I11.4. Genotipado del gen heart fatty acid-binding protein (H-FABP).

De acuerdo a los estudios previos realizados por Gerbens y col. (1997), se procedi6 a
amplificar dos regiones del gen heart fatty acid-binding protein .

La primera de acuerdo al acceso X98558 de GenBank, amplificando mediante PCR la
region 5'UTR y efectuando digestiones del producto amplificado con la enzima Hinf 1
para todos los animales de ambas poblaciones Pietrain y LargeWhite, y la segunda
amplificando el exon 2.

Los oligonucledtidos 5y 3° utilizados para ambos fragmentos fueron los siguientes:
para la region 5S'UTR

5-GGACCCAAGATGCCTACGCCG

3’-CTGCATCTTTGACCAAGAGG

y para la region del intron 2:

5-ATTGCTTCGGTGTGTTTGAG

3'-TCAGGAATGGGAGTTATTGG

La amplificacion se realizo utilizando las siguientes condiciones: buffer 1 X, cloruro de
magnesio al 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, oligonucleétidos 0.2 uM, 0.25 U de polimerasa
de Ecogen y 100 ng de ADN, en un volumen de reaccion de 50 pl.

Los ciclos de temperaturas del termociclador fueron las siguientes: Después de dos
minutos de desnaturalizacidon a 95°, fue seguido de 30 ciclos a 94°C durante un minuto,
57°C un minuto, 72°C dos minutos y finalmente una extension a 72°C durante 10
minutos.

El producto amplificado fue digerido con la enzima Hinf I (Roche), que reconoce la
secuencia nucleotidica GLANTC, utilizando para la digestion 8.5 ul de producto de
PCR, 1 ul de tampén H més 5 U de la enzima, incubandolo a 37 °C durante 12 horas.

El producto amplificado posee un tamafio de 700 pb y posee varias dianas blanco para
la enzima Hinf1, en la figura 3.7 se puede observar el patrén de un animal heterocigoto.

El ADN de los animales homocigotos para el alelo H carente del sitio polimorfico da
como resultado a la digestion los siguientes fragmentos en pb: 339, 231, 105 y 25.

En el caso de los porcinos homocigotos para el alelo h los fragmentos en pb son: 339,

172, 105, 59 y 25 (Fig 3.8).
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Figura 3.7. Patron heterocigoto para el fragmento 5'UTR del gen H-FABP que
amplifica 700 pb y posee tres dianas constantes de restriccion Hinf-I, ademds de una

posicion polimorfica.
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Figura 3.8 Gel de electroforesis del producto amplificado 5'UTR del gen H-FABP

digerido con la enzima Hinf-1.

El segundo fragmento amplificado de acuerdo a Gerbens y col. (1997) acceso Y16180
perteneciente al intron 2, fue genotipada en los machos Fy de las poblaciones Pietrain y

LargeWhite, los resultados preliminares mostraron que en los machos LargeWhite solo
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habia un macho informativo con la enzima Hinf 1, mientras que en la poblacion Pietrain
habia cuatro machos informativos, por lo que se tomo la decision de genotipar solo la
poblacion Pietrain.

Las condiciones de amplificacion fueron similares a las descritas anteriormente para el
fragmento 5"URT.

El fragmento del intron 2 fue digerido con la enzima Hae 111 (Roche) que reconoce la
secuencia GGLCC, para la digestion se utilizaron las mismas condiciones descritas
para Hinf 1. El fragmento amplificado del intron 2 tiene un tamafio de 816 pb y posee
dos sitios diana de corte y un sitio polimérfico, en la figura 3.9 se puede observar las
distintas dianas blanco reconocidas, y en compafiia de un marcador de tamafos se

pueden interpretar claramente el tamaiio de los fragmentos (Fig. 3.10)

Figura 3.9. Patron heterocigoto para la region amplificada del intron 2 del gen HFABP
digerido con la enzima Hae 111, donde el alelo D produce 3 fragmentos de 683, 117 y 16
pb. El alelo d produce 4 fragmentos de 405, 278, 117 y 16 pb.
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Figura 3.10. Gel de electroforesis del producto amplificado del intron 2 del gen H-
FABP digerido con enzima Haelll.
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IT1.5. Genotipado del gen receptor de leptina.

