, aunque se valida la correlacion entre la expresion
de algunos de estos genes y el pH-24, existe una baja correlaciéon entre los datos de
expresion medidos por gPCR y por hibridacién en microarrays (Tabla 1).
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Tabla 1. Coeficiente de regresion (b) entre la expresion génica y el pH muscular 24h post-
mortem en datos de expresion obtenidos por microarray (mA) y PCR cuantitativa (QPCR) y
coeficiente de correlacion de Spearman (r) entre ambos grupos de datos.

Acrénimo Gen microarray gPCR r(mA, gPCR)

b p-value b p-value r p-value
IRS2 Insulin receptor substrate 2 0.458 0.00004 72.25 0.042 0.295 0.075
DNAJBg  DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, 0.478 0.00006 317.04 0.002 0.866 <0.0001

member 9
PDK4 Pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 0.489 0.00008 54.35 0.012 0.711 <0.0001

SLC2A12 Solute carrier family 2 (glucosetransporter), 0336 00013 4169 0150 0.045 0.789

member 12
ATPsVoB fTFase tix lransporting, lysosomal 21kDa, ¢ 567 00023 65.06 0.038 0.192  0.255
MAP2K3 Mitogen-activated protein kinase 3 0.334 0.0034 185.34 0.003 0.811<0.0001
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Figura 2: Esquema de las rutas metabdlicas y de regulacion génica relacionadas con el pH
muscular 24h post-mortem. Los acronimos corresponden a los genes mas relevantes
identificados en cada funcion.

GENE EXPRESSION PROFILES ASSOCIATED WITH MUSCULAR PH AT 24H POST-
MORTEM IN SWINE

ABSTRACT: At slaughter the muscle of livestock animals undergoes biochemical changes
that give the meat its colour, flavour, aroma and juiciness. These include a gradual
accumulation of lactic acid by consuming muscle glycogen, leading to a drop in muscle pH.
The optimal pH 24 h post-mortem (pH-24) for proper maturation of meat is about 5.5. Higher
or lower values are associated with alterations in the organoleptic properties. The pH-24
depends on environmental factors but also has a strong genetic component, although there
is little knowledge about gene interaction networks involved in the drop of muscular pH.
Using global transcriptomic data of longissimus thoracis muscle of 103 backcrossed pigs we
identified 827 probes correlated with pH-24 (FDR <0.1) corresponding to 722 unique genes.
Functional classification of these genes shows a net of pathways involved in muscle
adaptation to hypoxia, which includes the activation of anaerobic glycolysis, regulation of
apoptosis (proteasome regulation, DNA repair) and of gene expression at transcriptional and
post-transcriptional level by activating genes related to cell survival and adapting protein
production to the metabolic needs. Two facts are remarkable: first, the large presence of
transcription factors (120 genes) and, second, the near absence of structural protein,
indicating a poor relationship with the response to hypoxia.

Keywords: ultimate pH, muscle, transcriptomics, pig
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INTRODUCCION
Los avances en las técnicas de secuenciacion masiva y el correspondiente manejo de gran
volumen de datos nos permiten explorar el transcriptoma de forma cada vez mas rapida y
precisa (Trapnell et al., 2012). La metodologia de RNA-Seq permite estimar la expresion
génica a partir del nimero de secuencias mapeadas para cada transcrito y aporta,
ademas, informacion sobre nuevos genes, procesamiento alternativo del ARNm, utilizacion
de diferentes promotores y sefiales de terminaciéon de la transcripcion. Sin embargo,
actualmente existen pocos trabajos donde se haya analizado el transcriptoma de animales
de interés productivo como el cerdo (Esteve-Codina et al., 2011; Chen et al., 2011;
Ramayo-Caldas et al., 2012b; Yu et al., 2013).
La composicion de acidos grasos en el musculo es especialmente importante en la
determinacion de la terneza y el sabor de la carne, afectando a su estabilidad oxidativa
durante el procesado de los productos curados (Wood et al., 2008). Ademas, ha adquirido
recientemente una mayor importancia debido a su impacto sobre la salud humana (Yu et
al., 2013). Se trata de un caracter complejo, determinado 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 para la
composicién de acidos grasos.
El objetivo del presente trabajo consiste en analizar el transcriptoma del misculo en cerdos
(25% Ibérico, 75% Landrace) con fenotipo extremo para la composicion de acidos grasos
en grasa intramuscular. Los resultados obtenidos nos pueden ayudar en la identificacion de
los genes y redes génicas implicados en la regulacion de la composicion y el metabolismo
de los acidos grasos en musculo.

MATERIAL Y METODOS
Material animal: El material utilizado en este trabajo procede de un cruce entre 3 machos
Ibéricos (Guadyerbas) con 31 madres Landrace (Pérez-Enciso et al., 2000). Cinco
animales de la generaciéon F1 fueron cruzados con 26 madres Landrace obteniendo 144
animales (BC1_LD). Se recogieron muestras del musculo Longissimus dorsi de estos
animales que fueron congeladas con nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C.
Se seleccionaron 12 animales BC1_LD pertenecientes a dos grupos extremos, Low (L) y
High (H), a partir del primer componente de un andlisis de componentes principales para la
composicién de acidos grasos en musculo (Ramayo et al., 2012b). Con el objetivo de
eliminar la variabilidad atribuible al sexo, sélo se seleccionaron hembras.
Extraccion de ARN y secuenciacion: Se aislo el ARN total a partir de las muestras del
musculo Longissimus dorsi de los 12 animales seleccionados utilizando el kit RiboPure™
(Ambion). EI ARN total se cuantific6 en un espectrofotémetro NanoDrop ND-1000
(NanoDrop products). La pureza y la integridad del ARN se verificaron utilizando un
Bioanalyzer-2100 (Agilent Technologies). Las secuencias se generaron en el CNAG
(Centro Nacional de Andlisis Gendmico) utilizando un equipo Hi-Sec 2000 (lllumina) con
una longitud de 75 pb y extremos pareados.
Mapeo y anotacion de las lecturas: Se utilizé el programa FASTQC para el control de
calidad de las lecturas [http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/]. Las lecturas
fueron indexadas con BOWTIE 2.0.0-beta7 (Langmead et al., 2009) y a su vez mapeadas
contra la secuencia de referencia del genoma del cerdo (Sscrofa10.2), utilizando el
programa TopHat v2.0.1 (Trapnell et al., 2009) con un maximo de tolerancia de dos
nucleétidos distintos por cada lectura. Los archivos bam resultantes que contenian las
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secuencias alineadas, se fusionaron mediante el programa Samtools (Li et al., 2009). Se
anotaron las lecturas utilizando la opcion intersectBed del programa BEDtools (Quinlan et
al., 2010). Los transcritos fueron ensamblados con el programa Cufflinks (Trapnell et al.,
2010) y Samtools fue empleado para determinar los estadisticos relacionados con el
mapeo.

Analisis de genes diferencialmente expresados: El nimero de lecturas que mapean en
cada gen fue determinado con el programa Qualimap v0.5 (Garcia-Alcalde et al., 2012).
Para identificar los genes expresados diferencialmente entre grupos se utilizaron los
paquetes DESeq (Anders et al., 2010) y EdgeR (Robinson et al., 2010), seleccionando
aquellos genes con un fold change=1,2 y un p-value<0,01 (equivalente a un FDR<0,1).
Finalmente, se identificaron las funciones biolégicas mas relevantes mediante FatiGO de
Babelomics 4.3 [http://babelomics.bioinfo.cipf.es] (FDR<0,1) utilizando como bases de
datos KEGG (http://www.genome.jp/kegg), Reactome (http://www.reactome.org) y GO
(http://www.geneontology.org).

RESULTADOS Y DISCUSION
Doce muestras del musculo Longissimus dorsi de hembras con fenotipos extremos para la
composicién de acidos grasos en grasa intramuscular fueron analizadas mediante RNA-
Seq en un Hi-Seq de lllumina. Se obtuvieron un total de 787,5 M de lecturas pareadas de
75 pb. El 84,3% (75,3%-86,6%) de los transcritos fueron asignados al genoma de
referencia, de los cuales, aproximadamente el 13,8%, no tuvieron una localizacion Unica. El
porcentaje de lecturas mapeadas fue mayor que el descrito previamente (71,4%-77,7%)
por Ramayo-Caldas et al. (2012b) en un analisis del transcriptoma de higado. Esta
diferencia podria deberse al uso de distintas versiones del genoma de referencia, mientras
que Ramayo-Caldas et al. (2012b) utilizé la version Sscrofa 9.61, en el presente trabajo se
ha utilizado la versién mas reciente Sscrofa 10.2. Del total de lecturas mapeadas, el 85,9%
correspondid a genes anotados, el 93,0% se localizé en exones y sélo el 7,0% en intrones.
El 14,1% de las lecturas mapearon en regiones intergénicas, lo que indica que se localizan
en genes o exones de genes no anotados en el genoma de referencia.
Una vez ensamblados los transcritos, el 60,8% de las lecturas mapearon sobre exones. El
21,3% se identificaron como posibles nuevas isoformas y un 16,4% como transcritos
intergénicos. Se identificaron un total de 314 genes diferencialmente expresados entre
grupos con EdgeR y 208 con DESeq. Para identificar las rutas metabodlicas mas
sobrerepresentadas se seleccionaron los 131 genes que resultaban diferencialmente
expresados por los dos programas (Figura 1). Dieciocho corresponden a genes candidatos
localizados en regiones gendémicas asociadas con la composicion de acidos grasos en
musculo en un estudio GWAS (Ramayo-Caldas et al., 2012a). Las rutas metabdlicas mas
sobrerepresentadas fueron la ruta de sefalizacion de los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPAR) y la de la insulina (KEGG), ambas vias relacionadas
con el metabolismo de acidos grasos, la ruta del metabolismo de lipidos y lipoproteinas
(Reactome) y el desarrollo del musculo (GO) (Tabla 1). Estos resultados se ajustan con los
descritos por Ramayo-Caldas et al. (2012b) analizando el transcriptoma del higado, donde
la sefalizacion del PPAR se identificé como una de las principales rutas metabolicas. Por
tanto, estos resultados concuerdan con las diferencias fenotipicas de los animales
analizados.
Debido al gran impacto que la composicion de acidos grasos tiene sobre la calidad de la
carne, estos resultados pueden ser de gran valor econémico en los programas de
seleccion para la industria porcina con el fin de mejorar la calidad de la carne desde el
punto de vista sensorial y nutricional. ElI conocimiento de las rutas metabdlicas de los
acidos grasos en cerdo y su regulaciéon, puede servir también como modelo para
enfermedades humanas como la obesidad o la diabetes (Chen et al., 2011).
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Tabla 1. Rutas metabdlicas sobrerepresentadas
utilizando el programa Babelomics 4.3 de los genes
diferencialmente expresados entre los dos grupos con
fenotipos extremos para la composicion intramuscular de
4cidos grasos.

DESeq

Ruta Metabdlica UG N® genes Sl
datos (p-value)
Metabolismo de alanina, KEGG 3 6.2x10*
aspartato y glutamato
Via de sefalizaciéon del PPAR KEGG 4 7,0x1 o*
Via de sefalizacion de lainsulina  KEGG 5 1,5x10
. , Metabolismo de lipidos »
Figura 1. Diagrama de pidosy Reactome 6 1,6x10™

lipoproteinas
Venn de los genes pop

diferencialmente Hemostasis Reactome 7 4,8x10™

expresados  utilizando Respuesta a sustratos organicos GO 24 3,4x107

los programas DESeq y

EdgeR. Desarrollo del érgano muscular GO 12 3,6x10°
Biosintesis de carbohidratos GO 8 1,4x1 o*

Respuesta a estimulos

GO 16 2,5x10™
hormonales

SWINE MUSCLE TRANSCRIPTOME VARIATION IN PHENOTIPICALLY EXTREME
ANIMALS FOR FATTY ACIDS COMPOSITION

ABSTRACT: The aim of this study was to explore the muscle (Longissimus dorsi)
transcriptome and to identify differentially expressed genes among pigs with extreme
phenotypes for muscle fatty acid profile. Here, we sequenced the muscle transcriptome of
12 females with divergent phenotypes belonging to an Iberian X Landrace backcross.
Differential expression analysis identified 131 genes. Pathway analysis revealed that the
most statistically significant metabolic pathways were PPAR signalling, insulin signalling, as
well as, metabolism of lipids and lipoproteins. Moreover, 18 of the differentially expressed
genes were located in genomic regions associated with muscle fatty-acid composition in a
GWAS study. The overrepresented pathways are in concordance with the phenotypic
differences observed among the analysed animals. Because fatty acid composition has a
great impact on meat quality in terms of taste and nutritional value, the study of muscle
transcriptome may be important for both consumers and producers.

Keywords: RNA-Seq, Longissimus dorsi, differential expression, fatty acid composition
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CERDOS CON FENOTIPOS EXTREMOS PARA LA COMPOSICION DE ACIDOS
GRASOS EN GRASA INTRAMUSCULAR
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INTRODUCCION

La seleccion artificial realizada en las especies porcinas comerciales ha provocado
cambios en la composicién de acidos grasos de la carne, alterando asi su valor
nutricional y sus propiedades tecnoldgicas. Los 6rganos encargados de regular el
balance de acidos grasos son principalmente el higado y el tejido adiposo, siendo este
ultimo el mas importante en cerdos (O’Hea y Leveille, 1969). Por tanto, resulta de gran
interés el andlisis del transcriptoma del tejido adiposo por su implicacion en la
determinacion de la calidad de la carne porcina. Actualmente, las nuevas tecnologias
de secuenciacion masiva de RNA (RNA-Seq) permiten el analisis completo del
transcriptoma en diferentes individuos con el objetivo de estudiar la variabilidad, tanto
funcional como estructural, entre poblaciones o grupos de animales seleccionados.
Recientemente, nuestro grupo ha analizado el transcriptoma del higado en 10 cerdos
procedentes de un cruce experimental entre I|bérico y Landrace con fenotipos
extremos para la composicion de acidos grasos en grasa intramuscular (Ramayo-
Caldas et al., 2012a). En el presente trabajo se ha secuenciado el transcriptoma del
tejido adiposo (grasa dorsal) en 12 animales de la misma poblacion con el objetivo de
identificar genes diferencialmente expresados y vias metabdlicas relacionadas con
diferencias fenotipicas y genéticas observadas en la composicion de acidos grasos en
grasa intramuscular.

MATERIAL Y METODOS

Material animal: La poblacion utilizada procede de un retrocruce (BC1-LD) entre
verracos F1 (Ibérico x Landrace) y cerdas Landrace. Para este estudio se
seleccionaron un total de 12 animales con fenotipos extremos para la composicién de
acidos grasos en grasa intramuscular del musculo longissimus dorsi: grupos Low (L) y
High (H). La extraccion de ARN total del tejido adiposo (grasa dorsal) se realizé con el
kit RiboPure™ Isolation of High Quality Total RNA (Ambion).

Analisis de transcriptoma por RNA-seq: La secuenciacion se realizé en el CNAG
(Centro Nacional de Analisis Gendémico). Se generd una genoteca paired-end para
cada animal, con insertos de aproximadamente 300 pb, utilizando el TruSeq RNA
Sample Prep Kit v2 (lllumina). Las genotecas fueron secuenciadas en un equipo
llumina HiSeq2000, mediante lecturas de 2x75 pb. Se generaron un total de 462
millones de lecturas.
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Mapeo y ensamblaje de lecturas: El programa FASTQC fue utilizado para determinar
la calidad de las lecturas generadas y sus estadisticos. Estas lecturas fueron
mapeadas contra el genoma de referencia (Sscrofa10.2) usando el programa TopHat
v2.0.1 (Trapnell et al., 2009) y anotadas con la herramienta intersectBED de BEDtools
(Quinlan et al., 2010). Finalmente, los transcritos fueron ensamblados con el programa
Cufflinks v2.0.2 (Trapnell et al., 2012).

Analisis de la expresion génica: Se determind la correlacion entre el total de lecturas
mapeadas para cada gen, obtenidas con el programa QualiMap v0.5 (Garcia-Alcalde
et al., 2012), y los datos de expresién en grasa dorsal procedentes de un Gene-Chip®
Porcine microarray de Affymetrix. Los paquetes de R DESeq (Anders et al., 2010) y
EdgR (Robinson et al., 2010) fueron utilizados para determinar qué genes estaban
diferencialmente expresados (DE) entre los dos grupos. Los genes DE fueron
analizados con la herramienta ClueGO del programa Cytoscape (Bindea et al., 2009),
con el objetivo de identificar las rutas metabolicas sobrerepresentadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la secuenciacion del transcriptoma del tejido adiposo se generaron un total de
462M lecturas pareadas de 75 pb, de las cuales alrededor del 85% fueron mapeadas
sobre la secuencia de referencia del genoma porcino (Sscrofa10.2). Las lecturas
mapearon mayoritariamente en exones tanto antes (66-72%) como después de
ensamblarlas en transcritos (42-55%). Analizando las lecturas mapeadas en cada gen,
se observo un total de 15.687 genes. Su expresion en tejido adiposo estaba altamente
correlacionada entre los grupos H y L (r=0.98). Ademas, los valores de expresion de
RNA-Seq fueron comparados con los obtenidos con microarrays, observandose una
correlacién de Spearman de r=0.68, en concordancia con trabajos previos (Esteve-
Codina et al., 2011; Chen et al., 2011; Ramayo-Caldas et al., 2012a). Para el andlisis
de expresion comparativa, se eliminaron los genes cuya media de lecturas mapeadas
era inferior a 20 (12.731 genes), de los cuales 529 se detectaron como
diferencialmente expresados con el paquete EdgeR y 426 con el DESeq (fold change
> 1,2, p-value < 0,01 y FDR = 0,1). Combinando los resultados de los dos programas
observamos un solapamiento de 372 genes (Figura 1), de los cuales 291 estan
sobreexpresados en el grupo L mientras que 81 se encuentran subexpresados en este
mismo grupo. Un total de 42 de los genes diferencialmente expresados habian sido
identificados previamente en un GWAS para el perfil de acidos grasos en musculo
(Ramayo-Caldas et al., 2012b). Entre las rutas metabolicas sobrerepresentadas cabe
destacar las de sefializacion del calcio, insulina y adipocitoquinas, asi como la ruta de
sintesis de acidos grasos (Tabla 1). Estas rutas de sefializacién regulan una gran
variedad de vias metabdlicas y confirman la importancia del tejido adiposo como
regulador de la homeostasis energética, mas alla de un simple almacén de energia.
Ademas, la sobrerepresentacion de la sintesis de lipidos confirma la implicacién de
este 6rgano en la composicion de acidos grasos en musculo y consecuentemente en
la determinacion de la calidad de la carne en cerdos.
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Tabla 1: Rutas metabolicas sobrerepresentadas en
los genes diferencialmente expresados entre grupos

edgel

(LyH).
Ruta Genes p-value
Contracciéon musculo cardiaco 13 3.95E-07
Cardiomiopatia hipertréfica 12 4.58E-06
Ruta sefalizacién del calcio 15 1.12E-04
Secrecion biliar 9 2.02E-04
Glicolisis / Gluconeogénesis 6 1.97E-02
Sintesis de acidos grasos 2 3.03E-02
Figura 1 Diagrama de Venn de los genes Ruta se?nasllﬁ?n?n dela 8 3.93E-02
diferencialmente expresados, usando los Ruta sefalizacion de
paquetes de R: DESeq y EdgeR. adipocitoquinas S 4.43E-02

DIFFERENTIAL TRANSCRIPTOME ANALYSIS IN ADIPOSE TISSUE OF PIGS
PHENOTYPICALLY EXTREME FOR INTRAMUSCULAR FATTY ACID
COMPOSITION

ABSTRACT: The adipose tissue is one of the main organs implicated in the regulation
of porcine lipid metabolism and it is involved in the overall fatty acid synthesis. New
advances in high-throughput technologies allowed us to characterize the porcine
adipose tissue transcriptome architecture. The main goal of this work was to detect the
over-represented pathways in 12 Iberian x Landrace crossbred pigs showing extreme
phenotypes for intramuscular fatty acid composition (L and H). Data obtained
represents 11.5-fold of the porcine genome and most of the reads were mapped in
coding regions (66-72%). The RNA-Seq expression data shows a high correlation with
microarrays data (r=0.68). A differential expression analysis identified 372 differential-
expressed genes between both groups. In the L group, 291 genes were detected as
up-regulated genes, while only 81 genes were down-regulated. Differential-expressed
genes allowed us to identify over-represented pathways such as fatty acid
biosynthesis, insulin and adipocytokine signaling pathways. These results will be
analyzed to find candidate genes and networks regulating meat quality traits in pigs.

Keywords: RNA-Seq, transcriptome, adipose tissue, pork.

-570 -



AIDA (2013), XV Jornadas sobre Produccion Animal, Tomo II, 571-573

IDENTIFICACION DE VARIANTES GENICAS EXPRESADAS MEDIANTE RNA-Seq EN
CERDOS CON FENOTIPOS DIVERGENTES PARA CRECIMIENTO Y ENGRASAMIENTO
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Fernandez A.l.
1Dpto. Mejora Genética Animal, INIA, Madrid,
2IRTA, Genética i Millora Animal, Lleida
3Centre de Recerca en Agrigendomica (CRAG), Consorci CSIC-IRTA-UAB-UB.
Dpto. de Ciencia Animal i dels Aliments, Facultat de Veterinaria, UAB
E-mail: martinez.angel@inia.es

INTRODUCCION

Estudios previos llevados a cabo en un cruce experimental de cerdo Ibérico x Landrace han
mostrado la existencia de regiones del genoma altamente asociadas con caracteres
productivos (Varona et al., 2002; Ovilo et al., 2002; Fernandez et al., 2012). A pesar de que
se han identificado polimorfismos en genes candidato asociados a estos caracteres, no se
han encontrado evidencias concluyentes de su causalidad (Ovilo et al., 2002). Las recientes
tecnologias de secuenciacion masiva permiten analisis mas potentes en la ruta del QTL a la
mutacién causal. Una de estas tecnologias es el RNA-seq, que permite estudiar el
transcriptoma (Wang et al., 2009), de manera mas eficiente (Marioni et al., 2008). Esta
técnica no se restringe a la busqueda de genes transcritos y estudios del nivel de expresion,
sino que al tratarse de un sistema de secuenciacién permite analizar variaciones en la
secuencia transcrita. Estudios previos han confirmado su utilidad como potente herramienta
para la identificacion y andlisis de polimorfismos presentes en genes expresados (Salem et
al., 2012; Canovas et al., 2010). Presenta asimismo diversas ventajas frente a las
plataformas de microarrays tanto para analisis de expresion diferencial como para la
determinacion de genotipos.

El objetivo de este trabajo ha sido la identificacion de variantes génicas de un solo
nucledtido (SNVs) informativas en animales divergentes para crecimiento magro, con el
proposito final de identificar potenciales mutaciones con efecto sobre estos caracteres. Para
ello se ha llevado a cabo un analisis de RNA-Seq sobre muestras de hipotdlamo como la
glandula reguladora del crecimiento, consumo de energia y acumulacion de grasa, y de
higado como el principal 6rgano de control del metabolismo.

MATERIAL Y METODOS

Animales y datos fenotipicos. La seleccién de los individuos se realiz6 mediante un
andlisis de componentes principales a partir de los datos fenotipicos de 144 individuos
procedentes de un retrocruce Ibérico x Landrace (F1 x Landrace), utilizando cuatro
caracteres indicadores de crecimiento y composicion corporal. Cuatro machos de cada
extremo (grupos A y B), fueron seleccionados para el andlisis posterior. Los valores medios
de los caracteres incluidos en el andlisis para los individuos seleccionados en los grupos Ay
B fueron: ganancia media diaria 0,78 - 0,92 kg/d, espesor de tocino dorsal 11,6 - 16,2 mm y
porcentajes de C18:2 en grasa dorsal 16,7 - 12,6 e intramuscular 11,9 — 8,1.

Obtencion de ARN, secuenciacion. EI ARN de los ocho individuos seleccionados fue
aislado a partir de muestras de higado e hipotalamo utilizando el kit RibopureTM of High
Quality Total RNA (Ambion), cuantificado y sometido a control de calidad usando el
Bioanalizador Agilent 2100. La secuenciacién se llevd a cabo en el servicio de
secuenciacion del CNAG, usando un equipo Hi-Sec 2000 (lllumina), en pooles de 3
muestras y lecturas de 2x75pb, con mas de 60 M de lecturas por pool.