De acuerdo a las investigaciones efectuadas con relacion a la obesidad principalmente
en humanos y ratones, el gen receptor de la leptina entre otros, es considerado como uno
de los genes candidatos en los estudios de asociacidon de variantes génicas y contenido
de grasa corporal.

En el presente estudio, los porcinos Fy, asi como la F; de las poblaciones Pietrain y
LargeWhite, fueron genotipados para el gen receptor de la leptina ubicado en el mapa
genético porcino en la posicion 6q3.3-q6.5 (Ernst y col. 1996).

Utilizando las variantes génicas del gen descritas por Stratil y col. (1998), se amplificd
la region del exon 4 al exon 5, utilizando las condiciones siguientes: buffer PCR x 1,
cloruro de magnesio 1.5 mM.,dNTPs 0.2 mM., 0.2 uM de cada primer .025 U de Taq
polimerasa, 100 ng de ADN, en un volumen final de 50 ul.

Los ciclos de amplificacion utilizados se iniciaron con una temperatura de 95 °C
durante dos minutos para obtener una buena desnaturalizacién, seguidos de 32 ciclos
con las siguientes temperaturas 94 °C durante un minuto, 55 °C durante un minuto, 72

°C durante 10 minutos, y una extension final de 10 minutos a 72 °C.
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Los productos amplificados tienen un tamafio de 2 kb y para analizar los diferentes
polimorfismos se utilizaron las enzimas de restriccion Hpa Il (Roche) que reconoce la
diana de restriccion CLCGG, y Rsa I (Roche) que reconoce la diana de restriccion
GTIAC.

El fragmento amplificado de 2 kb tiene una sola diana de restriccion con la enzima Hpa
IT localizado en el intron 4 del gen, de forma que el alelo A sigue manteniendo el
tamafio de 2 kb indicando que no posee la diana de restriccion, en cambio el alelo B
tiene una diana de restriccion provocando dos fragmentos de 1450 y 550 pb (Fig 3.11).
Con el enzima de restriccion Rsa I, en el caso del alelo A se producen cuatro fragmentos
de 1 kb, 349, 334 y 300 pb, mientras que con el alelo B se producen fragmentos de 750,
349, 334, 300 y 250 pb (Fig.3.12).

En el presente estudio inicialmente fueron genotipados los cinco machos progenitores
de ambas poblaciones, Pietrain y LargeWhite para observar los genotipos producidos
con ambas enzimas. Posterior a la amplificacion de los productos mediante la PCR, se
procedio a la digestion utilizando 8.5 pl del producto amplificado en compaiiia de 1 pl
de buffer L y 5 U de la enzima en cada caso.

Como los polimorfismos obtenidos en el caso de la enzima Rsa I mostraron que solo
uno de los machos Pietrain era poseedor del alelo AB y los demés machos progenitores
de ambas poblaciones poseian el alelo AA, se procedi6 a descartar este genotipado.
Con la enzima Hpa 1l los resultados de los alelos fueron diferentes, mostrando la
poblacion Pietrain el alelo AB en uno de sus machos y los otros cuatro el alelo BB,
mientras que de los cinco machos de la poblacion LargeWhite tres mostraban el alelo

BB, uno el AA y el otro el AB.
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Figura 3.11 Alelos A (2 kb), y B (1450 + 550 pb) producidos en el gen receptor de la

leptina por la enzima Hpa II que reconoce la diana CLCGG.
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1450pb

550pb—b

Figura 3.12 Productos del gen receptor de leptina digeridos con la enzima Rsa 1, alelo

A (1 kb + 349 + 334 + 300 pb), alelo B (750 + 349 + 334 + 300 + 250 pb).
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II1.6. Métodos estadisticos.
1.- Factor de Bayes para la deteccion de QTL.

En primer lugar se realizd un estudio de deteccion de Quantitative Trait Loci (QTL)
mediante la técnica de Factor de Bayes (Varona y col., 2001). Para cada carécter y

segmento cromosomico considerado, se compararon los siguientes modelos:
Modelo 1.
y=XB+Zq+e {1}

Donde, y es el vector de datos para el caracter, B es el vector de efectos sistematicos
incluidos en el modelo (Genotipo de RYR1 - 2 niveles-, Sexo —2 niveles- y Familia, q es
el vector de efectos asociados al segmento cromosdémico de interés, X y Z son las
matrices de incidencia que relacionan B y q con el vector de datos y. Por ultimo e es el
vector de residuos. Se asume que q y e estan distribuidos mediante las siguientes

distribuciones normales multivariantes:

q~ N(0,Qcy) {2}
e ~ N(0,I62) 3}

Donde 631 es la varianza explicada por el QTL y cﬁ es la varianza residual, I es la

matriz de identidad y Q es la matriz de relaciones entre los efectos de los QTL
calculadas mediante el algoritmo descrito por Pérez Enciso y col., (2000).
Este modelo puede ser reparametrizado como:

y=XB+e* {4}
donde:

e*=7q+e {5}
En consecuencia,

e*~ N(0,V) {6}
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Donde hq2 = Gé / Gf, es la proporcion de varianza explicado por el QTL y Gf, es la

varianza fenotipica.

Por lo tanto, la distribucion conjunta de todas las variables del modelo 1 es:

p(y.B.0..00) = p(y\B.o..h)p(B)p, () p,(h) {8}
donde:

p(y\B.o;. k) ~ N(XB,V) {9}

n(B)=k {10}

pi(h)=1 sih;el0]] 11}

pi1(05)=ky si cf,e[o,klz] 112}

Donde k; y k; son dos valores suficientemente pequefios para asegurar una distribucion
plana en todos los valores posibles del espacio paramétrico. Las distribuciones a priori

de la heredabilidad y de la varianza fenotipica se consideran independientes entre si.

El segundo modelo es el modelo sin efecto asociado al QTL (Modelo 2):
y=XB+e {13}
donde:
e~ N(0,Ic%) {14}
Entonces, la distribucion conjunta de los datos y parametros es:
p,(y.B.0,) = p,(y/B.0,)p,(B)p,(0}) {15}
Donde las distribuciones a priori p,(f)and p, (6?,) son idénticas a las ecuaciones {10}

y {12} respectivamente, y:
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p.(y|B.0,) ~ N(XB,10,) {16}
Siguiendo el procedimiento descrito por Varona y col. (2001), el Factor de Bayes se
puede calcular de manera simple mediante la siguiente ecuacion:

pilhy=0) 1

By =—"" -
pi(hg =0y)  pi(hy =0y)
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Por lo tanto, un BF;, mayor que 1 indica una mayor probabilidad del modelo con QTL,
y un BF; inferior a 1 indica una mayor probabilidad del modelo sin QTL.
Debe notarse que la probabilidad del modelo con QTL se puede calcular a partir de BF,

mediante la formula:

Br,

PM|y)=——""—
( 1‘)’) 14+ BF,

{18}

El céalculo se realizé mediante un algoritmo de Markov Chain Monte Carlo, en concreto,
se utilizo un algoritmo de Muestreo de Gibbs. Para el calculo de densidades se

utilizaron 12500 iteraciones, después de descartar las 2500 iteraciones iniciales.
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2.- Estudio de asociacion de polimorfismos en genes candidato.