Mapeo y deteccion de SNVs. Las secuencias obtenidas fueron mapeadas frente al
genoma de referencia de cerdo Sscrofa’0.2 usando el programa CLC Genomics
Workbench. El mapeo se realiz6 individualmente por cada una de las muestras usando los
parametros por defecto del programa, permitiendo un maximo de dos inconsistencias. Para
la deteccion de SNVs se utilizé la herramienta Quality-based Variant Detection del programa
con los parametros por defecto: calidad minima central 20 y calidad de la region circundante
(5pb) 15, una profundidad minima de lectura de 10x y una frecuencia minima de variacion al
20%. La distribucion de los SNVs identificados por cromosoma se llevd a cabo calculando el
porcentaje de SNVs presente en cada cromosoma respecto al nimero total y se
compararon con el porcentaje esperado de variaciones en cada cromosoma a partir de la
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informacion incluida en la base de datos Ensembl Variation 70. La anotacién funcional y
enriguecimiento de términos bioldgicos de los genes portadores de los SNVs identificados
se llevo a cabo utilizando la herramienta FatiGo de Babelomics.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se obtuvieron un total de 839 M y 877 M de lecturas pareadas de 75 pb para hipotalamo e
higado, respectivamente. Entre un 66 y un 77% de las lecturas fueron mapeados en el
genoma de referencia, de las cuales alrededor del 50% mapeaban sobre genes anotados.
Los resultados de la identificacion de SNPs respecto a la secuencia de referencia se
resumen en la Tabla 1. El nimero total de SNVs detectados frente a la secuencia de
referencia fue similar en higado e hipotdlamo, con mas de 125.000 anotados en
aproximadamente 10.000 genes. Entre ellos se identificaron un 66% de SNPs, tanto en
higado como en hipotalamo, anotados en mas de 7.000 genes diferentes que aparecieron
segregando (deteccién de ambos alelos) en los individuos analizados (Tabla 1). De este
modo se identificaron SNVs polimérficos y por lo tanto SNPs reales no atribuibles a errores
de anotacion en la secuencia de referencia. De éstos, mas de 6.000 y de 4.900 fueron no
sinénimos en hipotalamo e higado, respectivamente. Como es de esperar el nimero de
SNPs sin6nimos fue superior al de no sinénimos (tasa no sinénimo/ sin6bnimo = 0,45).
Adicionalmente, se identificaron los SNPs informativos en los animales analizados,
estableciendo como criterio la deteccion de al menos dos genotipos a frecuencias distintas
entre ambos grupos (Tabla 1). Un 7% del total de SNPs identificados correspondieron a
esta clase. En el perfil de la distribucion de estos Gltimos SNPs destacan los cromosomas 1,
7,10, 11 y 14, donde la proporcion de variantes identificadas se mostr6 por encima o debajo
de la esperada en hipotalamo, higado o en ambos tejidos (Figura 1). Por otro lado, la
anotacion funcional de los genes portadores de estos SNPs revel6 el enriquecimiento de los
términos Gene Ontology (p-corregida <0,05) relacionados con la unién de factores de
crecimiento, la regulacién de procesos metabdlicos y el metabolismo de amino&cidos y de
lipidos. Ademas se encontré enriquecimiento en la ruta KEGG (p-corregida<0,05) para el
metabolismo de lipidos, tanto en higado como hipotélamo. Resultados concordantes con los
genes que participan de los principales procesos bioldgicos atribuidos a ambos tejidos.
Finalmente se llevd a cabo un examen mas detallado centrado en aquellos SNPs
identificados en regiones cromosémicas particularmente relevantes por ser portadoras de
QTL con efectos importantes sobre caracteres de crecimiento y engrasamiento (Varona et
al., 2002; Fernandez et al., 2012). Estas regiones corresponden a los cromosomas SSC2:
148-152 Mb, SSC4: 68-85 Mb, SSC4: 127-132 Mb y SSC6: 134-145Mb. Del total de SNPs
identificados, 176 SNPs informativos (43 genes) y 136 SNPs informativos (31 genes)
detectados en hipotalamo e higado respectivamente se localizan en estas regiones. Entre
éstos destacan interesantes genes candidatos funcionales como FGF7 (17 SNPs) para el
QTL del SSC2, VCAMT (1 SNP) y AGL (3 SNPs) para los QTL del SSC4 y JAKT (3 SNPs)
para el QTL del SSC6.
Como en la mayoria de los estudios que emplean tecnologias de secuenciacién masiva, en
este estudio se ha obtenido gran cantidad de datos que, tras una etapa de validacion,
permitiran llevar a cabo nuevos estudios de asociacion con el fin de identificar los genes y
las mutaciones causales de la variacion fenotipica estudiada.
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Tabla 1. Resumen de los SNVs identificados por tejido: total de SNVs identificados respecto
de la secuencia de referencia, SNVs segregando en los animales analizados y SNVs
informativos entre los grupos A y B de divergente crecimiento y composicion corporal

SNVs Genes Region codificante No sin6nimo
Hipotalamo
Total 125.488 11.328 84.941 9.588
Segregando * 83.640 9.647 51.765 6.088
Informativos™** 10.064 3.133 1.632 306
Higado
Total 125.163 9.200 93.559 7.707
Segregando* 85.491 7.794 61.127 4.975
Informativos™* 8.962 2.118 1.515 192

* SNVs polimoérficos= SNPs
** SNPs donde se detectan al menos dos genotipos a frecuencias distintas entre ambos
grupos

) ., —_— Hig?;io Hipotalamo =~ w=sssReferencia . . .
Figura 1. Representacion grafica del porcentaje de SNPs informativos identificados por
cromosoma en higado e hipotalamo.

IDENTIFICATION OF EXPRESSED GENE VARIANTS BY RNA-Seq IN PIGS
PHENOTIPICALLY DIVERGENT FOR GROWTH AND FATNESS

ABSTRACT: The RNA-Seq technique is not only a great tool for transcriptome
characterization and gene expression analyses, but also a powerful tool for analyzing
genome variations such as SNVs. In this study we have identified SNPs using RNA-Seq
data from liver and hypothalamus samples of two groups of pigs showing divergent
phenotypes for growth and fatness coming from an Iberian x Landrace backcross. We have
identified more than 83,000 SNPs segregating in these animals. Among them, 10,064 and
8,962 SNPs in hypothalamus and liver, respectively, are potentially informative for further
analyses. The distribution of the SNPs along pig chromosomes revealed some interesting
data, such as for chromosomes 1, 7, 10, 11 and 14 where the number of informative SNPs
differed from the expected. Among the genes carrying the detected informative SNPs
highlight FGF1, VCAM1, AGL and JAK1 as powerful biological and positional candidate
genes to underlay the QTL for growth and fatness identified in previous studies.

Keywords: RNA-Seq, SNV identification, Growth, Fatness
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ESTUDIOS DE CO-ASOCIACION GENOMICA Y REDES GENICAS APLICADOS A LA
DISECCION GENETICA DEL CONTENIDO INTRAMUSCULAR DE ACIDOS GRASOS
Ramayo-Caldas, Y."?, Reverter, A%, Ballester, M.", Fortes, M.R.S.* , Esteve-Codina, A.",
Noguera, J.L.°, Fernandez, A.1.%, Folch, J.M."?2
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INTRODUCCION

El cerdo (Sus scrofa domestica) constituye una de las principales fuentes de carne para la
humanidad, y es también un excelente modelo animal para el estudio de enfermedades
metabdlicas en humanos como la obesidad, la diabetes tipo 2 y la arteriosclerosis (Bendixen
et al., 2010). Los acidos grasos (AG) juegan un papel importante actuando como moléculas
de sefalizacion celular en diversas rutas metabdlicas asociadas a este tipo de patologias
(Wakil and Abu-Elheiga 2009), y ademas en la determinacion de la calidad organoléptica y
nutricional de la carne porcina (Wood et al., 2008). Como consecuencia, descifrar la base
molecular del metabolismo de los AG podria contribuir al conocimiento de la base genética
de las enfermedades metabdlicas, ademas de favorecer el desarrollo tecnolégico para
mejorar la calidad de la carne porcina. El metabolismo de los AG es un proceso complejo
determinado por factores ambientales e interacciones entre muchos /loci. Por lo tanto,
estudiar la base genética del metabolismo de los AG, en el contexto de las interacciones
génicas y propiedades topoldgicas de las redes biologicas que los determinan, parece una
alternativa interesante a los clasicos métodos reduccionistas empleados hasta la actualidad,
como por ejemplo el analisis de ligamiento y/o de asociacién (GWAS).
El objetivo fundamental de este trabajo fue estudiar la co-asociacién entre genes y/o SNPs a
lo largo de varios fenotipos e identificar redes génicas, rutas metabdlicas y los factores de
transcripcion (TF) mas relevantes de los fenotipos considerados mediante un enfoque
holistico denominado Association Weight Matrix (AWM) (Fortes et al., 2010) basado en la
biologia de sistemas.

MATERIAL Y METODOS
Material animal, fenotipos y genotipos. Se analizaron un total de 144 animales
procedentes de un retrocruce experimental (BC1_LD) entre Ibérico (25%) y Landrace (75%).
A partir de un estudio previo de componentes principales (Ramayo-Caldas et al., 2012) se
seleccionaron los 15 fenotipos mas informativos de esta poblacion relacionados con el
contenido e indices de AG en el musculo Longissimus dorsi. Todos los animales (incluidos
los fundadores del cruce) fueron genotipados con el Porcine SNP60K BeadChip (lllumina).
Después del control de calidad se obtuvieron un total de 48.119 SNPs informativos con una
tasa de genotipado superior al 99%. Las coordenadas genémicas de los SNPs corresponden
a la dltima version de la secuencia del genoma porcino (Sscrofa10.2).
Analisis bioinformatico
La construccion del AWM comienza con la seleccion de SNPs a partir de un GWAS. Los
elementos de la matriz AWM {ij, j} corresponden al efecto aditivo normalizado del SNP en la
fila 7 en el fenotipo de la columna /' (Fortes et al., 2010). EIl GWAS se realizé con el
programa Qxpakb (Perez-Enciso and Misztal 2011) bajo un modelo mixto considerando
efectos genéticos aditivos. Para la construccion del AWM se desarrollé un programa en el
entorno de programacion R siguiendo el procedimiento descrito por Fortes, et. al (2010),
pero con algunas modificaciones. De forma concreta, en lugar de seleccionar
arbitrariamente el umbral P <0,05 para la seleccion inicial de los SNPs, este fue elegido en
base a la sensibilidad de los datos al comparar diferentes umbrales de distribucion (P=1
hasta P= 10°) de los TF de mayor relevancia biolégica en el metabolismo de los AG versus
el resto de TF. Por tanto, se seleccion6 el umbral P <0,035 que maximizo la diferencia entre
ambos grupos de TF. Posteriormente, todos los SNPs asociados con el acido palmitoleico
(seleccionado como fenotipo principal) y/o con tres o mas caracteres fenotipicos (P<0,035),
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y que ademas mapean a menos de 2,5 Kb o mas de 850 Kb de un gen, fueron finalmente
incluidos en la matriz AWM (total 1.096). El programa PermutMatrix (Caraux and Pinloche
2005) fue empleado para visualizar los clusters fenotipicos (AWM columnas) y génicos
(AWM filas) obtenidos. Con el objetivo de identificar y describir interacciones significativas
(gen-gen y/o SNP-gen) se utilizé el algoritmo PCIT (Reverter and Chan 2008). La red génica
resultante fue visualizada con el programa Cytoscape (Shannon et al.,, 2003). La
identificacion de Ontologias Génicas (GO) enriquecidas se realizé con la herramienta
BiNGO (Maere et al., 2005). Mientras que las rutas metabdlicas sobre representadas fueron
identificadas utilizando el programa ClueGO (Bindea et al., 2009). Finalmente, con el
objetivo de identificar los 3 TF mas relevantes, la red fue explorada hasta identificar dentro
de todas las posibles combinaciones el trio de TF co-asociados con el mayor numero de
genes y con un menor solapamiento entre ellos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra en forma de dendograma jerarquico la distribucion de los clusters
fenotipicos obtenidos a partir de las estimas normalizadas del efecto aditivo. En el grafico, la
proximidad entre los ejes factoriales representa correlaciones fuertes y positivas, mientras
que las distancias grandes representan correlaciones negativas. De acuerdo a sus
relaciones fisiolégicas se observa proximidad entre el acido palmitico (C16:0) y la suma de
AG saturados (SFA), el acido oleico (C18:1 n-9) y la suma de AG mono-insaturados
(MUFA), y el acido linoleico (C18:2 n-6) y la suma de AG poli-insaturados. En sentido
general se observa una estructura similar a la obtenida mediante las estimas de las
correlaciones fenotipicas y genéticas, confirmando, como habia sido descrito previamente
(Fortes et al., 2010), que el AWM puede ser utilizado en la estimacion de las correlaciones
genéticas.

La red génica obtenida estd compuesta por 1.096 nodos y 111.198 ejes. En la misma, cada
nodo representa un gen/SNP, mientras que los ejes que los unen representan interacciones
significativas entre ellos. El analisis de GO muestra un enriquecimiento de procesos
biolégicos relacionados entre otros con: Estructura Anatémica y Morfogénesis, Metabolismo
Lipidico, Actividad de Quinasas y Enzimas Reguladoras (FDR < 0,05). Ademas, se observa
una sobrerrepresentacion de rutas metabdlicas como la del Factor Inducible por la Hipoxia-1
y Diabetes Mellitus Tipo 2. La figura 2A muestra la topologia de la red génica una vez
identificado el trio de TF co-asociados con el mayor nimero de genes, los cuales fueron:
Nuclear receptor coactivator 2 (NCOA2, alias TIF2), E1A binding protein p300 (EP300, alias
p300) and four and a half LIM domains 2 (FHL2, alias SLIM-3). Cabe destacar que los 3 TF
tienen en su regiéon promotora sitios de unién para algunos de los TF mas relevantes en la
regulacion del metabolismo de los lipidos y los carbohidratos como son: SREBP-1, PPARG,
PPAR-a, HNF1A, HNF4 -a, ER-a y GR-a. Ademas, segun la base de datos de interacciones
entre proteinas STRING (http://string-db.org/), existen datos experimentales que confirman
la interaccion proteina-proteina entre los 3 TF identificados en este estudio y algunos de los
TF previamente mencionados (Figura 2B). En la red se observa un total de 730 genes
predichos como genes diana de los 3 TF (Figura 2A). En dos meta-andlisis realizados en
humanos (Teslovich et al., 2010; Asselbergs et al., 2012) se ha descrito la relevancia
biolégica de 39 de estos genes en el control genético de la composicién de lipidos
plasmaticos. Esta observacion constituye una evidencia adicional de la utilidad del cerdo
como biomodelo para el estudio de enfermedades metabdlicas humanas. Sin embargo,
muchos de estos genes nunca hubieran sido considerados bajo un enfoque reduccionista
debido a la falta de significacién a nivel gendmico (por ejemplo, FDR> 0,05). Los resultados
obtenidos muestran la utilidad de los enfoques holisticos en el estudio de caracteres
complejos y la capacidad del AWM para la identificacion de modulos génicos que de forma
independiente no serian considerados, a pesar de tener un papel biolégico importante en la
determinacion de los caracteres estudiados.
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Figura 1. Dendograma jerarquico que muestra la distribucién de los clusters fenotipicos
obtenidos a partir de las estimas normalizadas del efecto aditivo.
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Figura 2. (A) Topologia de la red génica una vez identificado el trio de TF. El color de los
nodos representa la funcién biolégica de los genes: metabolismo lipidico (azul), metabolismo
de carbohidratos (verde), morfogénesis (naranja), TF (rojo). (B) Evidencias extraidas de
STRING de interacciones proteicas entre el trio de TF y otros TF relevantes en la regulacion
del metabolismo de lipidos y/o carbohidratos. El color de los ejes corresponde al tipo de
evidencia que soporta la interaccién entre los genes: experimentos funcionales (morado),
evidencias bibliograficas (verde).
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CO-ASSOCIATION AND GENE NETWORK ANALYSIS FOR PIG INTRAMUSCULAR FATTY
ACID COMPOSITION
ABSTRACT: Pig (Sus scrofa) is both a source of food and an animal model for the study of
metabolic diseases. Fatty acids play a role in pathways of metabolic diseases and its
composition influences pork meat quality. In this study, GWAS results were used in an
Association Weight Matrix (AWM) approach to predict gene networks for intramuscular fatty
acid composition in pigs. Three key transcription factors were identified, which are network
hubs: NCOA2, EP300, FHL2. An overrepresentation for GO and pathways related to lipid
metabolism was observed. The relevance of 39 of the AWM-predicted target genes
controlling plasma lipids in human is already well documented. Our results suggest a
cooperative role for the three key TF in the transcriptional regulation of intramuscular fatty
acid composition and the control of energy homeostasis in pigs. In addition, we provide
further evidences that support the usefulness of pig as an animal model for the study of
metabolic diseases in humans.
Keywords: Gene Networks, pig, fatty acids, transcription factors
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INTRODUCCION

El programa oficial de seleccién del cerdo ibérico incluye un indice en el que se ponderan
por su precio de lonja los valores mejorantes de los porcentajes sobre la canal de jamones,
paletas y lomos (AECERIBER, 1998). Desde hace varios afnos la evaluacion genética se ha
extendido al porcentaje de grasa intramuscular medido en el lomo. Inicialmente todos los
cerdos controlados eran cebados en el sistema de montanera, basado en los recursos de la
dehesa (bellota y hierba). A partir de 2003 se incluyeron también partidas de cerdos
engordados al aire libre en el sistema denominado cebo de campo, con alimentacion basada
en cereales y leguminosas y una superficie minima por cabeza de 100 m?.

En este trabajo se propone la incorporacién al objetivo de seleccién del porcentaje de grasa
intramuscular mediante el método de intervalos 6ptimos (Hovenier et al., 1993) y se analiza
un indice de seleccion en el que se consideran distintos los caracteres registrados en cada
uno de estos sistemas extensivos para evaluar la posible interaccion genotipo x sistema.

MATERIAL Y METODOS

La estimacion de parametros genéticos y ambientales se llevd a cabo a partir de dos bases
de datos, facilitadas por AECERIBER, con registros de 4.348 cerdos de montanera nacidos
en 32 explotaciones de 334 verracos y 1.857 cerdas, y registros de 1.818 cerdos de cebo de
campo de 22 explotaciones, procedentes de 180 verracos y 836 cerdas. Ademas de la edad
y el peso de sacrificio, y los pesos de canal, de jamones, paletas y lomos perfilados, se
midié mediante NIR el porcentaje de grasa intramuscular (GIM) en una muestra tomada del
extremo apical del lomo. La Tabla 1 contiene el nUmero de observaciones, las medias y los
coeficientes de variacion de los caracteres registrados en los dos sistemas. Estos datos se
analizaron mediante un modelo animal multivariante para ocho caracteres (JAM, PAL, LOM
y GIM en cebo de campo y en montanera) que incluia la serie de sacrificio (91 niveles) y la
estirpe (4 niveles) como efectos fijos.

Tabla 1. Numero de observaciones, medias y coeficientes de variacion de los caracteres
registrados en cerdos de montanera y de cebo de campo

Caracter Montanera Cebo de Campo

N Media CV N Media CV
Peso de sacrificio, kg 4.348 160,9 10,1 1.818 165,1 8,7
Edad de sacrificio, meses  4.348 16,3 7,0 1.818 17,0 19,5
Peso de canal, kg 4348 128,55 11,2 1.818  130,5 9,9
Jamones, % 4.336 16,12 7,9 1.736 17,28 8,1
Paletas, % 4.228 10,92 8,1 1.737 11,20 8,8
Lomos, % 3.951 2,33 15,8 1.757 2,96 12,4
GIM, % 3.213 9,57 33,3 1.518 9,44 32,1

A partir de los valores mejorantes estimados se construyd un indice de seleccion que
pondera los caracteres de composicién de la canal por sus pesos econdémicos obtenidos
segun la teoria clasica (Smith et al., 1986) de calculo de las derivadas parciales de cada
caracter en la ecuacion de beneficios. El peso econdmico del porcentaje de grasa
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intramuscular se obtuvo mediante el método propuesto para caracteres con intervalo 6ptimo
(Hovenier et al., 1993). Se consideré una media del intervalo éptimo (1, = 9,4%) cercana a la
media poblacional (u, = 9,57 en montanera 'y u, = 9,44 en cebo de campo, Tabla 1), con un
intervalo optimo de y, +5.26 (montanera) y p, £4.98 (cebo de campo).

Se calcularon las correlaciones de Pearson entre los valores mejorantes y los indices
obtenidos en los dos sistemas para 20 verracos con hijos en las dos bases de datos, y los
valores de la correlacion de rangos de Kendall, con el fin de comparar las evaluaciones
genéticas de estos 20 verracos en cada uno de los sistemas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las estimas de heredabilidad y correlaciones genéticas se muestran en la Tabla 2. Las
heredabilidades en el sistema de cebo de campo (0,43 - 0,66) son claramente superiores a
las estimas en montanera (0,24 - 0,33) debido a la mayor variabilidad ambiental (clima,
orografia, disponibilidad de alimento) en este sistema. Las correlaciones genéticas entre los
caracteres registrados en cada sistema indican una moderada interaccién genotipo x
sistema de produccion, excepto para el porcentaje de lomos. Las correlaciones estimadas
entre los porcentajes de piezas nobles y el de la grasa intramuscular corroboran, con la
excepcién de paletas en montanera, el posible efecto negativo sobre la calidad de carne de
la seleccion orientada exclusivamente a la mejora del rendimiento carnico (Fernandez et al.,
2003).

Tabla 2. Estimas de heredabilidades (diagonal) y correlaciones genéticas (encima de la
diagonal) de los caracteres incluidos en el indice de seleccion y errores tipicos (entre
paréntesis)

JAM PAL LOM GIM

Mont. Campo Mont. Campo Mont. Campo Mont.  Campo

Mont. 0:24 0,64 0,63 0,46 0,59 0,67 -0,26 -0,52

JAM (0.03)  (046)  (0.06)  (044)  (0.06)  (0.12)  (0,08)  (0.14)
Campo 0,43 0,37 0,70 0,29 0,50 -0,19 -0,26

P 0.04)  (047) (004 (045  (0.05 (0,15  (0,08)

Mont 0,31 0,67 0,34 0,22 0,10 -0,42

AL ' (0.03)  (043)  (0.08)  (0.14) (0,09  (0.14)
Campo 0,45 0,09 0,24 -0,01 -0,23

0.05)  (0.12)  (008)  (0,14) (0,09

0,33 0,90 -0,22 -0,43

LOM Mont. 0,04)  (0,08)  (0,40) (0,14)
Campo 0,44 -0,14 -0,27

(0.05)  (044)  (0,09)

0,31 0,76

IV Mont. (0.04) (gég
Campo (0.05)

Las correlaciones de Pearson, para los valores mejorantes y el indice, y de Kendall, para las
ordenaciones por mérito genético, en los 20 verracos, se presentan en la Tabla 3. Todas las
correlaciones son positivas y significativamente distintas de cero con valores situados entre
0,50y 0,88.

Las estimas de heredabilidades y correlaciones ofrecen buenas perspectivas a la seleccién
en ambos sistemas, especialmente en el cebo de campo. Aunque la interaccion observada
genotipo x sistema es menor que la descrita para sistemas organico y convencional de
produccion porcina (Wallenbeck et al., 2009), parece aconsejable, siempre que sea posible,
la implementacion de indices de seleccion que combinen registros obtenidos en ambos
sistemas de produccién.
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Tabla 3. Correlaciones de Pearson (valores mejorantes e indice seleccion) y de Kendall
(rankings) entre los dos sistemas de los 20 verracos con registros en montanera y cebo de
campo

Valores Mejorantes indice de

JAM PAL LOM GIM Seleccion
Pearson 0,67 0,82* 0,88* 0,77 0,65
Kendall 0,50* 0,57* 0,71* 0,71* 0,55*

*P <0.005
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GENOTYPE X PRODUCTION SYSTEM INTERACTION FOR CARCASS AND MEAT
QUALITY IN IBERIAN PIGS

ABSTRACT: A selection index for carcass composition and quality traits is suggested for
Iberian pigs fattened with two different free-range systems: montanera (acorn feeding) and
cebo de campo (feeding mainly based on cereals and vegetables). Heritabilities and genetic
correlations were estimated from two data sets with 4,348 records of montanera pigs and
1,818 records of cebo de campo pigs, with a multitrait animal model that included carcass
composition and quality traits expressed in both systems as different traits. A selection index
was built with the estimated breeding values considering carcass composition traits by their
economic weight, and they were calculated by means of the partial derivative of the profit
function. Otherwise, the economic weight of intramuscular fat was obtained using the theory
of optimum ftraits. The estimates of heritabilities showed higher values in cebo de campo
system (0.43 - 0.66) than in montanera system (0.24 - 0.33) with genetic correlations
between same traits recorded in different systems of moderate values (around 80%) and
negative correlations between premium cuts and intramuscular fat. Pearson and Kendall
ranking correlations of breeding values and selection index were calculated in a subset of 20
sires with offspring in the both system in order to show the interaction between genetic
evaluation and production systems.

Keywords: Carcass composition, intramuscular fat, genetic parameters, ranking correlations
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MEJORA DEL CONTENIDO DE ACIDO OLEICO EN CARNE DE CERDO MEDIANTE
SELECCION DIRECTA Y MARCADORES MOLECULARES
Ros-Freixedes, R., Pena, R.N., Tor, M. y Estany1, J.

Universitat de Lleida, Departament de Produccié Animal, Rovira Roure, 191, 25198 Lleida
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INTRODUCCION

La composicion de la grasa de los productos carnicos es uno de los factores que determina
su calidad nutricional. El contenido en acido oleico (C18:1) se ha asociado con beneficios
para la salud humana, mientras que la grasa saturada (SFA) se ha relacionado con un
aumento del riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares y metabdlicas. El valor
nutricional de la grasa en carne se puede mejorar sustituyendo SFA por &cidos grasos
monoinsaturados (MUFA). En un trabajo anterior mostramos que el contenido de C18:1 en
grasa intramuscular (GIM) es altamente heredable (Ros-Freixedes et al., 2012a). Una
posible estrategia para mejorar la calidad de GIM es, pues, la seleccion directa por C18:1 a
partir de registros fenotipicos de parientes. Se han descrito algunos polimorfismos en la
region promotora del gen estearoil-CoA desaturasa (SCD) (Ren et al., 2004), que codifica el
enzima que regula la desaturacion del acido estearico (C18:0) a C18:1, que pueden afectar
la relacion C18:1/C18:0 (Uemoto et al., 2012). Diversos experimentos en la poblacién Duroc
descrita a continuacion han mostrado que la expresién de SCD esta relacionada con el
contenido (Canovas et al., 2009) y el grado de desaturacion de la grasa (Ros-Freixedes et
al., 2012b). En este trabajo se presentan los primeros resultados de (1) la respuesta
obtenida en un experimento de seleccidén por C18:1 en GIM, y (2) un estudio de asociacién
de varios polimorfismos del gen SCD con C18:1.

MATERIAL Y METODOS
Experimento de seleccion. Los cerdos procedieron de 3 lotes de la poblacién Duroc
descrita en Ros-Freixedes et al. (2012a). En cada lote independientemente se escogieron
unos 90 cerdos, divididos en dos grupos de 45 segun fueran escogidos al azar (control, C) o
seleccionados (S) segun el valor genético BLUP de la camada para C18:1 en GIM. La
prediccion del valor genético de C18:1 se basd en un modelo univariado sobre 943 registros
de C18:1 obtenidos en muestras de gluteus medius de parientes tomadas en la linea de
sacrificio. EI modelo incluyé el lote como efecto sistematico y se resolvido asumiendo una
heredabilidad de 0.41. El experimento cont6 con un total de 268 animales procedentes de
137 camadas y 28 verracos. El diferencial de seleccion promedio fue del 0.57%.
Manejo de los animales y obtenciéon de muestras. Los cerdos fueron castrados y criados
en condiciones comerciales con alimentacién a voluntad y se sacrificaron a los 210 dias. Se
peso la canal (PC), se midié el espesor de grasa dorsal (GD) y se estim6 su porcentaje de
magro (PM). Después de 24 h a 2°C, se les extrajo una muestra de gluteus medius (GM) del
jamon izquierdo y, a un subconjunto de ellos, otra de longissimus dorsi (LD) entre la 32 y 42
ultimas costillas. En ambos musculos se determind por duplicado la composicién en acidos
grasos (% de los acidos grasos totales) y contenido de GIM (% de materia seca) mediante
determinacién cuantitativa por cromatografia de gases (Bosch et al., 2009).
Genotipado. Se extrajo ADN de las muestras de mdusculo. El genotipado del SNP
AY487830:9.2281A>G, localizado en la regién promotora del gen SCD, se realiz6 mediante
un protocolo de discriminacion alélica a partir de 10 ng de ADN gendmico, utilizando sondas
TagMan alelo-especificas marcadas fluorescentemente. El genotipado se realizd
cuantificando la acumulacion de fluorescencia en un aparato de PCR a tiempo real 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems). Se genotiparon también los SNP
9.2108C>T y g.2228T>C. Ademas de los animales del experimento de seleccion, se
genotiparon mas cerdos de la misma poblacion con registros de C18:1, ascendiendo a un
total de 616 animales procedentes de 7 lotes.
Analisis estadistico. La respuesta a la seleccion se analizé como la diferencia entre los
valores genéticos medios de los cerdos en los grupos S y C con un modelo animal mixto
univariado con el lote (1 a 15) como efecto sistematico. Se usaron los 1,205 registros de
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C18:1 disponibles y una genealogia de 111,305 animales (afios 1990-2012). Se uso6 el
programa TM (Legarra et al., 2008). El efecto del polimorfismo en el conjunto de cerdos
genotipados se analizé mediante un modelo que incluy6 el lote (1 a 7) y el genotipo (AA, AG
y GG). En este caso, también se contrastaron los efectos aditivo y dominante reemplazando
los tres genotipos por las covariables a y d, codificadas como 1, 0,-1y 0, 1, 0 para AA, AG y
GG, respectivamente. Las diferencias entre genotipos se contrastaron con un test de Tukey-
HSD (p<0.05). Se utilizd el paquete estadistico JMP 8 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas de la distribucion marginal posterior de la
respuesta a la seleccién. Se observé una moderada respuesta a la seleccion en el lote 1,
pero inferior a la predicha. En el lote 2 la respuesta fue menor, y en el lote 3, nula. La
disminucién de la varianza genética en estos lotes y de la precision de las predicciones
utilizadas para asignar los cerdos a cada grupo (las evaluaciones genéticas en el lote 3 se
hicieron a partir de datos de parientes sensiblemente mas alejados temporal y
genéticamente) podrian explicar estos resultados.

Tabla 1. Descripcion del contenido de acido oleico (%) y respuesta a la seleccion

. Respuesta a la seleccion
Lote : Media (DT) Media (DT) HPDY5' P(>0)?
Total 268 45.36 (2.01) +0.22 (0.15) -0.08; +0.51 0.93
Lote 1 85 45.69 (2.88) +0.38 (0.25) -0.09; +0.90 0.94
Lote 2 96 44.67 (1.41) +0.25 (0.24) -0.22; +0.70 0.86
Lote 3 87 45.80 (1.19) +0.03 (0.25) -0.42; +0.57 0.54

"Intervalo minimo de maxima densidad al 95% de probabilidad. *Probabilidad de que la
respuesta sea positiva.

En la Tabla 2 se muestra el efecto del polimorfismo g.2281A>G del gen SCD sobre los
caracteres de composicién de la canal y composicién de la grasa. El alelo A se asocia
favorablemente a un mayor contenido de C18:1 (MUFA) y del indice C18:1/C18:0
(MUFA/SFA) sin afectar a GIM ni PC, GD o PM. El polimorfismo presenta un modo de
accién génica aditivo, con un efecto de sustitucion para C18:1 entre 0.7 y 0.8%, en GM y LD,
respectivamente.

Tabla 2. Efecto del SNP SCD 9.2281A>G sobre caracteres de canal y composicion de la
grasa intramuscular (n=616, LD: n=236)

Carécter’ Diferencias entre genotipos® Efecto aditivo (a) y dominante (d)
AA AG GG p-valor a p-valor d p-valor
PC, kg 93.13 93.83 9333 0.73 -0.101 0.85 0.596 0.43
GD, mm 2229 2248 2248 0.88 -0.097 0.65 0.093 0.75
PM, % 4430 43.88 43.95 0.71 0.179 0.53 -0.242 0.54
Musculo GM

GIM, %MS 15.32 1495 15.08 0.75 0.122 0.65 -0.247 0.50
C18:1, % 46.77* 45.98° 45.31° <0.001 0.726 <0.001 -0.060 0.73
MUFA, % 51.59%° 50.41° 49.50° <0.001 1.047 <0.001 -0.137 0.47
C18:1/C18:0 4.857 4.50° 4.15° <0.001 0.349 <0.001 0.003 0.95
MUFA/SFA 1.53*  1.46° 1.39° <0.001 0.071 <0.001 -0.004 0.72
Musculo LD
GIM, %MS 11.39 1139 11.13 0.86 0.131 0.69 0.128 0.77
C18:1, % 47.65% 46.59° 46.04° <0.001 0.806 <0.001 -0.259 0.28
MUFA, % 52.63* 51.30° 50.41° <0.001 1.108 <0.001 -0.220 0.40
C18:1/C18:0 4.68* 4.23° 3.97° <0.001 0.355 <0.001 -0.090 0.16
MUFA/SFA 1.50°  1.40° 1.35° <0.001 0.073 <0.001 -0.022 0.14
T Abreviaturas definidas en el texto. 2f(AA)=0.19; f(AG)=0.50; f(GG)=0.31.
¢ Superindices distintos indican diferencias significativas entre genotipos (p<0.05).
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El efecto favorable del alelo A también se dio en musculo semimembranoso y en grasa
subcutanea, y fue consistente en todos los lotes. Por otra parte, se ha comprobado que el
polimorfismo esta presente también en otras poblaciones. Uemoto et al. (2012) encontraron,
también en Duroc, que los SNP 9.2108C>Ty g.2228T>C del promotor del gen SCD estaban
asociados a C18:1 en GIM y grasa subcutanea, con un efecto aditivo del haplotipo CT de
una magnitud similar a la aqui encontrada. En otros tipos genéticos, aunque se ha
observado que este Ultimo polimorfismo se asocia con la composicion de la grasa, los
resultados con respecto a C18:1 no son tan evidentes ni consistentes (Maharani et al., 2013;
Renaville et al., 2013). En nuestro caso, el alelo A de g.2281A>G forma un haplotipo muy
estable con los alelos C y T de g.2108C>T y g.2228T>C, respectivamente, y alcanza a
explicar un 12% de la variancia aditiva de C18:1 en GIM. La frecuencia del alelo A en
nuestra poblacién es suficientemente elevada (0.44) como para, si se fijara, aumentar un
0.83% el promedio del contenido en C18:1 de la carne de cerdo. La frecuencia de A en el
grupo S sélo fue superior a la del grupo C en el lote 1.

Se recomienda no seleccionar por C18:1 sin antes haber implementado un sistema rutinario
de registro de C18:1 con el que poder evaluar a los candidatos a la seleccién con un nimero
suficiente de datos fenotipicos de familiares proximos. En cualquier caso, alternativa o
complementariamente a la seleccién directa, el marcador estudiado se propone como un
criterio (til para mejorar C18:1. El que presente un efecto aditivo consistente y relevante, a
la vez que segregue a frecuencias intermedias, convierten a este haplotipo en un firme
candidato a utilizarse en la seleccion por C18:1 (MUFA), maxime cuando no parece alterar
negativamente ni el contenido de GIM ni los demés caracteres productivos analizados.
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BREEDING FOR HIGH OLEIC ACID CONTENT IN PORK USING DIRECT SELECTION
AND MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT: Nutritional value of pork can be improved by replacing saturated fatty acids
(SFA) in intramuscular fat (IMF) with monounsaturated fatty acids (MUFA), particularly oleic
acid (C18:1). A one-generation selection experiment for C18:1 in gluteus medius based on
phenotypic values of relatives was performed. Pigs in the experiment were also genotyped
for the AY487830:9.2281A>G SNP polymorphism in the promoter region of the SCD gene.
Results indicate that C18:1 may respond to direct selection if candidates are evaluated
accurately. The allele A proved to be consistently associated to enhanced C18:1 and MUFA.
The polymorphism did not affect IMF and production traits. It is concluded that,
complementarily or alternatively, the SCD polymorphism can be used as a molecular marker
for C18:1 in selection schemes.

Keywords: desaturation index, oleic acid, selection, stearoyl-CoA desaturase
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ASOCIACION ENTRE LA RESISTENCIA GENETICA AL VIRUS PRRS Y LOS
PARAMETROS PRODUCTIVOS DE CERDOS DE LINEAS COMERCIALES
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INTRODUCCION

El virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) es el patégeno mas
importante del complejo respiratorio porcino y la causa de un problema muy preocupante
para el sector. Las cerdas infectadas con el virus PRRSV tienen mas prevalencia de abortos
y de nacidos muertos, mientras que los cerdos infectados a temprana edad desarrollan
problemas respiratorios que ralentizan su crecimiento y los hace mas susceptibles a otras
enfermedades. En la actualidad no hay vacunas altamente eficaces para su control. Por
tanto, el dificil manejo de esta enfermedad resalta la importancia de disponer de mas
herramientas en los programas de medicina preventiva. Una posible opcion seria poder
seleccionar animales resistentes a este virus. En este sentido, en un trabajo anterior,
demostramos que existe variabilidad entre y dentro de tipo genético en relacién con la
resistencia al virus PRRSV (Pena et al, 2012). Por otra parte, se ha publicado
recientemente el primer marcador genético (rs80800372) asociado a la resistencia genética
a este virus. En particular, se asocia este marcador genético a la viremia (duracion e
intensidad) observada tras la infeccion con este virus. En concreto, este marcador permite
explicar entorno al 15% de la varianza genética de este caracter (Boddicker et al., 2012).
Estos mismos autores han descrito que este marcador exhibe efectos pleiotropicos sobre
crecimiento, donde la presencia del alelo resistente incrementa la ganancia de peso (28-
70d) en animales expuestos al virus PRRSV.

Los objetivos del presente trabajo son: (i) estudiar la presencia y segregacion del marcador
rs80800372 en lineas de cerdos comerciales; y (ii) analizar su relacién con caracteres
productivos relacionados con el crecimiento y la composicién de la canal.

MATERIAL Y METODOS

Material animal y datos fenotipicos: En el presente estudio se han utilizado muestras de
ADN procedentes de cinco poblaciones no relacionadas (Tabla 1) de cerdos de raza Duroc
(poblaciones A y B), Landrace x Large White (LDLW, poblaciones C y D) e Ibérica
(Poblacién E). Las poblaciones A y C fueron inoculadas experimentalmente con virus
PRRSV vacunal (Pena et al., 2012) mientras que las otras tres son muestras de animales
procedentes de granjas comerciales en las que no se habia observado problemas clinicos
asociados a la infeccion por este virus. De las primeras cuatro poblaciones se dispone de
datos de peso a distintas edades, con los que se ha estimado la Ganancia Media Diaria
(GMD). Ademas, en las poblaciones B y D también se registraron el peso y el porcentaje de
magro y el espesor de grasa subcutanea de la canal.

Genotipado marcador genético: El marcador rs80800372 se ha genotipado en un
termociclador de PCR a tiempo real ABI-7500 (Life Technologies) mediante una
aproximacion de discriminacién alélica con sondas TagMan fluorescentes especificas para
cada alelo, siguiendo las indicaciones del fabricante (Life Technologies).

Analisis estadisticos:Debido al bajo nimero de animales con genotipo GG identificados,
éstos no fueron incluidos en los analisis estadisticos. Se contrastd el efecto del genotipo
rs80800372 sobre los valores fenotipicos para cada poblacion por separado utilizando un
modelo lineal que incluia el genotipo rs80800372 y el lote como efectos fijos y la edad al
sacrificio como covariable (sélo en datos de canal). Las diferencias entre genotipos dentro
de cada linea genética se contrastaron mediante un test t de Student.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Segregacion del marcador rs80800372 en diversas lineas de cerdo.

El marcador rs80800372 (4:9.139666819A>G) corresponde a un polimorfismo tipo SNP
(substitucién A>G) localizado en la region mas distal del brazo largo del cromosoma 4
porcino. La presencia del alelo G se ha asociado a menor carga viral tras la inoculacién de
cepas muy virulentas de PRRSV (Boddicker et al., 2012).

Hemos podido confirmar la presencia de segregacion para este marcador en cuatro de las
cinco poblaciones seleccionadas, presentando todas ellas una frecuencia alélica similar para
el alelo G, en torno a 0.20 (Tabla 1). En cambio, todos los cerdo Ibéricos analizados (n=41)
fueron homocigotos para el alelo A.

En particular, en las dos poblaciones expuestas experimentalmente al virus PRRSV vacunal,
los animales menos susceptibles a este virus (sin viremia detectable hasta los 42d post
inoculacion y sin anticuerpos séricos) presentan mayor frecuencia del alelo G (0.31) que los
animales mas susceptibles (positivos para viremia y anticuerpos; 0.18). Sin embargo, el
numero reducido de animales utilizado en este experimento no permite un analisis
estadistico suficientemente potente como para detectar diferencias relevantes entre grupos.

Tabla 1.Genotipo y frecuencia del alelo menos presente (MAF) segun tipo genético.
Genotipo rs80800372

Poblacion Genética N de lotes N cerdos AA AG GG MAF
A Duroc 1 14 8 6 - 0.214
B Duroc 7 617 414 185 18 0.179
C LDLW 1 26 17 8 1 0.200
D LDLW 2 53 46 7 - 0.066
E Ibérico 1 41 41 - - 0

Efecto del marcador rs80800372 sobre Ganancia Media Diaria

Debido a la diversidad de lineas utilizadas se han obtenido valores de GMD en varios
tramos de crecimiento. El analisis de los datos ha mostrado una asociacién significativa
entre el genotipo rs80800372 y la GMD de algunos de estos tramos, confirmando el efecto
de este gen sobre la ganancia de peso (Tabla 2). Sin embargo, es altamente destacable que
la presencia del alelo G se asocia a un aumento de los valores de GMD sélo en los animales
inoculados con el virus PRRSV (poblaciones A y C), observandose una tendencia contraria
en los grupos no inoculados (poblaciones B y D), especialmente a edad temprana (Tabla 2).

Tabla 2.Medias minimo cuadraticas (SE) de la Ganancia Media Diaria (GMD, g/dia), segun
poblacion y genotipo rs80800372

poblacion A AA AG p-value poblacion B AA AG p-value
GMD 28-70d 664 (33) 680(42) 0.77 GMD 80-160d 762 (8) 725(12)  0.01
poblacion C AA AG p-value GMD 120-160d 744 (12) 705 (19) 0.09
GMD 28-70d 825(32) 928(49) 0.09 GMD 80-180d 744 (5) 737 (8) 0.49
poblacion D AA AG p-value GMD 120-180d 762 (5) 765 (8) 0.72
GMD 80-180d 842 (12) 733(32) 0.003 GMD 160-180d 764 (2) 725(18)  0.08
GMD 80-205d 836 (9) 753 (26) 0.005 GMD 80-205d 722 (5) 716 (8) 0.50
GMD 160-205d 697 (10) 671(16)  0.19

Efecto del marcador rs80800372 sobre caracteres de engrasamiento de la canal

Los caracteres de engrasamiento fueron tomados en la canal de los cerdos de las
poblaciones B y D. Se observa como la presencia del alelo G afecta, en sentido negativo, al
porcentaje de magro de la canal de la poblacion B (Tabla 3). De forma paralela, los

- 584 -



animales AG presentan una mayor profundidad de la grasa subcutanea en comparacion con
los cerdos AA. También es muy relevante que el peso total de la canal no se vea afectada
por el genotipo de este marcador, sugiriendo que el efecto sobre GMD pueda ser mas
importante a edades tempranas que en la Ultima etapa de engorde.

Tabla 3. Efecto del genotipo rs80800372 sobre caracteres de engrasamiento de la canal en
las poblaciones B y D. Se muestran medias minimo cuadraticas (SE) para ambos genotipos.

Poblacion B Poblacion D
Fenotipos en canal AA (n=414) AG (n=185) p-value AA (n=46) AG (n=7) p-value

)
Peso canal (Kg) 93.49 (0.45) 93.36 (0.68) 0.87 104.57 (1.17) 101.09 (3.34) 0.34
Grasa dorsal (mm) 22.31(0.18) 22.88 (0.26) 0.07 18.38 (0.50) 18.25(1.44) 0.93
% magro 4417 (0.24) 43.27 (0.35) 0.03 51.06(0.62) 50.95(1.79)  0.95

Discusion general de los resultados.

Aunque el nimero de poblaciones y tipos genéticos analizados es limitado, nuestros
resultados indican que el alelo resistente (G) para el virus del PRRSV esta también presente
en poblaciones espanolas a frecuencias similares a las descritas por Boddicker et al. (2012)
en animales hibridos comerciales de Estados Unidos. Los analisis de GMD sugieren un
efecto indirecto favorable del alelo G sobre crecimiento en animales infectados por PRRSV
mientras que el alelo A incrementaria la GMD en animales no infectados por este virus. Esta
es una hipétesis que es necesario contrastar antes de proceder a utilizar este marcador en
la seleccion por resistencia a PRRSV. En particular, un buen disefio en este sentido deberia
comparar GMD, dentro de linea, cerdos infectados y no infectados de los tres genotipos. En
cualquier caso, los resultados obtenidos en este trabajo confirman, dadas las frecuencias de
segregacion alélica, el interés de analizar este marcador en nuestras poblaciones, asi como,
por su relacion con GMD, las precauciones en su utilizacion.
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ASSOCIATION BETWEEN GENETIC RESISTANCE TO PRRS VIRUS AND TRAITS OF
PIG PRODUCTION IN COMMERCIAL LINES

ABSTRACT: The porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is a serious
concern for the pig sector as it promotes abortions in sows and respiratory problems, growth
retardation and increases the probability to suffer other diseases in young pigs. As vaccines
available are not highly effective there is a need to develop other tools in preventive medicine
programs including selection for genetic resistance to this virus. We have previously shown
that there is variability between and within genetic type regarding PRRSV resistance.
Recently, the first genetic marker associated with genetic resistance to this virus has been
published. This marker also exhibits pleiotropic effects on growth, where the presence of
resistance-associated allele (G) increases weight gain in animals exposed to PRRSV. We
show here that this marker segregates in five Spanish pig populations at frequencies similar
to those of U.S. commercial hybrids. Data analysis of the average daily gain (ADG) suggest
a possible protective effect of the G allele on growth in PRRSV-infected pigs while the A
allele increases ADG in non-infected animals. This hypothesis needs to be contrasted before
using this marker in PRRSV resistance selection. In particular, a good design should
compare the ADG of the three genotypes in infected and uninfected pigs within each line.

Keywords: PRRSV, pig, resistance, marker
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ELIMINACION DE MUTACIONES DELETEREAS EN PROGRAMAS DE CONSERVACION
M. A. R. de Carat, B. Villanueva, M.A. Toro y J. Fernandez
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INTRODUCCION

El objetivo principal de los programas de conservacion es maximizar la probabilidad de
supervivencia de la poblacién de interés (Frankham et al., 2002), lo cual se logra manteniendo la
mayor diversidad genética a la vez que controlando el aumento en la consanguinidad. La pérdida
de diversidad genética es un problema central en conservacién y evolucién, ya que es la que
permite a las poblaciones adaptarse a cambios en su entorno. Ademas, las poblaciones en
programas de conservacion son normalmente pequefas, y pueden tener mayores tasas de
consanguinidad. Esto puede tener un efecto negativo en su eficacia, como se ha observado en
especies que sufren depresién consanguinea en caracteres ligados a la eficacia, que puede
llevarlas a extincién (Frankham et al. 1995; Saccheri y col., 1998).

La mejor estrategia para mantener la mayor diversidad genética posible en una poblacion
es optimizando las contribuciones (nimero de hijos que cada individuo deberia contribuir a la
proxima generacion) para minimizar el parentesco global (Meuwissen, 1997; Grundy et al., 1998).
Para la optimizacion de dichas contribuciones se usa normalmente el parentesco genealégico, si
esté disponible, pero también se puede usar el parentesco molecular. Este ultimo ha probado ser
mas eficiente en mantener diversidad cuando se basa en paneles de marcadores densos (de Cara
y col., 2011). Sin embargo, al mantener diversidad podemos estar manteniendo mutaciones
deletéreas, reduciendo asi la eficacia de la poblacion.