El estudio de asociacion de polimorfismos en genes candidatos se realizo mediante un
test de t de comparacion de efectos asociados a cada genotipo de los genes candidatos.

El modelo descriptivo de los datos fue:

Vigim =M+ S, +H, + F, + G, + ey, {19}

Donde yijum es €l dato observado, S; es el nivel 1 del efecto sexo (2 niveles), H; es el
nivel j del efecto asociado al gen RYR1 (2 niveles), F es el efecto asociado al nivel k de
la familia, Gj, es el efecto asociado al genotipo | del gen candidato considerado (3

niveles, AA, AB, BB) y &ijum €s el residuo.

Se realizaron 3 tres test de t para cada gen candidato, Gaa vs. Gag, Gaa Vs. G V¥ Gas

VS. GBB-
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II1.7. Caracterizacion de genes candidato.

I11.7.1. Extraccion y purificacion de RNA.

IT1.7.1.1. Consideraciones generales para una buena extraccion de RNA.

Para obtener una buena preparacion de RNA eucariota, es necesario minimizar la
actividad de las ribonucleasas (RNAsas) liberadas durante la lisis celular, mediante el
uso de inhibidores de RNAsas o métodos que rompan células e inactiven RNAsas
simultaneamente.

Es necesario ser muy cuidadoso al efectuar las extracciones de RNA ya que estas
pueden ser contaminadas con RNAsas del propio material utilizado durante el proceso
de extraccion, en caso de que se encuentre contaminado.

Durante todo el procedimiento de extraccion y manipulacion de utensilios es necesario
el uso de guantes de latex estériles ya que las manos y la piel a menudo contienen
bacterias y son una fuente de contaminacion de RNAsas.

Todo el material utilizado durante el procedimiento de extraccion debe estar libre de
RNAsas.

Existen algunos procedimientos que pueden ser utilizados para lograr esta finalidad, por
ejemplo el material de vidrio puede ser sometido a temperaturas de 180°C durante 8
horas o0 mas, los objetos de plastico pueden ser lavados con una solucion de cloroformo.
Otra alternativa es colocar en diethyl pyrocarbonate al 0.1% (DEPC) 2 horas a 37°C los
vasos, tubos y otros articulos que van a ser utilizados para la extraccion de RNA, ya que
este reactivo es considerado un fuerte, pero no absoluto, inhibidor de RNAsas
(Sambrook y col., 1989).

Posteriormente los utensilios deben ser lavados varias veces con agua estéril y después
colocados a una temperatura de 100°C por 5 minutos (Sambrook y col.,, 1989) o
esterilizados mediante autoclave por 15 minutos a 15 Ib/sq. en ciclo liquido. Estos
tratamientos remueven las trazas de DEPC que pueden por otro lado modificar los
residuos de purina en RNA por carboximetilacion.

La utilizacion de tubos desechables de polipropileno estériles es lo mas recomendado

cuando se trabaja con volimenes inferiores a 2 ml.
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I11.7.1.2. Coleccion de biopsias para extraccion de RNA.

La coleccion de biopsias fue obtenida directamente durante el sacrificio en un matadero
comercial localizado en Lleida, se colectaron muestras de corazén, higado, bazo,
estomago, utero en el caso de las hembras y testiculos en el caso de los machos, ademas
de musculo longissimus dorsi y semimembranoso. Las muestras fueron recogidas
extremando las precauciones para evitar posibles contaminaciones. El transporte de las
muestras se efectu6 dentro de criotubos estériles los cuales fueron de inmediato
colocados en nitrogeno liquido para su transporte y posteriormente fueron almacenadas

a—80°C.
I11.7.1.3. Procedimiento para la extraccion de RNA.

En el caso del presente estudio se procedid a extraer el RNA a partir de biopsias de
higado. La muestra de higado congelada (1 cm?) fue macerada en un mortero de
porcelana en compainia de nitrogeno liquido, después de macerada fue colocada en otro
criotubo estéril y se permitid que el nitrégeno liquido se evaporara.