Aqui probamos la eficiencia de tres estrategias para eliminar las mutaciones deletéreas en
programas de conservacion gestionadas bajo contribuciones de minimo parentesco: Primero,
forzando apareamientos consanguineos para exponer las mutaciones recesivas y que la seleccion
natural las elimine. Segundo, asumiendo que los marcadores con MAF (minimum allele frequency)
mas bajas son los mas ligados a loci selectivos, los eliminamos del calculo del parentesco
molecular. Y tercero, gestionando con un parentesco calculado en grandes regiones homocigotas
(ROH), que pueden ser consecuencia de barridos selectivos y mostrar seleccion reciente o aun
actuando.

MATERIAL Y METODOS

Nuestras simulaciones comprenden dos partes: en la primera generamos una poblacion
base de censo efectivo de 1000 individuos en equilibrio mutacién-seleccion-deriva, y en la
segunda procedemos a la gestion de la poblaciéon para mantener la maxima diversidad genética,
en poblaciones de 100 individuos.

Para generar la poblacién base, simulamos durante al menos 5000 generaciones una
poblacién de N = 1000 individuos (500 machos y 500 hembras) que se aparean al azar con
reemplazamiento. El genoma esta compuesto por 20 cromosomas, de 1 M cada uno. Cada
cromosoma tiene 4000 loci bialélicos equidistantes de tres tipos: 1000 marcadores que usamos
para la gestién, intercalados entre los 2000 loci neutrales no marcadores que usamos para medir
diversidad y 1000 loci bajo seleccion. La eficacia es multiplicativa en los loci selectivos, y cada
locus i tiene eficacia 1, 1-his; y 1-s, para los genotipos AA, Aa y aa, respectivamente. Los
parametros s;y h; son los coeficientes de seleccion y dominancia en el locus i, respectivamente.

Para los loci seleccionados, usamos dos modelos mutacionales, basados en la literatura de
experimentos de acumulacién de mutaciones. El primero es el que llamamos escenario de Mukai y
se basa en los resultados obtenidos por Mukai y colaboradores (1972), de donde se deduce que
las mutaciones deletéreas son muchas y de efecto pequeno. El segundo modelo mutacional esta
basado en resultados mas recientes (Caballero y Keightley, 1994; Garcia-Dorado y Caballero,
2000) y es el escenario que llamamos CGD, donde las mutaciones son mucho menos frecuentes,
pero de efecto mucho mayor.
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Figura 1: Resultados de heterocigosidad observada en loci neutrales inicialmente polimorficos y
eficacia durante la gestion. Comparacion en los escenarios de Mukal y de CGD, optimizando el
parentesco genealogico, parentesco molecular, y usando apareamientos de minimo parentesco,
de maximo parentesco y gestionando al azar.

Cada generacién se producen en promedio 2AN mutaciones, sacadas de una distribucién
Poisson, y se distribuyen aleatoriamente entre los loci seleccionados e individuos (es decir Aes la
tasa de mutacion por genoma haploide y por generacion), y dentro de ellos, en posiciones que no
llevan ya un alelo deletéreo. Los parametros usados para el escenario de Mukai son 1=0.5,
§=0.05, =035y B=1,y para el escenario CGD son 1=0.03, s=0.264, h =020y f=2.3,

donde pes el pardmetro de forma de la distribucion Gamma de donde se sacan los coeficientes
de seleccion. El nimero de mutaciones en marcadores y loci neutrales los sacamos de una
distribucion  Poisson con media 2uN, donde u=2.5x10"n, para marcadores vy

u=2.5x10"n, para loci neutrales (n,, yn, son el nimero de marcadores y el nimero de loci

neutrales por genoma haploide, respectivamente).

Cada generacion calculamos el nimero de mutaciones en la poblacion, y los distribuimos
entre individuos y loci. Después sacamos un macho y una hembra al azar con reemplazo y los
apareamos. Producimos gametos con una recombinacién por Morgan. La eficacia de su progenie
se compara con un numero al azar en el intervalo (0,1), y si éste es menor que la eficacia, esta
progenie sobrevive, y si no, muere. Este proceso se repite hasta generar de nuevo N individuos.

La poblacion se gestiona entonces durante 10 generaciones, optimizando las
contribuciones para minimizar el parentesco global ponderado por dichas contribuciones
(Meuwissen 1997; Grundy et al. 1998). Para medir la eficiencia de la gestion en mantener
diversidad, analizamos tres métodos: 1) combinacion de contribuciones 6éptimas con
apareamientos de parentesco minimo, maximo y al azar, gestionando o bien con parentesco
molecular o con parentesco genealdgico; 2) contribuciones éptimas con parentesco molecular o
parentesco genealdgico, usando para el célculo del parentesco molecular aquellos marcadores a
frecuencias mayores que un cierto MAF y 3) contribuciones éptimas con parentesco calculado a
partir de ROHs de distinta longitud.
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Figura 2: Resultado de la gestion en el escenario de Mukai con contribuciones optimas,

usando parentesco genealogico, parentesco molecular y parentesco ROH con distintos

tamanos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 podemos ver como la eficiencia de la gestién, medida como la
heterocigosidad observada en loci neutrales no fijados en la poblacion base, relativa a la que
habia inicialmente, es mayor usando el parentesco molecular. Sin embargo, mantener mas
diversidad mantiene mas alelos deletéreos, y consecuentemente, en el escenario de Mukai donde
la seleccion natural es menos eficiente en eliminar alelos recesivos, la gestién usando parentesco
molecular lleva a una brusca caida en eficacia. Una vez decididas las contribuciones, los
apareamientos de maximo parentesco tienen un efecto pequefio y negativo tanto en eficacia como
en diversidad, y no observamos que se revierta la tendencia de caida en eficacia.

Usando sélo los marcadores a frecuencias mas intermedias para el célculo del parentesco
molecular podemos mantener mas eficacia, pero cuantos menos marcadores usemos, peor es el
resultado de la gestion molecular en cuanto a mantener diversidad. Por ultimo, en la figura 2
podemos ver como usando los ROHSs, llegamos a resultados mas equilibrados, ya que mantienen
mucha mas eficacia que una gestién basada en parentesco molecular, y la pérdida de diversidad
comparada con esta gestion es pequefia.
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PURGING DELETERIOUS MUTATIONS IN CONSERVATION PROGRAMMES

ABSTRACT: .We study here the consequences in fitness and diversity of managing a population in
a conservation programme. While using molecular coancestry to calculate optimal contributions
can maintain more diversity than using genealogical coancestry, it does not distinguish on whether
that diversity is neutral or deleterious, and can thus lead to a decrease in fitness if the initial
population had a large inbreeding load. Here we also study the performance of using molecular
coancestry measured only on markers at high frequency, or using a measure of coancestry based
on runs of homozygosity. Our results show how managing a population with more polymorphic
markers can maintain more fitness, but due to having fewer markers, less diversity is maintained. A
balance between maintaining diversity and fitness using molecular data is achieved by managing
the population using runs of homozygosity.

Keywords: Purging, optimal contributions, runs of homozygosity.
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MANTENIMIENTO DE LA DIVERSIDAD GENETICA MEDIANTE EL PARENTESCO
MOLECULAR: INFLUENCIA DEL CENSO EFECTIVO Y LA DENSIDAD DE SNPS
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INTRODUCCION

Mantener la diversidad existente en una poblacién y reducir el incremento de la
endogamia son los principales objetivos de un programa de conservaciéon desde un punto
de vista genético. El método mas eficiente para conseguirlo es minimizar el parentesco
promedio esperado, optimizando las contribuciones de los reproductores de una generacion
a la siguiente (Meuwissen, 1997; Grundy y col., 1998). El parentesco utilizado en la
optimizacion se puede calcular a partir de la genealogia de los individuos de la poblacion
(IBD) o a partir de informacion molecular de estos individuos (IBS). De Cara y col. (2011)
demostraron, mediante simulacién estocastica, que la diversidad mantenida cuando se
utiliza el parentesco molecular calculado a partir de un nimero elevado de SNPs es mayor
que la mantenida cuando se utiliza el parentesco genealdgico. La diversidad que es posible
mantener mediante el uso de parentesco molecular depende del desequilibrio de ligamiento
(LD) entre los marcadores y el resto de loci del genoma. Este LD a su vez depende tanto de
la densidad de marcadores (d) como del censo efectivo de la poblacion (N,).

Durante los ultimos afios se han desarrollado chips de alta densidad con miles de
SNPs para especies ganaderas. Para otras especies, a pesar de que la tecnologia es cada
vez mas barata, tiene una gran importancia optimizar el niUmero de marcadores para que
sea asumible el gasto de genotipado y el uso del parentesco molecular sea una alternativa
al uso del parentesco genealdgico. Por tanto, es importante conocer la cantidad de SNPs
necesaria para el parentesco molecular permita mantener al menos el mismo nivel de
diversidad genética que el parentesco genealogico.

En este trabajo se investiga, mediante simulaciones, cémo afectan el censo efectivo
y la densidad de marcadores a la efectividad del parentesco molecular en el mantenimiento
de la diversidad genética en poblaciones sometidas a programas de conservacion.

MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo este estudio simulamos poblaciones de individuos con un genoma
de 20 cromosomas de una longitud de 1 Morgan cada uno. Se simularon 2 tipos de loci
bialélicos repartidos uniformemente a lo largo de cada cromosoma: loci marcadores, que se
utilizaron para gestion, y loci no marcadores, que se utilizaron para la monitorizacién de la
diversidad en términos de heterozigosidad esperada, heterozigosidad observada y
diversidad alélica. Inicialmente se cre6 una poblacion base (f = 0) en equilibrio de mutacién
— deriva mediante 5000 generaciones de panmixia. De esta manera se gener6 LD entre los
loci. Posteriormente se llevaron a cabo 10 generaciones discretas optimizando las
contribuciones para minimizar el parentesco (molecular o genealdgico) en la siguiente
generacion. Se consideraron 4 censos efectivos (N, = 20, 40, 80 y 160) y 7 densidades de
SNPs (d = 10, 30, 50, 100, 500, 1000 y 2000 SNP/Morgan) generando tantos escenarios
como combinaciones entre ambos parametros. ElI LD generado fue mayor en los escenarios
con densidades mayores y con N, menores (Figura 1).
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Figura 1. Desequilibrio de ligamiento medio (r°) entre marcadores adyacentes en la
generacion inicial (t = 0) para diferentes densidades de marcadores (d) y censos efectivos
(Ne)-

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 2 se representa la diferencia entre la heterozigosidad observada mantenida
utilizando parentesco molecular y genealdgico para los diferentes valores de dy N..
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Figura 2. Diferencia entre heterozigosidad observada utilizando parentesco molecular o
genealdgico (OHy.g) en la generacion 10 de manejo, para diferentes densidades de
marcadores (d) y censos efectivos (Np).

Para N, = 20, el manejo realizado utilizando parentesco molecular con d = 100 ya
supera en eficacia el realizado utilizando parentesco genealdgico. Para censos efectivos
mayores, la densidad necesaria es también mayor (100 < d < 500). La densidad requerida
para igualar el rendimiento del manejo molecular y genealdgico en el mantenimiento de
diversidad se estim6 mediante interpolacion lineal (Figura 3), obteniendo valores en torno a
3N, SNP/Morgan. Con el aumento de la densidad de SNP, la adicién de nuevos marcadores
consigue cada vez un menor incremento porcentual de la diversidad mantenida (Figura 3).
Un incremento en d de 10 a 100 SNP/Morgan lleva a un aumento en la heterozigosidad
mantenida en t =10 de entre un 8% (N, = 160) y un 18% (N, = 20), mientras que un
incremento de 100 a 1000 SNP/Morgan solo la aumenta en un 3% en ambos casos. Para
todos los N,, el aumento de diversidad mantenida a partir de d = 500 es muy pequefio
(Figura 3).

En conclusion, una densidad de 3N, SNP/Morgan permitiria mantener la misma
diversidad utilizando informacién molecular o genealdgica. Teniendo en cuenta que las
técnicas actuales de genotipado masivo permiten ya alcanzar esta densidad en muchas
especies, se puede pensar que el parentesco molecular puede resultar una potente
herramienta para la conservacién de diversidad genética.
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Figura 3. Diferencia entre heterozigosidad observada utilizando parentesco molecular o
genealdgico (OHy.g) en la generacion 10 de manejo, para diferentes densidades de
marcadores (d) y censos efectivos (Np).
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MAINTAINING GENETIC DIVERSITY USING MOLECULAR COANCESTRY: THE
EFFECT OF MARKER DENSITY AND EFFECTIVE POPULATION SIZE

ABSTRACT: The most efficient method for maintaining genetic diversity in populations
under conservation programmes is to optimise, for each potential parent, the number of
offspring left to the next generation that minimise global coancestry. Recent studies have
shown that optimising contributions based on coancestry calculated from a large number of
SNP markers could maintain higher levels of diversity than optimising contributions based on
genealogical data. In this study we investigate how SNP density and effective population
size impact the effectiveness of using molecular coancestry for maintaining diversity. The
performance of molecular coancestry equalised the performance of genealogical coancestry
when the SNP density was about 3 times the effective population size. However, the
increasing SNP density had diminishing returns in maintained diversity. Most SNP chips
already available for farm animals have enough density to allow marker coancestry to
outperform genealogical coancestry in maintaining diversity in conservation programmes.
The decreasing costs of developing SNP chips will make these densities to be feasible in a
short-term horizon.

Keywords: diversity, molecular coancestry, marker density, effective population size.
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INTRODUCCION

Las razas Latxa y Manech del Pirineo Occidental (Pais Vasco, Navarra, y
Pyrénées Atlantiques) han sido tradicionalmente consideradas como la misma
“raza” con diferentes subpoblaciones. En cambio, las razas Basco-Béarnaise y
Carranzana ,en la misma region, han sido tradicionalmente consideradas como
razas diferentes. Desde los afos 70 en Francia y los afos 80 en Espana dichas
poblaciones cuentan con sus propios esquemas de mejora que gestionan gran
parte de la poblacion. En Espana: Latxa Cara Rubia (LCR), Latxa Cara Negra
del Pais Vasco (LCN-EUS), Latxa Cara Negra de Navarra (LCN-NAF) y
Carranzana (CAR); en Francia: Manech Téte Noire (MTN), Manech Téte
Rousse (MTR) y Basco-Béarnaise (BB). Morfol6gicamente, MTN y ambas LCN
son similares (faneros oscuros), asi como MTR y MCR (faneros claros).

Las relaciones entre estas poblaciones a ambos lados de los Pirineos son
conocidas. Siempre ha habido superposicién entre las zonas de influencia de
LCN-EUS / LCN-NAF, asi como entre LCN-NAF/MTN. Del mismo modo,
durante los anos 70, numerosas ovejas de LCR fueron compradas en Espafa y
llevadas a Francia, donde se unieron a la poblacion de MTR; mas
recientemente, el programa de mejora de la LCR ha utilizado regularmente
carneros de MTR (Ugarte et al., 1996). De hecho ciertos carneros de LCR son
descendientes de carneros de MTR (no se da el caso contario). Este flujo
génico continda y se busca voluntariamente debido a que el programa de MTR
es mas antiguo, con mayores progresos genéticos y niveles de produccion. Asi,
por ejemplo, en el periodo 2001-2010, se han usado 163 carneros MTR en
LCR, con un promedio de 6.8 hijas. Los intercambios de este tipo son casi
inexistentes en LCN/MTN.

Entre 2010 y 2012 se desarroll6 el proyecto de cooperacion transfronteriza
(www.poctefa.eu) GENOMIA (www.genomia.net). Su objetivo: reforzar la
cooperacion entre los esquemas de selecciébn de este conjunto de razas,
abordando en uno de sus puntos la posibilidad de valoraciones genéticas
conjuntas mediante “chips” de marcadores moleculares (OvineSNP50
BeadChip) Dichas valoraciones conjuntas aportan mayor precision que las
valoraciones intra-poblacién cuando las poblaciones estan estrechamente
conectadas (Lund et al., 2011; Karoui et al.,, 2012). El estudio que aqui se
presenta esta incluido dentro de este proyecto y se realiz6 especificamente
para evaluar, mediante andlisis de genotipados, si estas poblaciones ovinas
estéan conectadas.
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MATERIAL Y METODOS

Se genotiparon carneros de los Ultimos 10-12 anos de cada raza (excepto
CAR). Los genotipos se verificaron por call rate, equilibrio de Hardy-Weinberg y
conflictos padre-hijo. Finalmente, se guardaron los marcadores polimérficos en
el conjunto de las 7 poblaciones. El fichero resultante esta descrito en la Tabla
1. Adicionalmente se introdujo la raza Lacaune (LAC) para completar la
informacion. En la raza Lacaune hay dos sub-poblaciones poco conectadas
desde los afios 70.

Posteriormente se realizaron dos analisis. El primero analiza la conservacién
de los segmentos cromosémicos (es decir, la “forma” del desequilibrio de
ligamiento entre marcadores) a través de las diferentes razas (The Bovine
HapMap Consortium, 2009). En este analisis, dentro de cada raza (intra), y
para todos los pares de marcadores dentro de un rango de distancias, se
calculé el estadistico rip que mide el desequilibrio de ligamiento entre dos
marcadores; posteriormente, entre cada par de razas, se calcul6 la correlacion
r entre los pares de r.p. Si la correlacion r es 1, el patrdn de desequilibrio de
ligamiento se ha conservado completamente. El andlisis se realiz6 a 10, 50,
100 y 250 kb, obteniéndose resultados similares. Los resultados se muestran
visualmente en la Figura 1a mediante la funcién heatmapZ2 del paquete R gplots
(que incluye un dendrograma basado en la distancia 7-r).

El segundo analisis realizado fue un andlisis de componentes principales
(McVean, 2009) de la matriz G de parentesco gendémico (VanRaden, 2008).
Este analisis encuentra pseudo-poblaciones (o grandes “familias”) en los datos.
Se calculd G y extrajeron sus dos primeros componentes principales mediante
preGSfI0 (Aguilar et al., 2011). Los resultados se muestran en la figura 1b.

RESULTADOS Y DISCUSION
La figura 1a muestra que tal y como se esperaba, los cromosomas estan
fuertemente conservados tanto dentro de la raza Lacaune, asi como entre MTR
y LCR. La raza BB se encuentra aislada, mientras que MTN y LCN muestran
una concordancia intermedia.

La figura 1b muestra claramente una estructuraciéon en poblaciones, que se
encuentra incluso a pesar de que no se ha introducido ninguna variable “raza”
en el analisis. La estructuracién concuerda muy bien con la distribucion
geografica. El primer componente principal separa la raza LAC (cuyas dos
subpoblaciones estan nitidamente separadas) de las razas pirenaicas; el
segundo componente separa las razas pirenaicas entre si. Se puede observar
que la raza BB se encuentra aislada, mientras que las MTN y LCN estan mas
proximas, aunque diferenciadas unas de otras. Sin embargo, en MTR/LCR hay
una superposicién de las dos manchas: eso indica claramente que las dos
poblaciones estan intimamente ligadas.

Todos estos resultados estan de acuerdo a lo que ya se conoce sobre el
intercambio habido entre razas, e indican que una evaluacion conjunta
resultard en mas aumento de precision para MTR/LCR que para MTN/LCN. La
raza BB, al estar aislada, no se beneficiaria.
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Tabla 1. Distribucion de genotipos entre razas

BB MTN MTR LAC LCN-EUS LCR LCN-NAF

321 330 1907 6145 197 265 164

Figura 1. Conservacion de segmentos cromosomicos y dendrograma
asociado (1a,izquierda), y analisis de componentes principales (1b,
derecha).
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GENOMIC RELATIONSHIPS ACROSS DAIRY SHEEP BREEDS IN THE
WESTERN PYRENEES: LATXA AND MANECH

ABSTRACT: The relationships between seven dairy sheep populations: Latxa
Cara Rubia (LCR), Latxa Cara Negra del Pais Vasco (LCN-EUS), Latxa Cara
Negra de Navarra (LCN-NAF), Manech Téte Noire (MTN), Manech Téte
Rousse (MTR), Basco-Béarnaise (BB) and Lacaune (LAC) have been analysed
by means of SNP markers. We studied the conservation of linkage
disequilibrium patterns across breeds and analysed principal components of the
genomic relationship matrix. Results show a high relationship between both
Lacaune strains and also between French and Spanish MTR/LCR. This could
result in higher accuracy of joint genomic evaluations for those breeds.
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INTROGRESION DE GENES DE CEBU DEL SAHEL EN LAS POBLACIONES BOVINAS
TRIPANOTOLERANTES DE BURKINA FASO
I. Alvarez', A. Traoré?, I. Fernandez', M. Cuervo®, T. Lecomte*, H.H. Tamboura?, F.
Goyache'.

'SERIDA-Deva, C/ Camino de Rioseco 1225, 33394-Gijon (Asturias), e-mail:
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INTRODUCCION

La progresiva desertizacion del oeste de Africa esta facilitando la introgresién de genes de
ganado del Sahel en las poblaciones rumiantes domésticos de las zonas humedas del esa
region del continente africano (Alvarez et al., 2009; Traoré et al., 2009, 2011).Esta
introgresion puede poner en riesgo la principal caracteristica de los rumiantes domésticos
tripanotolerantes (ver Geerts et al., 2009). La tripanotolerancia es un caracter heredable que
puede definirse como la capacidad para sobrevivir, reproducirse y producir en condiciones
de riesgo de tripanosomiasis sin necesidad de productos para el control del vector o el
parasito. Las poblaciones de Bos taurus africano se consideran resistentes a la
tripanosomiasis ya que poseen la capacidad para iniciar y mantener respuestas contra el
establecimiento del tripanosoma llegando a la curaciéon espontanea. Esto contrasta con la
respuesta a la enfermedad de los pequefios rumiantes que son capaces de mantener su
capacidad productiva en condiciones de parasitemia y por ello se consideran, simplemente,
tripano-resilientes, La tripanosomiasis es el mayor obstaculo para el desarrollo de una
ganaderia sostenible en el Africa himeda y sub-himeda y se considera una de las causa
mas importantes del hambre y la pobreza en el Africa sub-Sahariana (http://www.africa-
union.org/Structure_of the Commission/depPattec.htm).

El proyecto CORAF-WECARD 03.GRN.16 pretende: a) la caracterizacién fenotipica y
molecular de 11 razas bovinas del oeste de Africa en Mali, Burkina Faso, Benin y Guinea; b)
el diagnostico y grado de afectacién por tripanosomiasis bovina de esas poblaciones
teniendo en cuenta diferentes caracteristicas agro-ecoldgicas; c) el establecimiento de
patrones geograficos que caractericen el grado de introgresion de genes de cebl mas alla
del Sahel y su importancia en la presencia de tripanosomiasis; y d) realizar
recomendaciones a ganaderos, gobiernos y agencias internacionales para el manejo y
aprovechamiento sostenible del ganado bovino tripanotolerante. El proyecto CORAF-
WECARD 03.GRN.16 esta intimamente ligado al proyecto MICINN-FEDER AGL2011-
27585, que pretende un mayor conocimiento de las bases genéticas de la tripanotolerancia
bovina mediante aplicacion de técnicas de gen candidato. En esta comunicacién se llevan a
cabo analisis preliminares que permitan establecer la utilidad de un bateria de marcadores
microsatélite utilizada en bovino europeo para conseguir los objetivos previstos.

MATERIAL Y METODOS
Se obtuvieron muestras de sangre de 32 cebues africanos tripanosusceptibles (5 Danakil, 6
Raya Azebo y 21 Boran), 31 individuos de raza Lobi (representante en Burkina Faso de la
raza Baoulé), 23 individuos de raza N'Dama de Burkina Faso y 42 muestras de animales de
raza N'Dama procedentes de cuatro rebafios explotados en Congo por la empresa JVL. La
raza N'Dama se considera el representante mas destacado del ganado tripanotolerante
africano. Los animales de raza Lobi se muestrearon en el area de Sidéradougou, en la zona
de influencia del rio Mouhoun (Volta Negro). Las muestras de raza N'Dama de Burkina Faso
se obtuvieron en el area de Mangodara en la frontera con Costa de Marfil. La poblacion
N’Dama de Congo deriva de un rebafio originario de Guinea y establecido en el pais en los
afos 30 del siglo XX. Los individuos disponibles se genotiparon con los 34 marcadores
microsatélite utilizados previamente por Bozzi et al. (2012). En ese trabajo puede encontrase
una descripcion detallada de los método laboratoriales empleados. A efectos descriptivos se
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han calculado diversos parametros que caracterizan la variabilidad genética de las
poblaciones analizadas utilizando el programa MolKin 3.1 (Gutiérrez et al., 2005).

En la forma descrita por Traoré et al. (2012) las contribuciones relativas de dos poblaciones
parentales a una poblacion supuestamente cruzada se estimaran utilizando los programas
LEADMIX (Wang, 2003) y LEA (Chikhi et al., 2001). Ambos programas difieren en los
métodos empleados y en las asunciones realizadas. LEADMIX aplica métodos maximo-
verosimiles a un modelo simple en que dos poblaciones parentales divergen de un ancestro
comun para crear, posteriormente, una tercera poblacién hibrida asumiendo que las
frecuencias alélicas de las poblaciones parentales no son independientes. LEA aplica
metodologias bayesianas a un modelo que asume que las poblaciones parentales se
encuentran en equilibrio demografico y que sus frecuencias alélicas antes de la hibridacion
son independientes. En esta comunicacion las poblaciones parentales 1 y 2 seran las
poblaciones de cebu africano y de N'Dama del Congo, respectivamente, mientras que las
poblaciones Lobi y N'Dama de Burkina Faso seran consideradas poblaciones derivadas. En
todo caso, la poblacion Lobi sera también analizada considerando la poblacién N'Dama de
Burkina Faso como poblacion parental 2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las variabilidad genética de las poblaciones analizadas es comparable (Tabla 1) excepto
para la poblacion N'Dama del Congo, que es la Unica sometida a un programa de seleccion.
La mayor diferenciacién se encuentra entre esta poblacién y el cebu africano (Dg = 0,123).
La menor diferenciacion no se encuentra entre las dos poblaciones N'Dama (0,064) sino
entre la poblacion N’'Dama de Burkina Faso y el cebu africano (0,054). Los coeficientes de
mestizaje estimados con la poblacién de cebu africano se muestran en la Tabla 2. Si se
consideran como poblacion parental 2 los individuos N'Dama de Burkina Faso, el coeficiente
de mestizaje estimado para la raza Lobi es bajo (LEADMIX) o nulo (LEA), mientras que pasa
a ser importante (entre el 25,6% -LEA-y el 39,1% LEADMIX) cuando la poblacién parental 2
es la poblaciéon N’'Dama de Congo. A pesar de que la poblacion N'Dama de Burkina Faso se
localiza al sur de la zona de muestreo de los individuos Lobi, la proporcién de genotipo cebu
en la poblacion N'Dama de Burkina Faso fue mayor (aproximadamente el 47%). A pesar de
que la bateria de microsatélites utilizada ha demostrado ser util para la consecucion de los
objetivos previstos, el presente analisis ha evidenciado los problemas a que se puede
enfrentar el proyecto CORAF-WECARD 03.GRN.16: a) la diferenciacién entre poblaciones
en el oeste de Africa puede deberse mas a la distancia geogréafica que tipo racial, lo que
dificulta la obtencién de patrones claros de mestizaje; y b) la introgresion de genes de
ganado del Sahel hacia el sur sigue un patrén complejo que no es explicable Unicamente por
la latitud (Traoré et al.,, 2012). Sera necesario incorporar al analisis nuevas poblaciones
parentales tanto tripanotolerantes como tripanosusceptibles que permitan encontrar
patrones de mestizaje explicables por las condiciones agroecolégicas de la regién
estudiada.
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Tabla 1. Parametros descriptivos de la variabilidad genética en las poblaciones analizadas:
heterocigosis observada (H,), heterocigosis esperada (He) y su desviacion estandar (dee)),
numero medio de alelos por locus (k) y numero medio de alelos por locus ajustado por
tamafio muestral a 42 copias (ku2)). Asimismo, se muestran las distancias de Reynolds con
las poblaciones de cebu africano (Dr(ca)) y N'Dama del Congo (Dgrc))

Poblacion Ho He demey k k2 Dreca) Drivo
Lobi 0,679 0,642 0,009 6,1 5,6 0,084 0,059
N'Dama (BF) 0,689 0,688 0,009 6,7 6,6 0,054 0,064
Cebu africano 0,718 0,705 0,007 6,9 6,4 0,123
N'Dama (Congo)0,575 0,560 0,008 5,5 4,9 0,123
TOTAL 0,657 0,649 0,004 8,7 6,7

Tabla 2. Proporcién de genotipo cebu africano en las razas Lobi y N'Dama de Burkina Faso
(BF) considerando como poblacién parental 2 la poblacion N'Dama del Congo o la propia
poblacién N'Dama de Burkina Faso. Los coeficientes se han calculado mediante los
programas LEADMIX y LEA y se presentan, respectivamente, como media de la distribucién
posterior y desviacion estandar (d.e.) y solucién maximo-verosimil e intervalo de confianza al
85%

Derivada LEADMIX LEA
Parental 2 Media d,e, coeficiente [+95%, +95%]

Lobi
N'Dama (BF) 0,111 0,037 0,001 [0,009, <0,001]
N'Dama (Congo) 0,391 0,037 0,256  [0,323, 0,191]
N'Dama (BF)
N'Dama (Congo)0,471 0,058 0,475 [0,537,0,412]

INTROGRESSION OF SAHELIAN ZEBU GENES INTO THE TRYPANOTOLERANT
BOVINE POPULATIONS OF BURKINA FASO

ABSTRACT: Due to progressive desertification, introgression of Sahelian zebu cattle genes
into native Bos taurus populations of West Africa jeopardise a major inheritable trait:
trypanotolerance. The aim of this note is to asses the usefulness of a set of microsatellites to
estimate admixture coefficients in two cattle populations of Burkina Faso: Lobi (32 samples)
and N’'Dama (23). Samples of African zebu (32) and N’'Dama from Congo (42) were used as
parental populations. The higher differentiation (Reynolds’ distance) found was between the
African zebu and the N'Dama from Congo (Dg = 0.123) while the two N’'Dama populations
and the pair Burkinabé N'Dama and African zebu were poorly differentiated (0.064 and
0.054, respectively). The zebu admixture coefficients estimated for the Lobi breed were low
or nill when the other parental population was the Burkinabé N'Dama. However, they
become non negligible when the N'Dama from Congo was used (from 25.6% to 39,1%). The
admixture coefficients estimated for the Burkinabé N’'Dama population were higher that those
estimated for the Lobi breed (roughly 47%).

Keywords: West Africa, zebu cattle, trypanotolerant cattle, introgression
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VARIABILIDAD DEL ADN MITOCONDRIAL EN LAS POBLACIONES FUNDADORAS DE
PONI ASTURCON
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INTRODUCCION

La recuperacion del poni Asturcon esta bien documentada (Garcia-Dory, 1980). Tras una
grave recesion a mediados del siglo XX, la conservacion de la raza se inici6 en los afios 70
utilizando los animales de capa negra explotados en semi-libertad en la Sierra del Sueve
(Oriente de Asturias). Esta iniciativa caus6 cierta controversia dado que histéricamente se
consideraba que el Asturcén tenia mas frecuentemente capa castafia y se explotaba
fundamentalmente en el Occidente de Asturias (Garcia-Dory, 1980). El pequefo tamafo de
la poblacion inicial hizo necesario incorporar nuevas yeguas fundadoras durante los afios 90
a partir de rebafos de las zonas bajas del Oriente asturiano y el area de los Picos de
Europa. Finalmente, el nimero de yeguas fundadoras con descendencia en el Libro
Genealdgico del poni Asturcén fue de cincuenta 50 (Royo et al. 2007; Alvarez et al., et al.,
2012).

Al inicio del siglo XXI, la asociacién de criadores (ACPRA) incluy6 en una nueva seccion del
Libro Genealdgico unos centenares de animales de capa castafia (Royo et al., 2007; Alvarez
et al. 2011). Sin embargo, la controversia sobre el programa de conservacién continud.
Marcadores de ADN mitocondrial asignaron al poni Asturcén, de capa negra o castafa, a la
familia haplotipica D de Jansen et al. (2002; Royo et al., 2005). Sin embargo, la variabilidad
encontrada en el Asturcéon de capa negra era mucho mayor que en la estirpe de capa
castafia, sugiriendo que la estirpe de capa negra podria haber tenido una mayor influencia
de razas equinas aléctonas. Recientemente, Alvarez et al. (2012) han analizado en
profundidad la variabilidad genética materna del poni Asturcon de capa negra tanto en la
poblacién fundadora como en la poblacién presente.

En esta comunicacién se comparan los haplotipos de las 37 lineas maternas fundadoras
analizadas por Alvarez et al. (2012) con 42 nuevas secuencias obtenidas de lineas
fundadoras del poni Asturcon de capa castafia. Se pretende conocer si existen diferencias
en la variabilidad del ADN mitocondrial en las poblaciones fundadoras de las dos estirpes de
poni Asturcon y si esas posibles diferencias tienen relacién con la estirpe o la geografia.

MATERIAL Y METODOS

Se han obtenido muestras de sangre de 42 yeguas fundadoras de la seccion de capa
castafia del Libro Genealdgico del poni Asturcon en 3 zonas geograficas aisladas entre si:
Sierra de La Bobia (13; concejos de Oscos, Vegadeo, Castropol, lllano, Boal y Coana
(northwestern Asturias); Sierra de Carondio (9; concejos de Allande, Tineo, Villayon, Valdés
y Navia); y Sierra de EI Aguion (20; concejos de Valdés, Salas y Cudillero). Las 37 lineas
fundadoras del Asturcon de capa negra analizadas en Alvarez et al. (2012) se asignaron a
las poblaciones fundadoras “Sueve” (26) y “no-Sueve” (11). La primera incluye las yeguas
fundadoras recuperadas en la Sierra del Sueve en los primeros afios 80 mientras que la
segunda incluye las lineas fundadoras maternas recuperadas en zonas bajas del Oriente de
Asturias y area de los Picos de Europa y registradas en los afios 90.

Los trabajos de laboratorio y secuenciacioén se realizaron en la forma descrita en Alvarez et
al. (2012) utilizando un secuenciador ABI 3130 DNA y sus programas de analisis. Las
secuencias se alienaron usando el programa CLUSTAL incluido en el programa MEGA 5.03
(Tamura et al., 2007). Los analisis se restringieron a 380 bp y las posiciones nucleotidicas
se numeraron de acuerdo con la secuencia de referencia X79547. Los haplotipos
identificados se asignaron a los grupos definidos por Jansen et al. (2002). Los haplotipos no
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identificados en Alvarez et al. (2012) se numeraron comenzando por el haplotipo (Hap) 16.
Los andlisis estadisticos y la estima de diversidad haplotipica (h) y nucelotidica () se
realizaron utilizando el programa Arlequin 3.5 (Excoffier et al. 2010). Los analisis AMOVA se
realizaron ajustando dos (poblacién o estirpe) o tres (poblacion dentro de estirpe) niveles
jerarquicos. La confianza estadistica de los valores obtenidos se estim6 mediante
permutaciones utilizando 1000 réplicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las 79 secuencias analizadas proporcionaron 16 haplotipos definidos por 33 sitios variables
(Tabla 1; ver Alvarez et al. 2012 para mas detalles). Aunque las dos estirpes de poni
Asturcon sélo comparten 8 haplotipos, estos sumaron el 76% y el 81% de las muestras
disponibles en ambas estirpes. La diversidad haplotipica y nucleotidica en la estirpe castafia
(0,027 + 0,006 y 0,021 + 0,011, respectivamente) son ligeramente mas altas que las de la
estirpe negra (0,024 + 0,005 y 0,016 = 0,009, respectivamente). Los analisis AMOVA
sefialaron que la mayor parte de la variabilidad se debia a los individuos muestreados (entre
el 96,4% vy el 99,8% dependiendo del modelo ajustado). Sin embargo, ni la estirpe ni la
poblacién muestreada resultaron fuentes de explicacion estadisticamente significativas de la
variabilidad genética materna (valores ®sr de 0,037 y 0,018). El modelo de tres niveles
jerarquicos no produjo resultados diferentes.

ElI ADN mitocondrial no permite la diferenciacién de razas de caballos por la gran
variabilidad presente en la especie debido a su compleja domesticaciéon y su capacidad de
movimiento (Jansen et al., 2002). La herencia del ADN mitocondrial es practicamente
uniparental y tiene un caracter estocastico que puede amplificarse por cuellos de botella
locales. Sin embargo, la presente comunicacién indica que a pesar del aislamiento
reproductivo de las poblaciones analizadas y la acusada recesién de sus censos no se han
producido procesos de deriva que permitan la diferenciacion de las poblaciones.

Se puede concluir que no seria posible una diferenciacion entre estirpes de poni Asturcon
mediante marcadores de ADN mitocondrial. Las dos estirpes de poni Asturcdn parecen
provenir de la misma poblacién ancestral de yeguas que, a su vez, tendria una composiciéon
genética materna representativa de una posible poblaciéon ancestral de yeguas de la
peninsula ibérica (Royo et al. 2005).
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Tabla 1. Frecuencias de los haplotipos identificados en cinco poblaciones fundadoras de
poni Asturcén. Los haplotipos de Hap_16 a Hap_20 no se habian identificado en Alvarez et
al. (2012). Se proporcionan, para cada poblacion, los siguientes parametros: numero de
muestras (n), numero de haplotipos identificados (k),) diversidad haplotifica (h) y diversidad
nucleotidica (7). La abreviatura sd corresponde a la desviacion estandar.

Haplo- Poblaciones
tipo grupo El Aguién Carondio La Bobia Sueve no-Sueve Total
Hap_1 D; 3 7 11 9 2 32
Hap_2 Ds; 1 1 2
Hap_3 Dy 2 2
Hap 4 G 3 3
Hap_ 5 D, 2 1 2 5
Hap_6 As 2 1 4 1 8
Hap_7 C, 1 1 7 1 10
Hap_8 A, 1 1 1 3
Hap_ 9 A 1 1
Hap_10 A 1 1 2
Hap_11 C;4 1 1
Hap_16 A 2 2
Hap_17 - 1 1
Hap_18 As 1 1 3 5
Hap_19 D; 1 1
Hap_20 A; 1 1
n 9 13 20 26 11 79
k 6 6 7 6 9 16
h 0.111 0.077 0.050 0.039 0.091 0.013
sd) 0.052 0.030 0.016 0.011 0.039 0.002
TT 0.016 0.017 0.016 0.02 0.024 0.019
sdm 0.010 0.010 0.009 0.011 0.013 0.010

MITOCHONDRIAL DNA VARIABILITY IN THE FOUNDER POPULATIONS OF THE
ASTURCON PONY

ABSTRACT: A 380 bp fragment of the horse D-loop region was analysed in 42 founder mare
samples of the bay-coated Asturcdn pony obtained in three different, isolated and
mountainous areas: branch of “La Bobia” (13), branch of “Carondio” (9) and branch of “El
Aguién” (20). These sequences were compared with the information provided by 37 founder
matrilines of black-coated Asturcon assigned to the “Sueve” (26) and the “out-of-Sueve” (11)
founder populations. The aim of this note was to ascertain the differences in founder mtDNA
diversity between the two strains of the Asturcon pony and if such differences have
geographical consistency. Both haplotypic (0.027 £ 0.006) and nucleotide (0.021 + 0.011)
diversity were higher in bay-coated than in black-coated Asturcén (0.024 + 0.005 and 0.016 +
0.009, respectively). AMOVA analyses failed in assessing any statistically differentiation
among Asturcén geographical populations or strains. Differentiation among strains or
population took low and non-significant values (®st of 0.037 and 0.018, respectively).
Differentiation between Asturcén pony strains using mtDNA marker would not have clear
support. The two strains of the Asturcon pony breed likely derive from the same ancestral
mare population.

Keywords: D-loop, Genetic variability, Asturcon, Founders
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ESTIMAS GENOMICAS DE PARENTESCO Y CONSANGUINIDAD EN UNA ANTIGUA
PIARA CONSANGUiNEA DE CERDO IBERICO
Saura', M., Fernandez', A., Rodriguez', M.C., Toro M.A., Barragan', C., Fernandez', A.l. y
Vlllanueva B
"Departamento de Mejora Genética Animal, INIA Carretera de la Corufia Km 7.5, 28040
Madrid, Spain, email: saura.maria@inia.es
Departamento de Produccion Animal, ETS Ingenieros Agronomos, Ciudad Universitaria
28040 Madrid, Spain

INTRODUCCION
El mantenimiento de la diversidad genética y el incremento de la consanguinidad son
requerimientos cruciales en los programas de conservaciéon. El marco de actuacion general
para controlar la pérdida de variabilidad y evitar la depresién consanguinea se basa en
controlar las tasas de consanguinidad y parentesco, o lo que es lo mismo, manejar el censo
efectivo poblacional (N.).
Dentro de las razas de porcino, el cerdo ibérico representa la mas emblematica del
Mediterraneo y una de las mas importantes del mundo desde un punto de vista econdmico.
A lo largo de la década de los sesenta, las poblaciones de cerdo ibérico sufrieron un
acusado declive, aunque la expansion de los mercados ha conseguido revertir esta
tendencia. La estirpe Guadyerbas, una de las mas antiguas y actualmente la Unica
representante del tipo negro lampifio, se encuentra en serio peligro de extincién. La estirpe
se ha conservado en una piara experimental que se ha mantenido aislada desde 1944, con
un exhaustivo control de la genealogia, constituyendo un recurso genético de incalculable
valor.
En general, la evolucién de la diversidad genética se ha medido utilizando la informacién del
pedigri, o utilizando marcadores microsatélites en los casos en que éste no estuviera
disponible. Este tipo de informacién molecular es limitada, y su aplicacién para mantener la
variabilidad genética ha sido cuestionada en diversos estudios. El reciente desarrollo de
nuevas tecnologias de secuenciacion y genotipado masivo, permite identificar miles de
polimorfismos nucleotidicos sencillos (SNPs) teniendo en cuenta informacion relevante que
los microsatélites ignoran.
En este trabajo se ha utilizado el chip porcino PorcineSNP60 BeadChip (lllumina) para
obtener estimas gendmicas de parentesco, consanguinidad y censo efectivo para la estirpe
Guadyerbas. Estas estimas moleculares se compararon con las equivalentes obtenidas a
partir de la genealogia y a partir de marcadores microsatélites. Por ultimo, se ha evaluado la
eficiencia de la informacién gendémica aplicada a programas de manejo para maximizar la
diversidad genética como alternativa al uso de la genealogia.

MATERIAL Y METODOS

Se genotiparon 227 animales Guadyerbas nacidos entre 1992 y 2011 con el chip de lllumina
que, de acuerdo con la ultima version del mapa porcino, comprende 62163 pruebas
distribuidas a lo largo de los 18 autosomas y 2 cromosomas sexuales. El filtrado de los datos
se realiz6 con el programa GenomeStudio (lllumina). Tras aplicar los controles de calidad, el
set de datos incluyé 219 muestras con genotipos fiables para 35519 SNPs. De estos
individuos, 30 disponian también de genotipos para 57 microsatélites (Toro y col. 2002).

El coeficiente de parentesco molecular entre dos individuos i y j (fi;) se calculé6 como:

oy =013 (3 St 14

donde L es el nimero de marcadores y Iy €s la identidad del alelo k-ésimo del individuo i
con el alelo m-ésimo del animal j en el locus /, que toma valor de 1 si los alelos son idénticos
y de 0 si no lo son. El coeficiente de consanguinidad molecular para el individuo i se calcul6é
como Fy; = 2fiyw — 1 (es decir, como la proporcion de genotipos homocigotos). Los
coeficientes de parentesco (f) y consanguinidad (Fg) genealdgicos se calcularon utilizando
el algoritmo de Meuwissen y Luo (1992). Las tasas de parentesco ( f;) y consanguinidad ( F,)
(molecular y genealdgico) anuales se computaron regresando el logaritmo neperiano de (1 -
f) o (1 -F) sobre el afio de nacimiento. Las pendientes de las rectas de regresion equivalen
a -f,y - F,, que multiplicadas por —L (siendo L el intervalo generacional igual a 3 afios) dan
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las correspondientes tasas por generacion (fy F). El censo efectivo se calcul6 como N, ;=
1/2 f o N. r=1/2 F, utilizando tanto datos moleculares como genealdgicos.

Desde 1982, la estrategia adoptada para mantener la diversidad genética en el programa de
conservacion de Guadyerbas ha sido realizar apareamientos de minimo parentesco
genealdgico. En este contexto, se evalu6 la eficiencia de los marcadores de alta densidad
en el manejo de poblaciones en conservacién como alternativa al uso de la informacién
genealdgica. Se utilizaron datos empiricos de una generacion (12 machos y 47 hembras) y
se evaluaron dos criterios de optimizacion de apareamientos: minimizacién del parentesco
molecular (MCy) y minimizacion del parentesco genealdgico (MCgs). Las restricciones
impuestas implicaron un disefio balanceado en el que todos los individuos contribuian a la
siguiente generacion y que se ajusta a lo que se lleva a cabo en la practica. Con objeto de
clarificar cual de los dos criterios es mas eficiente, se midié el parentesco molecular y
genealdgico promedios que se alcanzaba con cada uno de ellos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Tras la eliminacion de los SNPs monomorficos para la raza de cerdo ibérico, cerca del 45%
de los SNPs fueron monomorficos en Guadyerbas, en consonancia con lo que se espera de
una poblacién aislada de censo tan reducido. El promedio de los coeficientes de parentesco
y consanguinidad moleculares (0,82 + 0,015y 0,81 £ 0,016, respectivamente) fueron casi el
doble que los coeficientes genealdgicos (0,42 + 0,047 y 0,39 + 0,037), aunque las tasas de
parentesco molecular y genealdgico fueron muy similares, al igual que ocurrié con las tasas
de consanguinidad. No obstante, /' y F fueron diferentes y por tanto difirieron también las
estimas de N, calculadas a partir de f (10 individuos) y de F (16-18 individuos). Esto se
debe al tipo de manejo al que se ha sometido a la poblacion, en el que se fuerzan
apareamientos de minimo parentesco, desviandose del apareamiento aleatorio.
La correlacion entre fir y f¢ fue muy elevada (0,90), no asi tanto entre F), y F (0,68). El
hecho de que la correlacién entre parentescos fuese mas alta podria tener relacion con una
mayor dispersion de los datos en el caso del parentesco genealdgico (rango de f; = 0,41;
rango de Fs = 0,16). Estudios previos con marcadores microsatélites enfatizan la
importancia de la varianza de los coeficientes genealégicos como el factor determinante
para obtener una alta correlacion (Slate y col. 2004). Sin embargo, en este estudio la
varianza de los coeficientes genealdgicos fue muy baja (0,0022 para f; y 0,0014 para Fg),
sugiriendo que en aquellos casos en que se utilizan miles de marcadores, la varianza de los
coeficientes genealdgicos no es el factor determinante de la magnitud de la correlaciéon. De
hecho, en el grupo de individuos con informacion de genealogia, SNPs y microsatélites, la
correlacion entre el parentesco molecular obtenido con SNPs y el parentesco genealdgico
resultd ser significativamente mas elevada (0,86) que la equivalente utilizando microsatélites
para estimar el parentesco molecular (0,67). También se observé que la prediccion del
parentesco genealdgico a partir del molecular fue mucho mas precisa utilizando SNPs (0,95)
que utilizando microsatélites (0,82) (Figura 1).
El desarrollo de nuevas tecnologias de genotipado masivo ha transformado el paradigma de
que la genealogia es el parametro mas apropiado para medir la diversidad genética.
Contrariamente a lo sugerido en estudios basados en microsatélites (Fernandez y col.
2005), estudios recientes han resaltado los beneficios de los chips densos de SNP para
mantener variabilidad genética (de Cara y col. 2011). A pesar de que en este estudio los
criterios de minimizar el parentesco molecular (MC),) o minimizar el parentesco genealdgico
(MC;) mostraron resultados similares en términos de parentesco global (tanto molecular
como genealdgico), las parejas escogidas por cada uno de los criterios sélo coincidieron en
el 30% de los casos. Esto se debe a que, aunque el parentesco molecular tiene la habilidad
de discriminar entre individuos con el mismo grado de parentesco genealdgico, el manejo de
la poblacion ha dado lugar a una gran reduccion en la varianza del parentesco, por lo que la
ventaja de utilizar el parentesco molecular no se ha trasladado en la practica.
La poblacion analizada en este estudio dispone de informacion completa y precisa del
pedigri, una situacion muy inusual. Nuestros resultados sugieren que en ausencia de esta
informacion, la utilidad de la informacion molecular a partir de chips de SNPs para mantener
diversidad genética es indiscutible.
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Figura 1. Prediccién del parentesco molecular (fy; estimado con datos de SNPs) a partir del
parentesco genealdgico (fs) (a), y viceversa (b), para los 219 Guadyerbas analizados.
Prediccion del parentesco genealdgico a partir de los dos tipos de parentesco molecular
(SNPs y microsatélites), para los 30 individuos con informacién adicional de marcadores
microsatélites (c).
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GENOME-WIDE ESTIMATES OF COANCESTRY AND INBREEDING IN A CLOSED HERD
OF ANCIENT IBERIAN PIGS

ABSTRACT: Maintaining genetic variation and controlling the increase in inbreeding are
crucial requirements in animal conservation programs. As a general rule, the most widely
accepted strategy to implement in conservation programs is to maximize the effective
population size by minimizing the global coancestry obtained from the pedigree. When
genealogical information is absent, microsatellites have been traditionally the markers of
choice to characterize genetic variation, with questionable results. The development of high-
throughput genotyping techniques states the necessity of reviewing the paradigm that
genealogy is the best parameter to measure genetic diversity. In this study the lllumina
PorcineSNP60 BeadChip was used to obtain genome-wide estimates of rates of coancestry
and inbreeding and effective population size for an ancient strain of Iberian pigs which is now
in serious danger of extinction. These estimates were compared with those obtained from
microsatellite and from pedigree data. Estimates of coancestry and inbreeding computed
from the SNP chip were strongly correlated with genealogical estimates and these
correlations were substantially higher than those between microsatellite and genealogical
coefficients. Molecular coancestry computed from SNP information was a better predictor of
genealogical coancestry than coancestry computed from microsatellites. Our results indicate
that genome-wide information represents a useful alternative to genealogical information for
measuring and maintaining genetic diversity.

Keywords: coancestry, effective population size, genome-wide, Iberian pig.
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DETECCION DE HUELLAS DE SELECCION EN SEIS LOCI RELACIONADOS CON
LA PIGMENTACION EN CABRA
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INTRODUCCION

La pigmentacién es caracter fenotipico facilmente observable que puede tener efectos
relevantes sobre la viabilidad de un organismo, y en algunas especies los genes que la
determinan pueden encontrarse bajo seleccién. Por ejemplo, en humano se relaciona
la ventaja selectiva de la pigmentacion con el efecto protector de la radiacion UV y su
papel en la sintesis de la vitamina D5 (Jablonski y Chaplin, 2010), mientras que en el
ratobn Peromyscus polionotus se debe al camuflaje (Hoekstra et al., 2006). En animales
domésticos probablemente el color de la capa ha sido seleccionado desde la
domesticacion (Fang et al., 2009) y los genes implicados son un bueno modelo para
estudiar la seleccion artificial.

En este trabajo hemos analizado la diversidad de 6 genes que afectan la pigmentacion
en mamiferos (MC1R, ASIP, TYR, TYRP1, TYRP2 y KIT) en un panel de 18 razas
caprinas, con el objetivo de detectar posibles huellas genéticas causadas por
seleccion artificial. Ademas, para delimitar posibles efectos de distribucion o de deriva,
hemos reconstruido la estructura filogeografica de las poblaciones incluidas.

MATERIAL Y METODOS
Para caracterizar polimorfismos se han secuenciado individuos de 10 razas distintas.
Los fragmentos analizados son de 0.8 kb, 3.5 kb, 0.7 kb y 1.3 kb en los genes MC1R,
KIT, TYRP2y TYR caprinos, respectivamente. Para los genes ASIPy TYRP1 se han
utilizado polimorfismos descritos previamente (Badaoui et al., 2011).
El genotipado de los polimorfismos encontrados se ha llevado a cabo en 516
individuos de 18 razas distintas mediante Sequenom MassARRAY iPLEX, en el Centro
Nacional de Genotipado (CeGen, Santiago de Compostela). Estas poblaciones cubren
5 areas geogréficas distintas: Italia, Peninsula Ibérica y Baleares, Islas Canarias, Norte
de Africa y Suiza.
La heterocigosidad observada ha sido calculada mediante el paquete R Genetics
(http://cran.r-project.org/web/packages/genetics/index.html), opcién genotype, y el
déficit o exceso de heterocigotos con Genepop (Rousset, 2008). La herramienta cSNP
de Panther se ha utilizado para las predicciones de efectos fenotipicos in silico
(Thomas et al.,, 2003), y la huella de seleccién se ha identificado mediante la
aproximacion FST-outlier implementada en los programas BayeScan y Lositan (Fdist)
(Foll y Gaggiotti, 2008). Para el analisis de estructura poblacional se ha utilizado un
andlisis de coordenadas principales (PCA), un PCA discriminante (DPCA) y el
programa Structure v. 2.3.3 (Pritchard et al., 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION
La resecuenciacién permitié la identificacion de 10 SNPs nuevos, que incluyen 5
mutaciones que causan cambio de aminoacido y una mutacion sin sentido (Tabla 1).
En conjunto, el gen que muestra mas niveles de variabilidad (especialmente,
mutaciones no sinénimas) es MC1R.
Los resultados de genotipado en el panel de razas han sido analizados para detectar
huellas de seleccion, y en los dos métodos utilizados los resultados indican que hay
seleccion direccional en los genes MC1Ry KIT, mientras que TYRy TYRPZ2 estarian
bajo seleccion balanceada/purificadora (Tabla 2).
El papel fundamental de TYR y TYRPZ2 en la sintesis de pigmentos justificaria la
seleccion purificadora. Sin embargo, no se puede descartar una posible seleccion
balanceada, tal y como se ha demostrado en la oveja Soay, en la cual se seleccionan
genotipos heterocigotos (Gratten et al. 2012).
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Los SNP del gen MC1R con evidencias fuertes de seleccién direccional son ¢.673C>T,
c.748G>T y ¢.764G>A, que en el analisis funcional in silico de cSNP involucran
cambios funcionales en la proteina (Tabla 1). Es importante destacar que el SNP
¢.673C>T presenta una asociacion con pigmentacion de manchas rojas en la raza
Girgentana, y un SNP en este gen, no genotipado en este estudio, es probablemente
la causa de las variaciones entre negro y caoba de la raza Murciano-Granadina
(Fontanesi et al., 2009). Todo esto sugiere un papel determinante del gen MC1R en la
determinacion del color en la especie caprina.

Un objetivo esencial de este trabajo es investigar el impacto de la seleccion sobre el
color de la capa en las relaciones genéticas entre las 18 razas analizadas. ¢ Es posible
que la inclusion de SNP seleccionados en los analisis filogeogréaficos altere la
agrupacion de razas en funcion de su color?

Los patrones geograficos producidos por sucesos demograficos y deriva genética
pueden ser substancialmente modificados (e incluso borrados) por la seleccion. Este
podria ser el caso en animales domésticos como la cabra, en los cuales razas de
localidades distantes pueden ser seleccionadas por el mismo color (produciendo una
“fijacion convergente” del mismo juego de alelos) y, alternativamente, razas cercanas
ser seleccionadas por colores distintos.

Los resultados de los analisis filogeograficos muestran que las razas utilizadas en este
andlisis se agrupan en funcion de su origen y no de su color, y se observa una
diferenciacién clara entre las razas canarias y del norte de Africa versus las razas
europeas. Nuestros datos, en concordancia con un analisis previo de 29 SNP en
genes de la pigmentacion (Nicoloso et al., 2012) muestran que marcadores no
neutrales pueden reflejar correctamente la historia de una poblacién, dependiendo del
impacto relativo de la seleccién y la deriva en las frecuencias alélicas.

En general, los criterios de seleccion por color en las especies domésticas estan
completamente desligados de la geografia, y por tanto, la cabra es una excepcion.
Esto puede ser debido a distintas causas. Primero, una seleccion poco intensa (que
parece posible, dado que individuos de una misma raza pueden tener pigmentaciones
diversas) podria disminuir su influencia en la estructura de las poblaciones. Segundo,
probablemente hay un cierto nivel de heterogeneidad genética en los fenotipos de
color, y distintos alelos pueden ser responsables de patrones similares de razas de
razas diferentes. Esta heterogeneidad podria incrementar la estructura filogeografica.
Y tercero, la pigmentacion en caprino tiene una herencia poligénica, con interacciones
entre loci, y un grado de complejidad que puede limitar la eficacia de la seleccion.
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Tabla 1. Polimorfismo de cuatro genes caprinos involucrados en la pigmentacion
y valores predictivos de la aplicacion cSNP (Panther database).
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Gen Polimorfismo Cambio AA subPSEC' Pdel?
KIT c.1284T>G K428Q -3.85 0.70
c.1887T>C - - -
MC1R c.673C>T Q225X - -
c.676A>G K226E -2.99 0.49
c.748G>T V249F -6.12 0.95
c.764G>A G255D -6.78 0.97
c.769C>A P257T -2.20 0.31
TYR c.1455A>G - - -
TYRP2 c.900T>C - - -
c.996C>T - - -

'Valor subPSEC (logaritmo negativo de la ratio de probabilidad entre el alelo salvaje y

el mutante en una posicion), indica importancia funcional si es inferior a -3.

2 Pdel, probabilidad que una mutacién tenga efecto deletéreos.

Tabla 2. Deteccion de huellas de deteccion en genes caprinos que afectan la
pigmentacion mediante Lositan y BayeScan.

Gene LOSITAN ' BAYESCAN ANALYSIS?
P (simul) Prior odds of the Prior odds of the

neutral model = 1 neutral model = 10

Prob Qual a Prob Qual a
KIT €.1284T>G 0.999 0.934 0.023 0.692 0.306 0.234 0.221
c.1887T>C 0.951 0.540 0.071 0.259 0.068 0.372 0.027
c.673C>T 0.999 1.000 0.000 1.647 0.999 0.000 1.564
MC1R c.676A>G 0.002 0.433 0.121  -0.187 0.083 0.310 -0.042
c.748G>T 0.987 0.982 0.007 0.811 0.636 0.088 0.499
c.764G>A 1.000 0.938 0.017 1.261 0.350 0.168 0.461
VR C.769C>A 3e-06 1.000 0.000 -1.825 0.999 0.000 -1.942
c.1455A>G 0.000 1.000 0.000 -1.794 1.000 0.000 -1.907
TYRP1 c.483C>T 0.118 0.291 0.218 -0.028 0.046 0.425 -0.009
TYRP2 ¢.900T>C 0.000 0.982 0.004 -1.143 0.918 0.032 -1.185
c.996C>T 0.000 0.982 0.009 -0.953 0.921 0.020 -1.031
ASIP c.376T>G 0.107 0.301 0.174 -0.028 0.043 0.469 -0.008

"Lositan evalua la relacion entre FST y la heterocigosidad esperada para identificar loci
outliers. P(simul) < 0.05 indica evidencias de seleccién balanceada/purificadora, y
P(simul) = 0.95 es indicativa de seleccion direccional. Los SNP con valores 0.05 <
P(simul) < 0.95 s6n neutros.

2Prob = probabilidad posterior del modelo incluyendo seleccién; gval = tasa minima de
falsos descubrimientos en que un locus puede ser significativo; a = coeficiente o
estimado, indica la fuerza y direccién de la seleccién (valores positivos = seleccion
direccional, valor negativo = seleccion purificadora o balanceada).

SIGNATURES OF SELECTION IN SIX COLOR GENES OF GOAT

ABSTRACT: Our goal was to investigate if selection for this phenotype has left a
detectable genetic signature in goats. Ten mutations, plus 2 other ones detected in
previous studies were genotyped in 560 goats representing 18 breeds from ltaly,
Spain, Canary lIslands and North Africa. We detected significant evidences of
directional selection at the MC1R and KIT genes, and of balancing/purifying selection
at TYR and TYRPZ2 loci. However, population structure and phylogeographic analyses,
considering both neutral and non-neutral SNP, demonstrated that breeds cluster
according to their geographic origin (and not to their coat color).

Keywords: goat, pigmentation, selection, drift
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AVANCES EN LA INFERENCIA DE LA ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL EN
PRESENCIA DE INDIVIDUOS EMPARENTADOS
S. T. Rodriguez-Ramilo'®, M. A. Toro? y J. Fernandez®
'CONAFE. Ctra. de Andalucia, Km. 23,6. 28340, Madrid
?Dpto. de Produccién Animal. ETSI Agréonomos. UPM. 28040, Madrid
*Dpto. de Mejora Genética Animal. INIA. Ctra. La Corufia Km. 7,5. 28040, Madrid
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INTRODUCCION

Los algoritmos de agrupamiento Bayesianos (Pritchard et al., 2000; Corander et al., 2004)
son una herramienta computacional muy empleada para inferir estructura genética
poblacional. Basicamente, estas metodologias Bayesianas actian minimizando los
desequilibrios de Hardy-Weinberg y de ligamiento dentro de cada subpoblacion. Como
consecuencia de esta caracteristica, la mayoria de estas metodologias asumen
implicitamente que los individuos muestreados en las distintas subpoblaciones no estan
emparentados. Sin embargo, especialmente en poblaciones con un censo reducido o
especies con una elevada fecundidad, es muy probable que existan (y se muestreen)
individuos emparentados en una misma subpoblaciéon. Por lo tanto, las asunciones de
equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento en las metodologias de agrupamiento
Bayesianas no se cumpliran, lo que puede reducir la precision de estos métodos a la hora
de inferir la estructura genética poblacional (Anderson y Dunham, 2008; Rodriguez-Ramilo y
Wang, 2012).

En el presente estudio se compar6 mediante simulacién por ordenador el efecto que
produce la existencia de individuos emparentados sobre la precision de dos metodologias
para inferir estructura genética poblacional. El primer método evaluado fue el algoritmo
Bayesiano implementado en el programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), y la segunda
metodologia evaluada estd basada en la maximizacion de la distancia genética entre
subpoblaciones (Maximisation of Genetic Distance; MGD) y, por tanto, no asume ni equilibrio
de ligamiento ni de Hardy-Weinberg (Rodriguez-Ramilo et al., 2009).

MATERIAL Y METODOS
Datos simulados

Se simularon metapoblaciones compuestas por n = 3 o 5 subpoblaciones de 50 individuos
cada una. Se incluyeron 10 (20) marcadores de tipo microsatélite (con 20 alelos) o 100 (200)
SNP bialélicos. Las frecuencias alélicas de la metapoblacién se generaron asumiendo una
distribucion Dirichlet. A partir de estas frecuencias y el coeficiente de diferenciacion (Fsr)
deseado (se simularon grados de diferenciacion de Fsr = 0,1y 0,2), las frecuencias alélicas
de cada subpoblacion también se generaron a partir de una distribucion Dirichlet. Para crear
una estructura de parentescos se realizd una generacion previa en la que los genotipos de
los individuos con una relacién de parentesco determinada (hermanos, medios hermanos, y
no emparentados) se generaron para cada marcador siguiendo las reglas de transmision
mendeliana. Se simularon casos con sélo individuos no emparentados, con 1 o 2 familias en
la misma subpoblacién o 2 familias en subpoblaciones diferentes. El tamafio familiar fue de
4 y 16 individuos. En el caso de familias de medios hermanos solamente se simulé el
escenario con 10 microsatélites. Se realizaron 20 réplicas de cada combinacién de
parametros.

Algoritmos evaluados

Se evaluo la proporcion de réplicas en las que STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) y MGD
(Rodriguez-Ramilo et al., 2009) identificaron el niumero correcto de subpoblaciones (3 o 5).
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Para la evaluacion del método implementado en el STRUCTURE se empleé la proporciéon
de ascendencia (Q) de cada individuo i (i = 1,...,N) perteneciente a cada cluster (j = 1,...,K).
Para cada individuo i, el cluster con el mayor valor de Q es el cluster al que ese individuo
pertenece. La media de los valores Qij para todos los individuos i pertenecientes al cluster j
se denomina Q(’), y el menor valor de Q(j) a través de los clusters evaluados es J“". El
numero de clusteres inferido fue el mayor valor de K en el que Q“’”" > 0,8. Los parametros
empleados para ejecutar el STRUCTURE fueron 5.000 muestras de burn-in'y 10.000 usadas
para calcular la distribuciéon. Se emple6 el modelo admixture y la opcion de frecuencias
alélicas correlacionadas. En todos los demas parametros se dejaron los valores por defecto.
El rango de Ks evaluado fue desde dos hasta el numero real de subpoblaciones méas uno.

El método MGD implementa un algoritmo de simulated annealing para la optimizacién. Se
usaron como parametros 10.000 soluciones alternativas por temperatura (T) y un maximo de
250 diferentes valores de T. La tasa de descenso de la temperatura y la temperatura inicial
fueron 0,9 y 0,00001, respectivamente. Para cada escenario, el rango de Ks evaluado fue
desde dos hasta seis y el numero de K inferido se estimé mediante una aproximacioén similar
a la propuesta por Evanno et al. (2005) pero adaptada para las distancias genéticas (ver
Rodriguez-Ramilo et al., 2009 para mas detalles).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra la proporcion de réplicas en las que el STRUCTURE (columna
izquierda) y MGD (columna derecha) infieren K = 3 cuando n = 3 en presencia de familias de
hermanos, los dos coeficientes de diferenciacién considerados y usando 10 o 20
microsatélites. La proporcion de K correctos es elevada en ambas metodologias en
situaciones en las que no existen individuos emparentados y en casos con familias de 4
hermanos. Sin embargo, en las situaciones con 16 hermanos por familia, la proporcion de
réplicas en las que se estima K correctamente es mayor en MGD que con el STRUCTURE.
En las dos metodologias la precision con 20 microsatélites es mayor que con 10
microsatélites. Ademas, con un coeficiente de diferenciacion elevado la precision de ambos
métodos mejora.

-cass 1 ==®-2(misma) --®- 2 (distinta)
—4—1 —®—2(misma) —®—2(distinta)

Fsr=0,1

STRUCTURE

MGD

Proporcion de K correctos

Proporcion de K correctos

0 4 8 12 16 0 4 8 12 16
Hermanos Hermanos

Figura 1. Proporcién de réplicas en las que el STRUCTURE (columna izquierda) y
MGD (columna derecha) infieren K = 3 cuando n = 3 en el caso de hermanos y
distintos niveles de diferenciacion. Las lineas discontinuas indican 10 microsatélites.
Las lineas continuas indican 20 microsatélites. Los triangulos representan una
familia, los cuadrados indican dos familias en la misma subpoblacién, y los circulos
representan dos familias en subpoblaciones diferentes.

La Figura 2 muestra la proporcion de réplicas en las que el STRUCTURE (columna
izquierda) y MGD (columna derecha) infieren K = 3 cuando n = 3 en los casos con familias
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de medios hermanos con distintos coeficientes de diferenciacion y 10 microsatélites. En
general, el comportamiento de ambas metodologias es muy similar al caso de las familias de
hermanos, indicando que la metodologia MGD no reduce apreciablemente su precision en
presencia de individuos emparentados. Ademas, los resultados obtenidos con 100 y 200
SNPs y cinco subpoblaciones fueron muy similares a los anteriores (datos no mostrados).

--a-q{  --=-2(misma) -~ 2 (distinta)

Fsr=0,1
STRUCTURE MGD

0 4 8 12 16 0 4 8 12 16

Medios hermanos Medios hermanos

Figura 2. Proporcion de réplicas en las que el STRUCTURE (columna izquierda) y MGD
(columna derecha) infieren K = 3 cuando n = 3 en el caso de medios hermanos y
distintos niveles de diferenciacion. Las lineas discontinuas indican 10 microsatélites. Los
triangulos representan una familia, los cuadrados indican dos familias en la misma
subpoblacion, y los circulos representan dos familias en subpoblaciones diferentes.

En resumen, los resultados indican que una metodologia que no asume ni equilibrio de
Hardy-Weinberg ni de ligamiento es mas precisa a la hora de inferir estructura genética
poblacional en presencia de individuos emparentados que una aproximacioén Bayesiana que
si los asume. Por tanto, si se sospecha de la existencia de individuos emparentados en una
muestra, seria conveniente emplear una metodologia del primer tipo a la hora de inferir
estructura genética poblacional.
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ADVANCES ON THE INFERENCE OF POPULATION GENETIC STRUCTURE IN
PRESENCE OF RELATED INDIVIDUALS

ABSTRACT: This study aims to compare two methodologies for the inference of population
genetic structure in presence of related individuals. The first method implements a Bayesian
approach to minimise Hardy-Weinberg and linkage equilibrium within subpopulations. The
second methodology maximises genetic distance between subpopulations and does not
make Hardy-Weinberg and linkage equilibrium assumptions. Using simulated data, the
results indicate that the second approach is less influenced by the presence of close
relatives, and is more appropriated when close relatives are supposed to be present in a
sample.

Keywords: population structure, related individuals, molecular markers.
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EFECTO DE DIETAS ENRIQUECIDAS CON SEMILLA DE LINO Y CLA EN EL PERFIL DE
ACIDOS GRASOS DEL DEPOSITO SUBCUTANEO DE TERNEROS FRISONES
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INTRODUCCION

Actualmente, los consumidores son conscientes de la relacién existente entre dieta y salud,
por lo que la tendencia en el sector carnico es la mejora del perfil lipidico de la carne. En
varios estudios se ha comprobado las propiedades saludables que presentan los acidos
grasos omega-3 a-linolénico (ALA), eicosapentanoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA)
(McAfee et al., 2010; McNeill y Van Elswyk, 2012) y el &cido linoleico conjugado (CLA)
(Rubino et al., 2008; Benjamin y Spener, 2009). Una de las estrategias para enriquecer el
contenido de la carne con estos acidos grasos saludables es aumentando la disponibilidad
del contenido de los precursores de dichos acidos grasos en la dieta animal. El objetivo de
este trabajo fue determinar el efecto de la adicién de lino y/o CLA en la dieta de terneros
frisones sobre el perfil de acidos grasos en el depdsito graso subcutaneo.

MATERIAL Y METODOS

Se ha determinado el perfil de acidos grasos de 48 terneros frisones. A partir de unos 150 kg
de peso, los animales fueron alimentados con 4 dietas diferentes: control (0% lino, 0% CLA),
lino (10% lino, 0% CLA), CLA (0% lino, 2% CLA) y lino+CLA (10% lino y 2% CLA). Las
cuatro dietas eran isoproteicas (16,9% PB) e isoenergéticas (3,34 McalEMkg') y se
formularon con una suplementacion de 110 mg de vitamina E/kg de pienso (Alberti et al.,
2011). Los animales fueron sacrificados una vez que alcanzaron el peso aproximado de 450
kg (a los 12-13 meses de edad). A las 24 horas post sacrificio, se tomaron muestras del
tejido subcutaneo a la altura de la 102 vértebra toracica, para el andlisis del contenido en
acidos grasos. Posteriormente, las muestras se congelaron a -20°C para su conservacion
hasta el momento del analisis. EI método utilizado para la extraccién y metilaciéon de la grasa
fue el descrito por Whittington et al. (1986), al que se le aplican las modificaciones de Aldai
et al. (2005). El perfil de acidos grasos se analizé mediante cromatografia de gases con el
equipo GC 7890 con splitless inlet y detector FID con una columna de 120 m y helio como
gas portador. Los acidos grasos fueron expresados como porcentaje del total de &cidos
grasos detectados (g/100g del total de acidos grasos). El tratamiento estadistico de los
datos se realiz6 mediante analisis de varianza, considerando la dieta como factor fijo (SPSS
19.0). Para identificar diferencias significativas entre grupos (p<0,05) se aplico el test de
Tukey. Ademaés, se ha realizado un analisis factorial por el método de componentes
principales para relacionar los acidos grasos y diferenciar las muestras segun la dieta.

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 muestra los valores de los acidos grasos mas relevantes y el sumatorio de los
diferentes grupos de acidos grasos, en las muestras del depdsito subcutaneo de los terneros
alimentados con la dieta control, lino, CLA y lino+CLA. Se observé una tendencia (p=0,07) a
la disminucién del contenido de acidos grasos saturados (AGS) al adicionar lino y/o CLA en
la dieta de los animales. Igualmente, Mapiye et al. (2013) también obtuvieron contenidos
menores de AGS en los novillos alimentados con lino. Por otra parte, no se encontraron
diferencias (p=0,56) en la composicion de acidos grasos monoinsaturados (AGM) en los 4
lotes estudiados. Asimismo, la adicién de lino en los lotes lino y lino+CLA dio lugar a un
mayor contenido en el C18:3n3 (figura 2.a), debido probablemente al alto contenido de
C18:3n3 procedente de la dieta, encontrandose los contenidos mayores de los sumatorios
de n3, n6 y acidos grasos poliinsaturados (AGP) en los lotes lino y lino+CLA (p<0,001). La
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carne procedente del lote lino+CLA presentd unos contenidos mayores en CLA9c11t y
C18:1t11 (&cido transvaccénico, TVA) (p<0,001) que estéa relacionado con el alto contenido
de C18:2n6 y C18:3n3 procedente de la dieta, resultados que concuerdan con los hallados
por Warren et al. (2008) en frisones alimentados con dietas enriquecidas en n6 y n3.
Cuando se realiz6 el andlisis factorial de componentes principales, la distribucién de las
muestras indico la existencia de dos grupos: la carne procedente de los lotes control y CLA y
aquella de los lotes lino y lino+CLA (figura 1). Los resultados fueron los esperados, puesto
que, en general, los animales alimentados con las dietas lino y lino+CLA tuvieron los
mayores contenidos del acido graso C18:3n3 y CLA9c11t. Cabe destacar que el ratio n6/n3
en los lotes lino y lino+CLA (4,09 y 3,71) se redujo a la sexta parte respecto al control
(24,06), alcanzando los niveles recomendados nutricionalmente (en torno a 4 segun la
WHO, 2003). Sin embargo, en el lote CLA el ratio n6/n3 se mantuvo elevado (21,52).
Ademas, los lotes lino y lino+CLA tuvieron una relacion AGP/AGS 2 veces mayor que la de
los lotes control y CLA. En un trabajo previo, Sarriés et al. (2011) determinaron el perfil
lipidico del depésito intramuscular (IM) en estos mismos animales. Si se comparan ambos
depositos (SC e IM), se puede apreciar como el acido graso C18:3n3 en los lotes lino y
lino+CLA aument6 7 veces respecto al control en el depésito IM y 8 en el SC debido a la
adicion de lino en la dieta, siendo el contenido del ALA del lote CLA similar al lote control en
ambos depositos (figura 2.a). Por otro lado, los ratios n6/n3 obtenidos en ambos depdsitos
fueron del mismo orden (figura 2.b), mientras que la relacion AGP/AGS del depdsito IM fue
aproximadamente 3 veces superior que la del depésito SC (figura 2.c).

En conclusién, la adicion conjunta de semillas de lino y CLA en las dietas de los terneros
frisones ha supuesto un mayor contenido en AGP, un mayor contenido de CLA y un menor
ratio n6/n3 consecuencia de los mayores contenidos en n6 y n3, mejorando asi el perfil
lipidico de la grasa subcutéanea.
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Tabla 1. Contenido de acidos grasos (g/100g del total de acidos grasos) saturados (AGS),
monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados (AGP), en las muestras del depdsito subcutaneo.

Acido graso / Dieta control lino CLA lino+CLA SEM P
C18:1t11 3,51° 3,83° 4,082 590° 0,372 <0,001
CLA9c11t 0,182 0,36° 0,36° 0,58° 0,029 <0,001

TAGS 52,83 49,39 51,62 50,12 0,976 0,073
SAGM 44,40 46,33 45,27 4503 0,960 0,557
*AGP 2,772 4,29° 3,112 484° 0,161 <0,001
n6 2,422 3,05° 2,542 3,19° 0,101 <0,001
n3 0,102 0,79° 0,122 0,90 0,051 <0,001
CLA 0,332 0,56 ° 0,59 ° 0,87° 0,034 <0,001

Comparacion entre dietas: Letras diferentes p<0,05, Letras iguales o ausencia de letras p>0,05
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Figura 1. Andlisis factorial de los acidos grasos de las muestras de carne procedente de los
animales alimentados con las dietas control (0% lino, 0% CLA), lino (10% lino, 0% CLA),
CLA (0% lino, 2% CLA) y lino+CLA (10% lino y 2% CLA).
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Figura 2. Relaciones n6/n3 y AGP/AGS, asi como contenido del acido graso C18:3n3
(medias * error tipico) para los depdsitos SC e IM de las muestras de carne de los animales
alimentados con las dietas control (0% lino, 0% CLA), lino (10% lino, 0% CLA), CLA (0%
lino, 2% CLA) y lino+CLA (10% lino y 2% CLA).

EFFECT OF LINSEED AND CLA ENRICHED DIETS ON THE FATTY ACID PROFILE OF
SUBCUTANEOUS ADIPOSE TISSUE FROM HOLSTEIN BEEF

ABSTRACT: The aim of this research was to evaluate the effect of whole linseed and
conjugated linoleic acid (CLA) supplementation on the fatty acid profile of subcutaneous
adipose tissue from Holstein beef. Forty-eight young Holstein bulls (slaughtered at
458.6+9.79 kg body weight) were fed one of four isoenergetic and isoproteic diets: control
(0 % linseed, 0 % CLA), linseed (10 % linseed, 0 % CLA), CLA (0 % linseed, 2 % CLA), and
linseed plus CLA (10 % linseed, 2 % CLA). Subcutaneous fat samples were taken after 24
hours slaughter, from the 10th rib. The inclusion of linseed in the diet led to increase the level
the linolenic acid, decrease the ratio of n6/n3 (linseed=4.09; linseed+CLA=3.71) and
increase the ratio PUFA/SFA twice (linseed=0.09; linseed+CLA=0.10) in subcutaneous
adipose tissue. Moreover, the addition of CLA in the diet decreased the ratio of n6/n3
(CLA=21.52), but linolenic acid and the ratio PUFA/SFA didn’t show significative differences
(p>0.05) compared to the control. The nutritional quality of beef meat is improved by the
inclusion of linseed and/or CLA in the diet of young bulls, due to the increase in total PUFA
and total CLA and the decrease in n-6/n-3 ratio.

Keywords: beef, fatty acids, CLA, linolenic.
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INTRODUCCION

En los Ultimos afios ha crecido el interés de los consumidores por la relacion entre nutricion
y salud, de ahi la mayor demanda de alimentos saludables, nutritivos y de los conocidos
como alimentos funcionales. En Espafa, el sistema de engorde de ganado vacuno se
caracteriza por dietas con un alto contenido en concentrado y bajo en forrajes, lo que
produce una carne con una composicion de acidos grasos (AG) saturados y n-6 elevada. Un
bajo cociente AG poliinsaturados/AG saturados y un cociente n-6/n-3 elevado esta asociado
con el aumento del riesgo de enfermedades cardiovasculares, que son la principal causa de
mortalidad en los paises desarrollados (Ganji et al, 2003). Existe la posibilidad de
enriquecer el contenido de la carne con AG n-3 y acido linoleico conjugado (CLA) a través
de la suplementacién en la dieta con semilla de lino (fuente de n-3) y CLA protegido (fuente
directa de CLA). La inclusién de alimentos ricos en estos acidos grasos en la dieta de los
rumiantes tiene un efecto positivo en la composicion de la grasa en relacion con la salud
humana (Campo et al. 2006). Sin embargo, los acidos grasos estan involucrados en varios
aspectos de la calidad, y la variacion en la composicion de la grasa puede provocar
modificaciones en las caracteristicas sensoriales de la carne, como la jugosidad y la terneza
(Thomson, 2004). El objetivo del presente estudio ha sido observar el efecto que el
enriguecimiento con semilla de lino y CLA protegido tiene sobre la aceptabilidad de la carne
de vacuno por parte de los consumidores.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 48 machos Frisones, distribuidos en cuatro lotes de alimentacién: control, lino
(10% de semilla de lino), CLA (2% de CLA protegido) y lino + CLA (10% de semilla de lino y
2% de CLA protegido). Los cuatro piensos se formularon isoproteicos e isoenergéticos. Los
animales se sacrificaron cuando alcanzaron los 450 kg de peso vivo. A las 24 horas post-
mortem, se extrajo el musculo Longissimus dorsi de la media canal izquierda y se cortaron
filetes de 2 cm de grosor desde la 102 costilla toracica. Cada muestra se envaso al vacio, se
madurd durante 7 o 21 dias y posteriormente se congelé a —18° C, hasta su andlisis. El
estudio de consumidores se llevo a cabo en Zaragoza con 240 personas de entre 18 y 75
afos y equilibrados entre hombres y mujeres (46,3 y 53,8 %, respectivamente). Las
muestras se descongelaron a 2+2° C durante 24 horas. Se cocinaron en un grill de doble
placa a 200° C, hasta que la temperatura interna del filete alcanzé los 70° C. Los filetes
fueron cortados en cubos de 2x2x2 cm, envueltos en papel de aluminio, codificados con un
nimero aleatorio de 3 digitos y mantenidos a una temperatura de entre 45° C y 55° C hasta
el momento de su andlisis.

Cada consumidor evalu6 la aceptabilidad de la terneza, el sabor, la jugosidad y la
aceptabilidad general de ocho muestras (4 dietas x 2 tiempos de maduracion) mediante una
escala hedénica del 1 al 9, donde 1 era “me disgusta extremadamente” y 9 “me gusta
extremadamente”. Para el estudio estadistico, se utilizé6 un analisis de varianza con un GLM,
con la dieta y la maduracion como efectos fijos (SPSS) y consumidor como variable.
También se realiz6 un andlisis de cluster (XLSTAT) para descubrir posibles nichos de
consumidores que manifiesten preferencias diferentes al conjunto de la poblacién. Para
valorar las diferencias, entre medias se utilizé un test Duncan dentro de cada interaccion.

RESULTADOS Y DISCUSION
El efecto de la dieta fue significativamente diferente para todos los atributos estudiados, pero
la maduracion, que fue mas significativa, no afecté a la aceptabilidad del sabor. Observando
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las medias obtenidas para cada dieta, se ve que la carne procedente de aquellos animales
que se alimentaron con semilla de lino fue la mejor valorada. Excepto para el sabor, que fue
igual valorado que en la carne de animales cuyo pienso fue enriquecido con CLA, para la
terneza, la jugosidad y la aceptabilidad general, la dieta de semilla de lino se diferencié
significativamente del resto, no encontrandose apenas diferencias entre el resto de dietas.
Estos datos coinciden con los obtenidos en el andlisis sensorial con panel entrenado, donde
también fue la carne enriquecida con semilla de lino, la mas tierna y jugosa (Barahona et al.,
2011).

Como ya se ha comentado, la maduracion ejercié6 un claro efecto sobre las variables
estudiadas, observandose que la carne con un tiempo de maduracién de 21 dias es
preferida por los consumidores, frente a la madurada durante 7 dias. En el caso de la
aceptabilidad de la terneza, esta diferencia fue mas acentuada que para el resto de atributos
donde la maduracién fue significativa.

Puesto que aparecieron muchas diferencias significativas, se hizo un andlisis de clusteres
para encontrar nichos de consumidores significativamente distintos (Tabla 2). Se obtuvieron
4 grupos, que se diferenciaron por la influencia de la dieta y la maduracién sobre el atributo
de la aceptabilidad general. Existié una mayor influencia de la dieta que de la maduracién,
puesto que para los 4 clusteres se encontraron diferencias significativas, y ademas hubo
una fuerte interaccién entre ambos efectos. Se observd que habia tres cllsteres que
prefirieron la carne de los animales a los que se les dio la combinacion de lino y CLA
sometida a maduraciones mayores. El cluster 3 (17,9% consumidores) valor6 mejor las
dietas con mayor maduracién, a excepcion de la de lino+CLA, que la prefirieron con una
maduracién mas corta. La carne de los animales a los que sélo se les enriqueci6 la dieta con
lino resultd mejor aceptada con 21 dias de maduracién para los clusteres 2 y 3 (37,1%),
aunque los clusteres 1y 4 la prefirieron con maduraciones mas cortas. La carne enriquecida
con CLA fue la que presenté menor diferencia entre maduraciones, siendo mejor aceptada
por todos los clisteres a los 21 dias de maduracion, excepto para el cluster 1, en el que
sucedié lo contrario.

Existi6 una fuerte influencia de la dieta en cuanto a la aceptabilidad de los consumidores,
siendo la carne de las (dietas) enriquecidas con lino la mejor aceptada. Sin embargo,
existieron diferentes grupos de poblacion, que segun el tiempo de maduracién tendran
preferencias muy diferentes para las carnes enriquecidas con acidos grasos insaturados.
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EFFECT OF WHOLE LINSEED AND PROTECTED CLA ENRICHED DIET ON BEEF

CONSUMER ACCEPTABILITY
ABSTRACT. Longissimus steaks aged for 7 and 21 days from 48 Friesian males finished on
4 diets: (control, whole linseed: 10% linseed, CLA: 2% protected CLA, and whole linseed +
CLA: 10% linseed and 2% protected CLA) were used to evaluate consumer acceptability.
Two hundred and forty consumers participated in the study. Longer ageing times and the
addition of 10% of linseed in the diet increased consumers’ sensory acceptability of beef.
When a cluster analysis is carried out, the preferences of beef from enriched diets depending
on the ageing time.

Keywords: linseed, CLA, acceptability, consumer
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INFLUENCIA DE LA EDAD DE CASTRACI()N Y DEL NIVEL DE PROTEINA DE LA DIETA
DE LA DIETA Y RELACION DE AMINOACIDOS LIMITANTES EN DICHA DIETA, SOBRE
LA COMPOSICION QUIMICA DE LA CARNE DE TERNEROS FRISONES.

Safiudo, C.', Muela, E.", Campo, M.M.", Valero, M.V .2 Resconi, V.', Monge, P.", Fugita,
C.A?, Catalan, O.° y Prado, I.N.2
csanudo@unizar.es
'Produccién Animal, Universidad de Zaragoza, Miguel Servet, 177, 50013 Zaragoza,
Espana.
2 Ciencia Animal, Universidad Estadual de Maringa, Av. Colombo, 5790, 87020—-900,
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% Industrial Zootécnica Aragonesa, Poeta Luis Cernuda sn, 50018 Zaragoza, Espafia.

INTRODUCCION

Diferentes estudios de mercado de organismos internacionales demuestran que tanto la
produccion como el consumo y el negocio de carnes rojas en el mundo mantendran una
tendencia creciente en las préximas décadas. Para el consumidor actual ya no basta con
afirmar que un producto goza de un determinado atributo, sino que hay que poder
demostrarlo cientificamente, mas aun en el caso de la carne, donde existe una imagen
negativa de la misma asociada a sus efectos sobre la salud humana. Para contrarrestar esta
imagen negativa, las ventajas del consumo de carne deben ser abordadas con un enfoque
global, en donde su composiciéon quimica juega un papel fundamental.

La castracion es un factor que puede mejorar la calidad del producto (Purchas et al., 2002;
Mach, et al., 2009), lo mismo que una dieta adecuada en proteina y aminoacidos que podria,
igualmente, influir en la productividad y rentabilidad (Webb y O’Neill, 2008; Rotta et al.,
2009) y en la eliminacién de contaminantes ambientales durante el proceso de cebo. El
objetivo de este proyecto ha sido analizar el efecto que la edad de castracion y los niveles
de proteina y de aminoacidos en la dieta medidos como relacion lisina/metionina tienen
sobre la composicion quimica de la carne en terneros frisones.

MATERIAL Y METODOS

En el trabajo se utilizaron 64 machos frisones, en un disefio de 8 tratamientos (2x2x2), con 8
individuos en cada uno de ellos. Los tratamientos fueron: Nivel de proteina bruta (13 y 15%);
Relacion lisina/ metionina (3,0 y 3,4) variando la metionina; Edad de castracién (20 dias y
150 dias). Cuando los animales llegaron al peso de sacrificio (414,6 + 38,6 kg) se
trasladaron al matadero. A las 24 horas post mortem se separ6 el m. Longissimus dorsi
thoracis (LT) izquierdo, que se troce6 a las 48 horas en filetes de 2 cm. La muestras fueron
picadas, homogenizadas y analizadas (analisis quimico) por duplicado (ISO R-1442, 1997;
ISO R-936, 1998; ISO R-937, 1978 y ISO 1443, 1973). Para la composicion en acidos
grasos, se extrajo la grasa por el método descrito por Bligh y Dyer (1959), con una posterior
metilacion y determinacion del perfil en acidos grasos por cromatografia de gases con un
cromatégrafo HP6890. Se realizdé un andlisis de varianza multivariante, considerando los
tres efectos considerados: nivel de proteina, relacién lisina / metionina y edad de castracion,
asi como las respectivas interacciones. Las diferencias entre medias se analizaron con un
test de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

El nivel de proteina afectd (P<0,05) los porcentajes de proteina y de cenizas (Tabla 1),
donde un mayor nivel de proteina en la dieta implic6 un menor porcentaje de ésta en el
musculo (<1%) y mayor cantidad de cenizas (<0.03%) (Tabla 2). La relacion lisina/metionina
tuvo un efecto significativo sobre el porcentaje de proteina (P<0,05), aunque difiri6 en menos
de un 1%, observandose un mayor porcentaje de proteina en los animales alimentados con
mayor relacion de lisina/metionina. La castracion afectd (P<0,05) al porcentaje de humedad,
siendo los animales de castracién tardia los que mostraron un mayor porcentaje de
humedad en el LT. Igualmente se detectaron diversas interacciones entre los efectos
estudiados.
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Sobre la composicion en acidos grasos detectados se observa cémo la castracion fue el
efecto que, globalmente, presenté mayores efectos, aunque, en general, se puede decir que
ninguno de los tres efectos principales analizados en este trabajo mostré una importancia
resefiable sobre la composicién de la grasa intramuscular (datos no mostrados). Asi, el nivel
de proteina fue significativo (P<0,05) sobre la composicion de los acidos grasos mono-
insaturados, presentando un porcentaje mas elevado los animales que consumieron la dieta
con mayor cantidad de proteina (44,46% vs. 43,10%). La relacion lisina/metionina afecto
(P<0,05) exclusivamente a los acidos grasos saturados, teniendo las dietas con relaciones
mas elevadas menores porcentajes de acidos grasos saturados (47,44% vs. 48,49%) y, por
ello, presumiblemente, carnes algo mas saludables. La edad de castracién fue significativa
(P<0,01) sobre la relaciéon entre los acidos grasos n-6/n-3, presentando los animales de
castracion mas tardia una relacion media mas elevada que los de castracion temprana
(11,41 vs. 10,45) y por ello, en principio, una carne menos saludable. No hubo interacciones
significativas entre los diferentes efectos estudiados.

En las condiciones en las que se realiz6 este estudio, se podria concluir que para conseguir
carne con una composicion quimica (basica y acido grasos) mas favorable para el
consumidor es recomendable incluir dietas con una mayor relacién lisina/metionina
reduciendo el contenido en metionina, y realizar una castracion temprana
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EFFECT OF CASTRATION AGE, PROTEIN LEVEL AND LYSINE/METHIONINE RATIO IN
THE DIET, ON MEAT COMPOSITION OF FRIESIAN STEERS INTENSIVELY REARED

ABSTRACT: The effect of castration age (15 days vs. 5 months), protein level (13 vs. 15%)
and lysine/methionine (lys/met) ratio (3.0 vs. 3.4) in the diet on meat composition was
studied in sixty four Friesian steers intensively reared. Castration age only affected muscle
moisture and n-6/n-3 ratio, all of them higher in late castrated animals. High protein level
produced meat with lower protein percentage and increased the percentage
monounsaturated. High lys/met ratio produced meat with higher protein level and decreased
the percentage of saturated fatty acids. Globally, it could be recommended diets with higher
lysine/methionine ratios (3.4) by reducing the methionine content and early castration. In any
case economical results, depending on the cost of the diet, should be considered.

Keywords: proximate composition, protein, fat, fatty acids.
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Tabla 1. Valor de F y significacion del nivel de proteina, la relacion lisina /metionina en la
dieta, la edad de la castracion y sus respectivas interacciones en terneros frisones, sobre la
composicion quimica de la carne (%)

Humedad Grasa Proteina Cenizas

Nivel Proteina T *

o o NS NS 798 669

Relacién lisina/metionina NS NS .o NS

Castracioén *

. 5.42 NS NS NS

Proteina x Relacién NS e NS NS

Proteina x Castracion NS NS : *90 NS
Relacion x Castracion * o

, 5 03 780 NS NS

Proteina x Relacién x Castracion - NS NS NS

NS: no significativo; * p<0,05; ** p<0,01

Tabla 2. Efecto del nivel de proteina, la relacion lisina / metionina en la dieta y la edad de
castracion en terneros frisones, sobre la composicion quimica de la carne (%).

Letras distintas dentro de la misma columna implican diferencias significativas.

Nivel Relacion

72,70bc 6,86a 21,62bc 1,03ab
73,45ab 4,98b 22,26ab 1,05ab

tardia
temprana

Proteina lis / met Castracion n Humedad Grasa Proteina Cenizas
alta tardia 8 73,37ab 4,74b 22,04bc 1,03ab

13 temprgna 8 72,74bc 5,61b 22,01bc 1,02b
baja tardia 8 73,65a 5,22b 22,77a 1,04ab

temprana 8 72,94abc 4,79b 22,21abc 1,02b

alta tardia 8 73,32ab 4,43b 21,52¢ 1,07ab

15 temprana g 72,18c 4,73b 21,84bc 1,08a

8

baja
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Cortez, R.A.", Guerrero, A.? y Safiudo C.?

'Universidade Estadual de Maringa. Avda Colombo, 5790, Maringa — Brasil.
betofugita@gmail.com, ?Facultad de Veterinaria de Zaragoza. C/ Miguel Servet, 177, 50.013,
Zaragoza

INTRODUCCION

Brasil es desde hace unos afos uno de los principales paises productores y exportadores de
carne bovina a nivel mundial. Con un censo de 180 millones de cabezas de vacuno, las
exportaciones brasilefias alcanzaron los 1,795 millones de toneladas de carne en el afo de
2011 (ANUALPEC, 2012), lo que representa mas del 24% de las exportaciones mundiales,
siendo éstas distribuidas en diversos paises de practicamente todos los continentes.
Respecto a la produccion, cerca del 90% de los vacunos brasilefios de aptitud carnica son
acabados en pasto. Sin embargo, la utilizacion de sistemas mas intensivos proporciona
desde una optimizacion del area utilizada, hasta una reduccion de la edad de sacrificio y, por
consiguiente, se logra mejorar las cualidades de la carne. Una alternativa para mejorar la
eficiencia al alimentar animales estabulados es la utilizacion de aditivos. Debido a la
prohibicién del uso de antibiéticos como promotores de crecimiento en la alimentacién del
ganado en Europa (Regulacion, 2003) se esta estimulando la busqueda de otros productos
que los puedan remplazar. En este sentido, es necesario el estudio de los efectos de
posibles sustituyentes naturales, que mejoren el sistema de produccién de los animales en
cebaderos, y que reduzcan las barreras de la carne brasilefia para ser exportada hacia los
paises europeos.

MATERIAL Y METODOS
El trabajo fue desarrollado en la Universidad Estadual de Maringa (Maringa, Parana, Brasil).
Se utilizaron un total de 48 terneros mestizos (F1 — 2 Nelore vs 2 Angus) con 22 meses de
edad y un peso medio de 318,23 £ 18 Kg. Durante el periodo de acabado, los terneros se
estabularon en jaulas individuales durante un periodo de 94 dias. La formulacién de los
piensos siguid las recomendaciones de NRC (2000) para ganancias de 1,5 kg/dia. La dieta
completa se ofrecia dos veces al dia, a las 8h y 16h, estando esta constituida por un 50% de
silo de maiz y un 50% de concentrado compuesto de germen de maiz, salvado de soya, sal
mineral y caliza. Todas las dietas fueron isoenergéticas e isoproteicas, con 10,56% de
proteina bruta y 70,3 de nutrientes digestibles totales.
Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en los distintos tratamientos con doce
repeticiones. Los tratamientos utilizados fueron: Control, sin ningdn aditivo afadido — CON,
Aceites funcionales — OLI, Confimax — MAX y Levadura — LEV. En el tratamiento OLI se le
anadieron 4 g/animal/dia de aceites funcionales de semillas de ricino (50%) — Ricinus
communis y de anacardo (50%)— Anacardium occidentale, al tratamiento MAX fueron
anadido 10 g/animal/dia de una mezcla de aceites de orégano— Origanum vulgare, ricino y
de anacardo y levadura (CONFIMAX®) en la racién. En el tratamiento LEV fueron afadidos 5
g/animal/dia de levadura viva — Saccharomyces cerevisiae.
En todas las dietas, se determinaron los valores de materia seca, materia organica, cenizas,
proteina bruta y fibra neutro detergente de los alimentos ingeridos, determinaciones
realizadas de acuerdo a las metodologias descritas por Silva & Queiroz (2002).
El alimento suministrado y las sobras fueron pesados diariamente para ajustar el consumo y
evaluar la ingestién de materia seca y demas nutrientes. Semanalmente fueron colectadas
muestras de alimentos y sobras. Los animales fueron pesados cada 21 dias.
Al final del experimento, los terneros fueron sacrificados y las canales identificadas y
pesadas para la obtencion de peso de canal caliente (PCC).
Para el andlisis de los datos se realizd un andlisis de varianza utilizando el programa SAS
(2000). Para la comparacién de las medias se utilizé el test de Tukey (P<5%).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Hubo diferencias significativas (P<0,01) entre lotes respecto al peso vivo final (Tabla 1),
siendo este mayor para los terneros del tratamiento MAX (485,5 Kg) que el tratamiento OLI
que obtuvo un promedio de 456,9 kg, los tratamientos LEV (469,1 kg) y CON (464,3)
obtuvieron unos valores intermedios entre ambos tratamientos. Los superiores pesos finales
del tratamiento MAX demostrarian que la inclusién de un nimero mayor de aditivos en la
dieta fue benéfica para la productividad.
Respecto al peso de la canal caliente, también se encontraron diferencias significativas
(P<0,01), obteniendo el tratamiento MAX los mayores valores y siendo estos similares a los
tratamientos LEV y CON, mostrando el tratamiento OLI los valores mas bajos, siendo estos
resultados similares a los de los pesos finales. Sin embargo, el rendimiento canal no fue
modificado (P>0,05) por los diferentes aditivos en las dietas, presentando un promedio del
52%, valor acorde a los resultados de Prado et al. (2008), donde los valores de rendimiento
de canales de vacunos mestizos terminados en cebaderos oscilaron alrededor del 50 al
54%.
En la ganancia media diaria de peso (Tabla 2) no se observaron diferencias (P>0,05) entre
los lotes, presentando un promedio de 1,60 Kg/dia. Los demas parametros productivos de
ingestion materia seca, materia organica, materia mineral, proteina bruta, y de materia seca
en relacién al peso vivo, indice de conversion, ingestion de fibra neutro detergente e
ingestion de fibra en relacion al peso vivo, tampoco fueron afectados (P>0,05) por la
inclusion de los diferentes aditivos en la dieta.
La utilizacién de una mezcla de aditivos (Confimax) en la dieta de los terneros presentd
resultados mas significativos para la produccién animal. Estos resultados pueden ser
explicados en parte por la mayor cantidad de aditivos ofrecida y la posible interaccién entre
los mismos, contribuyendo para una mayor/mejor eficacia en la seleccién de la microbiota
ruminal, pues los derivados del orégano tienen efectos antibacterianos (Ozkan et al., 2003),
el ricino y el anacardo tienen una accién antibacteriana actuando como ionéforos (Vieira et
al., 2001; Nagabhusa et al., 1995) y la levadura una funcién en la reduccion del oxigeno del
rumen, proporcionando un aumento de las bacterias celuloliticas y también un probable
aumento de la ingestién de materia seca (Wallace, 1994).
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Tabla 1. Pesos y rendimiento canal de terneros mestizos terminados en cebadero y
suplementados con diferentes aditivos.

Tratamientos

Parametros CON' OLF  MAX LEV® _ Media SEM® P®
n 12 12 12 10

Peso inicial, kg 319,83 312,83 32042 319,83 318,23 31,31 ns
Peso final, kg 464,33ab 456,900 48550a 469,10ab 468,96 24,09 **
PCC7, kg 24455ab 238,950 254,60a 247,95ab 246,51 13,82 **
RCE, % 52,70 52,34 5246 5282 5258 1,46 ns

Tratamiento control, Zaceites funcionales, *confimax, “levadura, >error éstandar de la media.
®orobabilidad. ‘peso de canal caliente, rendimiento de canal. **Medias seguidas de
diferentes letras mindsculas en la misma fila son diferentes p<0,01.

Tabla 2. Parametros productivos de terneros mestizos terminados en cebadero y
suplementados con diferentes aditivos.

Tratamientos

Parametros CON"  OLF MAX® LEV® Media SEM® P®
n 12 12 12 12

Ganancia media dia, kg 1,54b 153b 1,76a 1,59 1,60 0,26 **
Ingestion de materia seca’ 7,78 8,25 8,99 8,81 8,46 1,81 ns
Ingestion de proteina bruta’ 0,82 0,87 0,95 0,93 0,89 0,19 ns
Ingestion de materia organica’ 7,58 8,03 8,75 8,57 8,23 1,76 ns
Ingestién de materia mineral” 0,21 0,22 0,24 0,23 0,22 0,05 ns
IMS/PV, %?° 1,98 2,15 2,24 2,23 215 045 ns
CAMS, kg/GMD°® 5,16 5,64 5,14 5,65 540 150 ns
IFDN, kg/dia'® 236 250 2,73 267 256 055 ns
IFDN/PV, %" 060 0,65 0,68 067 065 0,14 ns

Tratamiento control, “aceites funcionales, *confimax, “levadura, “error éstandar de la media,
®orobabilidade, “en Kg/dia, ®ingestién de materia seca en relacion al peso vivo, °conversion
alimentar, ®ingestién de fibra neutro detergente, ''ingestién de fibra en detergente neutro en
relacion al peso vivo. **Medias seguidas de diferentes letras mintsculas en la misma fila son
diferentes p<0,01.

EFFECT OF THE ADDITIVES INCLUSION ON THE DIET ON PRODUCTIVE
PARAMETERS OF CROSSBRED CATTLE

ABSTRACT: This experiment was carried out at State University of Maringa, Brazil. Forty
eight crossbred bulls with 318 kg and 22 months old were used in the experiment, and
remained in feedlot for 94 days. The diets were composed of 50% concentrate and 50%
roughage. The treatments were completely randomized consisting of four treatments with
different additives. It was determined that the final weight, hot carcass weight, carcass
dressing, average daily gain, intake of dry matter, intake of dry matter in relation to body
weight, crude protein intake, intake of organic matter, mineral matter intake and intake of
fiber in neutral detergent. Means were compared by Tukey test at 5% significance using the
SAS. The final weight was higher (P<0.01) to Confimax (485.5 kg) than in the group
Funcional Oils (456.9 Kg), the group Control (464.3) and Yeast (469.1) were similar than the
other groups, the hot carcass weight was higher (P<0.01) to bulls fed with Confimax (254.6
Kg) in relation with bulls fed with Funcional Oils (238.95 Kg). The average daily gain was
higher (P<0.01) to Confimax (1.76 kg) than others groups, the group control with 1.54 Kg,
Functional Oils with 1.53 Kg and the Yeast group with 1.59Kg.

Keywords: Anacardium occidentale, levadura, Origanum vulgare, Ricinus communis
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PROPOLEO Y ACEITES FUNCIONALES EN LA DIETA DE TERNEROS MESTIZOS ('
ANGUS VS. 2 ZEBU)

Valero, M.V.", Safiudo, C.2, Zawadzki, F.', Camp10, M.M.2, Fugita, C.A.", Olleta, J.L.2 y Prado,
I.N

'Universidade Estadual de Maringé.'AvHa Colombo, 5790, Maringa — Brasil.
maribelvelandia@hotmail.com, ?Facultad de Veterinaria de Zaragoza. C/ Miguel Servet, 177,
50.013, Zaragoza

INTRODUCCION
En la produccion de bovinos, se utilizan aditivos para mejorar la eficiencia alimentaria y
maximizar el desempeno de animales estabulados. No obstante, las exigencias de los
mercados de la Unién Europea, prohiben la produccién o ingreso de alimentos de origen
animal que contengan aditivos, como es el caso de los ionoforos.
En funcién a lo anterior, aditivos naturales han sido estudiados como substitutos de estos
productos. El propéleo es una resina de diferentes partes de las plantas que las abejas
colectan y mezclan con la saliva durante el transporte para almacenar y proteger la colmena.
El propdleo es rico en flavonoides y tiene efecto antibiotico, antioxidante y anti-inflamatorio
(Marcucci, 1995). Productos a base de propdleo han sido utilizados en la dieta de rumiantes
y han mostrado efectos benéficos en la ganancia de peso diario y la eficiencia alimentaria
(Zawadzki et al., 2011). Sin embargo, es un producto heterogéneo y poco disponible.
Los aceites funcionales son compuestos naturales ricos en terpenoides lipofilicos extraidos
de diferentes partes de las plantas y presentan actividad antimicrobiana modificando la
estructura de la pared celular bacteriana y desnaturalizando y coagulando las proteinas
(Benchaar et al., 2008). Entre los aceites funcionales, los aceites de anacardo y ricino son
usados para regularizar la fermentacion ruminal y mejorar la eficiencia alimentaria en
rumiantes alimentados con dietas de alto contenido en concentrado. Por otro lado, la
glicerina es un subproducto del biodiesel que puede ser utilizada hasta el 15% en
substitucién al maiz en la dieta de rumiantes (Mach, et al., 2009). Este trabajo fue realizado
para evaluar el desempenfio y digestibilidad de bovinos alimentados con dietas conteniendo
glicerina en substitucion al maiz, como fuente energética y el uso de aditivos naturales.

MATERIAL Y METODOS

Este experimento fue aprobado por el departamento de produccion animal de la Universidad
Estadual de Maringd y realizado en la estacion experimental de Iguatemi en el estado de
Paranda, sur de Brasil. Se utilizaron 30 bovinos mestizos (2 Angus vs. %2 Nelore), en un
disefio completamente al azar de 3 tratamientos y 10 repeticiones en cada uno de ellos. Los
tratamientos fueron: CON — dieta normal sin aditivo; PRO- dieta normal mas 35 g de
propdleo/animal/dia; AFU — dieta normal méas 35 g de aceites funcionales de semillas de
ricino — Ricinus communis y de anacardo — Anacardium occidentale (OLIGOBASICS®)
animal/dia. La composicion porcentual y quimica de los alimentos y de la dieta experimental
estan presentadas en la Tabla 1 (NRC, 2000).

El alimento suministrado y las sobras fueron pesados diariamente para ajustar el consumo y
evaluar la ingestion de materia seca y demas nutrientes. Semanalmente fueron colectadas
muestras de alimentos y sobras. Los bovinos fueron alojados en corrales individuales. Para
determinar la digestibilidad de la materia seca y otros nutrientes fueron colectadas muestras
de heces durante los Ultimos 5 dias y para estimar la produccién fecal fue utilizado un
indicador interno (materia seca indigestible). Los datos fueron analizados estadisticamente
usando el programa SAS (2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

El peso final y la ganancia de peso diario fueron mejores para los animales de la dieta AFU,
intermedio para la dieta PRO y menor para la dieta CON (Tabla 2). Los indices de
transformacion de la materia seca y de la proteina fueron mejores para los animales de la
dieta AFU, no en tanto la dieta PRO no mostré diferencia frente a la dieta CON y AFU.

En cuanto a la ingestion de materia seca, proteina bruta, fibra en detergente neutro, fibra en
detergente acido, extracto etéreo, carbohidratos totales y nutrientes digestible totales no
hubo diferencia entre las dietas (Tabla 2). La digestibilidad y los nutrientes digestibles de las
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tres dietas fueron semejantes (P>0,05) como es observado en la Tabla 3. EI mejor
desempefio animal e indice de transformacion de la materia seca y proteina bruta de los
bovinos alimentados con las dietas PRO y AFU pueden ser explicados por la accion
antimicrobiana de los propdleos (Prado, et al., 2010) y aceites funcionales de las plantas
(Benchaar et al., 2008). Productos con actividad antimicrobiana actdan sobre la modulacion
ruminal, reducen la produccion de metano y mejoran el desempefio y los indices de
transformacion alimentarios (Hart, et al., 2008).

El uso de los aditivos propodleo y aceites funcionales de anacardo y ricino en la dieta de
bovinos estabulados mejora la ganancia de peso diario, sin alterar el consumo y la
digestibilidad. Del mismo modo, estos aceites funcionales mejoran el indice de
transformacion en bovinos de engorde.
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PROPOLEO AND FUNCTIONAL OILS IN THE DIET OF CROSSBRED CATTLE (2
ANGUS VS. Y2 ZEBU)

ABSTRACT: This study was conducted to evaluate the effect of the addition of propolis and
functional oils in diets with glycerin on performance and digestibility in feedlot. Thirty
crossbred bulls were used (2 Angus vs 2 Zebu) and distributed in three diets: Control,
Propolis and Functional Oils. The average daily weight gain was better for animals ingesting
PRO and AFU. The intake and digestibility of nutrients were not altered by the additives.
Furthermore, transformation rates of dry matter and protein were better for animals with AFU
diets.

Keywords: Anacardium occidentale, digestibility, Ricinus communis.

Tabla 1. Composicion quimica de los alimentos.

Ingredientes 9kg

MS' MO® PB® Cenizas NDT* EE° FDN° FDA’ CT® CNF’

Silode maiz 266,2 9645 72,7 354 620,0 18,2 524,0 316,5 873,7 349,6
Maiz molido 900,4 987,5 93,4 12,5 900,0 335 1542 493 860,6 7064
S.deSoja® 896,5 941,7 4889 583 820,0 30,0 106,6 103,3 422,8 316,2
Glicerina 9422 10,0 1,00 47,6  807,4 60,0

Urea 990,0 2620

Sal mineral  990,0 1000

Caliza 990,0 950,0

Propdleo 146,0

Aceites

funcionales 976,2 559,4 440,4 150,0

Dieta total 434,0 807,4 1153 40,1 73,83 29,8 292,7 166,2 689,2 396,5

"Materia seca, “Materia organica, °Proteina Bruta, “Nutrientes digestible totales, *Extrato
etéreo, SFibra detergente neutro, ‘Fibra detergente 4&cido, ®Carbohidratos totales,
°Carbohidratos no fibrosos, °salvado de soja.
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Tabla 2. Datos productivos de bovinos engordados en cebadero.

ltem Dietas

CON' PRO? AFU®  P<F SEM*
n 10 10 10
Peso inicial, kg 381,60 385,30 393,60 0,74 6,28
Peso final, kg 457,30c  469,10b 484,03a 0,05 8,02
Ganancia de peso diario, kg 1,38c 1,52b 1,64a 0,05 0,06
Ingestién de materia seca, kg/dia 9,72 9,90 10,43 0,67 0,33
Ingestion de materia seca, %/PV 2,31 2,30 2,39 0,82 0,06
Ingestién de materia organica, kg/dia 9,34 9,51 10,02 0,67 0,31
Ingestidn de proteina bruta, kg/dia 1,15 1,17 1,24 0,64 0,04
Ingestién de extracto etéreo, kg/dia 0,29 0,30 0,31 0,61 0,01
Ingestién de fibra detergente neutro, kg/dia 2,65 2,75 2,88 0,67 0,10
Ingestion de fibra detergente neutro %/PV 0,63 0,64 0,66 0,83 0,02
Ingestién de fibra detergente acido, kg/dia 1,51 1,55 1,63 0,72 0,06
Ingestién de fibra detergente neutro %/PV 0,36 0,36 0,37 0,86 0,01
Ingestién de carbohidratos totales, kg/dia 7,89 8,04 8,47 0,67 0,27
Ingestién de carbohidratos no fibrosos® 5,24 5,29 5,59 0,67 0,17
Ingestién de nutrientes digestibles totales® 717 7,31 7,70 0,67 0,24
indice de transformacion de materia seca’® 7,08b 6,50ab 6,40a 0,04 0,12

indice de transformacion de proteina bruta® 0,84b 0,77ab 0,76a 0,03 0,01

Dieta control, “Dieta con adicién de propdleo, *Dieta con adicién de aceites funcionales,
:Error estandar de la media, °Ingestion de materia seca/ganancia de peso diario (kg),
Kg/dia

Tabla 3. Digestibilidad aparente de bovinos engordados en cebadero (%).

ltem Dietas

CON' PRO? AFU® P<F SEM*
n 10 10 10
Materia seca 69,84 70,91 69,97 0,83 0,75
Materia organica 64,27 66,10 65,15 0,68 0,83
Proteina bruta 64,38 65,09 64,62 0,93 0,73
Extracto etéreo 75,53 78,48 77,11 0,52 1,03
Fibra en detergente neutro 48,34 49,42 48,25 0,86 0,95
Fibra en detergente acido 44,58 4632 44,60 0,68 0,91
Carbohidratos no fibrosos 81,45 81,95 81,53 0,83 0,35
Carbohidratos totales 65,49 67,25 66,27 0,73 0,89
Nutrientes digestibles totales 71,77 73,58 72,41 0,74 0,94

"Dieta control, *Dieta con adicién de propoleo, 3Dieta con adicion de aceites funcionales,
4Error estandar de la media.
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PREVALENCIA DE OLOR SEXUAL EN CERDOS MACHOS ENTEROS ESPANOLES.
RESULTADOS PRELIMINARES CON LA TECNICA “HUMAN NOSE”
Zammerini', D., Panella-Riera, N., Tarsitano, M.A., Borrisser, F., Olivares, A., Garrido, M.D.,
Martinez, B. y Oliver, M.A.
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INTRODUCCION
Uno de los principales motivos de la castracién en lechones es evitar la presencia de olor
sexual o “boar taint” en la carne de machos enteros, que puede afectar a la aceptabilidad de
la carne de cerdo por parte del consumidor (Desmoulin et al., 1982; Diestre et al., 1990;
Matthews et al., 2000; Banon et al., 2004). Sin embargo, hay un movimiento a nivel europeo
que pretende regular/prohibir la castracion de los lechones. Ademas, dentro y fuera de la
Union Europea ya se estan aplicando algunas alternativas a la castraciéon quirdrgica, como
la cria de machos enteros o la inmunocastracion. Segun la Declaracién de Bruselas (2010),
existe un compromiso totalmente voluntario para que desde el 1 de enero 2012 la castracion
quirlrgica se haga con analgesia o anestesia prolongada y en una segunda etapa la
castracion quirirgica se abandone completamente a partir del 1 de enero de 2018.
El olor sexual en la carne de cerdo se describe como un olor y un sabor desagradable, que
hace referencia al olor de sudor, orina, cerdo y granja, que se hace especialmente intenso
durante la coccién de la carne (Mathur et al., 2012). Los compuestos responsables del olor
sexual son principalmente la androsterona y el escatol (Mattews et al., 2000).
El método sensorial Human Nose, en la actualidad, es el Unico que se esta utilizando en
condiciones comerciales para detectar el olor sexual en la canales de cerdos (Klont et al.,
2009). El método se basa en calentar la grasa subcutanea de las canales con una superficie
metalica muy caliente de modo que, el panelista entrenado, pueda oler e identificar las
canales que tengan los compuestos responsables del olor sexual acumulados en su grasa.
Asi, en esta comunicacién se presentan, de modo preliminar, la incidencia de canales de
machos enteros con olor sexual en diferentes comunidades auténomas (Catalufia, Murcia y
Aragon) utilizando el método Human Nose.

MATERIAL Y METODOS
Se recogieron 904 muestras de grasa en 5 comunidades auténomas (Aragén, Catalufa,
Castilla y Ledn, Madrid y Murcia), con un minimo 180 muestras por comunidad autonoma. El
objetivo fue obtener muestras de 6 granjas distintas, preferiblemente de animales
sacrificados en 2 mataderos distintos, y siendo las canales seleccionadas aleatoriamente.
Hasta el momento se clasificaron 423 muestras de 3 comunidades auténomas, siendo 90
muestras de Aragon, 150 de Cataluiia y 183 de Murcia.
La grasa subcutanea se obtuvo de la region dorsal del cuello de las canales izquierdas de
cerdos machos enteros. De cada canal muestreada se recogio el peso de la canal caliente
(Kg) y el espesor de grasa a nivel de la dltima costilla (mm). Cada muestra recogida fue
envasada al vacio, etiquetada y almacenada a -20°C, hasta la realizacién del analisis
mediante la técnica sensorial del Human Nose.
La técnica sensorial del Human Nose, recientemente publicada (Mathur et al., 2012),
consiste en entrenar unos panelistas para que sean capaces de clasificar las canales seguin
el nivel de olor sexual en la misma linea del sacrificio. En este estudio la clasificacion no se
realiz6 en la linea de sacrificio sino que se realizdé a posteriori en una sala de catas del
IRTA-Monells, por parte de unos panelistas entrenados. Para el entrenamiento de los
panelistas, que siguidé la metodologia de Font i Furnols et al. (2000) modificada, se
seleccionaron tres panelistas sensibles a la androstenona, que siguieron un programa de
entrenamiento entre febrero y junio del 2012. Después del entrenamiento la escala de
valoracion fue definida por los mismos panelistas como: 0= sin olor sexual; 1= bajo olor
sexual; 2= medio olor sexual y 3= alto olor sexual. Adicionalmente, y para desarrollar una
herramienta de decisién a nivel de matadero con la técnica del Human Nose, se decidio
combinar las puntuaciones individuales de los tres panelistas sumando la puntuaciéon de
cada uno de ellos:
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Valoracion global = ~ (Panelistal + Panelista2 + Panelista3), siendo el valor minimo cero (0)
y maximo nueve (9), ya que la puntuaciéon minima es cero y la maxima es 3 de la escala de
evaluacion. i

RESULTADOS Y DISCUSION
La media del peso de las canales que participaron en el estudio fue de 77,6 + 7,92 kg. Por
comunidades auténomas, el peso canal Aragén presentdé una media de 82,1 + 8,80 kg,
Catalufa 77,5 + 6,86 kg y Murcia 75,5 + 7,37 kg. En cuanto al espesor de grasa, la media
general de las canales utilizadas para el estudio fue de 17,9 £ 5,21 mm. Por comunidad
auténoma Aragon, Catalufia y Murcia presentaron un espesor medio de 18,5 + 4,60 mm,
16,6 £ 3,96 mmy 18,7 = 6,11 respectivamente (Tabla 1).
La Figura 1a muestra la evaluacién individual por panelistas segin el método del Human
Nose con soldador eléctrico. Cuando se observan los resultados de las 423 muestras
analizadas para olor sexual por cada panelista, se aprecia que el mayor porcentaje de las
muestras fueron clasificados con nivel cero (0) de olor sexual variando entre 52,4% y 63,6%.
Un porcentaje de las muestras entre 1,9% y 4,7% fueron clasificadas con nivel medio de olor
sexual y ninguna muestra fue puntuada con nivel 3 (nivel mas alto de olor sexual) (Figura
1a). La variabilidad encontrada en el porcentaje de las muestras clasificadas en un mismo
nivel de olor sexual puede ser debida a los diferentes animales, diferencias existente entre la
percepcion del olor por cada panelista o diferencias en las actitudes de su puntuacion
(Mathur et al. 2012).
La figura 1b muestra la evaluacién global de las 423 muestras, con la suma de la puntuacién
de los panelistas, siendo la puntuacién minima 0 y la maxima 9. Para simplificar la escala,
se consideraron cuatro niveles distintos segun el resultado de la suma de puntuaciones
individuales de los panelistas: Categoria [0:1] (equivalente por los panelistas a una
percepcion sin olor sexual); Categoria [2:3:4] (bajo olor sexual); Categoria [5:6:7] (medio olor
sexual) y Categoria [8:9] (alto olor sexual). Asi, al sumar los puntos, el 63,1 % de las
muestras fueron clasificadas en la categoria [0:1], sin olor sexual, el 34,5% en la categoria
[2:3:4], nivel bajo de olor sexual, el 2,4% en la categoria [5:6:7], nivel medio de olor sexual
que podria resultar problematico para los consumidores. Entre todas las muestras ninguna
obtuvo una puntuacion total de 8 y 9, equivalente por los panelistas a nivel alto de olor
sexual (Figura 1b). En la tabla 2 se muestra el porcentaje de muestras de cada comunidad
auténoma clasificadas por la suma de la puntuacién de los 3 panelistas. La muestras
clasificadas en la categoria [5:6:7], igual a un nivel medio de olor sexual que podria resultar
problematico para los consumidores, para Aragdn resultaron ser un 4,44% del total, para
Catalufa el 2,67% y para Murcia el 1,10%, mientras las muestras clasificadas como sin olor
sexual o categoria [0:1], que resultarian ser sin problemas por los consumidores, fueron
para Aragén el 61,11% del total, en Catalufa el 65,33% de las canales y en Murcia el
62,29%.
Los resultados preliminares del presente estudio sugieren que la técnica del Human Nose
podria ser utilizada para identificar canales con distintos niveles de olor sexual con
panelistas entrenados. Los resultados indican que con la percepcion de los panelistas,
ninguna de las muestras fue clasificada con niveles extremos de olor sexual, pero el 2,4%
presentd un nivel medio que podria resultar problematico por algunos consumidores. Aln
asi, es necesario correlacionar los resultados sensoriales con los valores quimicos para
establecer a partir de qué puntuacion el consumidor rechazaria la grasa por sus niveles de
olor sexual.
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Tabla 1. Peso y espesor de grasa de las canales seleccionadas para el analisis de Human
Nose en funcion de las comunidades auténomas (CCAA)

Peso Canal (Kg) Espesor grasa (mm)
N animales Media D.E. Minimo Maximo Media D.E. Minimo Maximo
Global 423 776 7,92 465 1054 17,9 521 50 35,0
Aragon 90 82,1 8,80 57,0 105,4 18,5 