Evaporado el nitrogeno se le anadi6é 1 ml de TRIzol LS (GIBCO Cat. No. 10296-010).
Posteriormente fue homogenizada con un homogenizador pro 200 N° de serie 02109 de
Pro Sientific Inc.

Homogenizada la muestra fue colocada en un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml y se le
agregd 200 ul de cloroformo, se incubd 3 minutos a temperatura ambiente, para luego
centrifugarse a una temperatura de 4°C durante 15 minutos a 12000 g.

En este proceso el cloroformo precipita las proteinas y el resultado en compafiia del
TRIzol es que se forman tres fases, la fase inferior o fase orgéanica, la fase intermedia o
ADN vy la fase acuosa superior donde se encuentra el RNA.

La fase acuosa superior es recuperada y el RNA es precipitado en presencia de etanol,

para luego ser reconstituido en agua con DEPC al 0.1%.

I11.7.1.4. Cuantificacion de RNA.

Para la cuantificacion del RNA fue utilizado un espectrofotémetro UV 110 No. De serie
3105 de Biotech photometer, valorando en un ratio de 260 y 280 nm y se obtuvieron

concentraciones entre 6 a 10 ng/ul.
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I11.7.2. Procedimiento para la busqueda de genes candidato.

Al obtener los resultados preliminares estadisticos de asociacion de los marcadores
moleculares microsatélites analizados, se pudo observar que en el cromosoma 2 de la
poblaciéon LargeWhite presentaba niveles altos de significacion para los marcadores

microsatélites SW2443 y SW2623 ubicados a 0 y 9.8 cM respectivamente, del mapa

genético porcino  (http://sol.marc.usda.gov/cgi-bin/species_chromosome?swine+02).

Esta significacion se encontraba ligada a los caracteres de medida de grasa de la canal
con Fat-O-Meater, en el caso del marcador microsatélite SW2623, y para grosor de la
grasa medida con regleta entre la tercera y cuarta costilla con el marcador molecular
microsatélite SW2443.

Posteriormente se procedid a revisar los mapas genéticos comparativos humano vs

cerdo (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/maps.cgi?org=hum&chr=11}) y se

observo que existia homologia entre los brazos p del cromosoma 2 porcino y el brazo p
y la region proximal al centromero del brazo q del cromosoma 11 humano.
Al revisar el listado de los genes localizados en humano en esa region se detectd que en

la posicion 11q 13.4-q13.5 estaba ubicado el gen de la piruvato carboxilasa.

I11.7.3. Gen de la piruvato carboxilasa.

I11.7.3.1. Diseno de cebadores para amplificar el gen de la piruvato carboxilasa.

Una vez localizado el gen de la piruvato carboxilasa (GenBank acceso NM_000920), se

procedio a efectuar un alineamiento a través del programa multialin utilizando para ello

las  regiones  codificantes  (http://www.toulouse.inra.fr/multialin/multialin.html)

con el gen del ratoén acceso U032314 y de la rata acceso AY034048.

Observandose que existe un grado de conservacion muy elevado entre los mismos se
procedio a disefiar tres pares de cebadores (forward y reverse) para amplificar el gen en
cDNA de cerdo.

Para el disefo de los primers se utilizd el programa de ordenador primer 3

(http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi) y las secuencias

obtenidas de los primers fueron las siguientes:
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PC-F1 5-GATGCTGAAGTTCCGAACAGT -3’
PC-R1 5"-TGGGCCCGGTTCTGTGCAGGCCCT -3’
PC-F2 5"-CATTGCCCACGGCAAAGA-3’

PC-R2 5-TCCGAGTTGCCAGACTTCAT-3’

PC-F3 5-GGCCTGTACCAGAGGGAC-3’

PC-R3 5"-CTTATTTGGCAAGAGATGAA-3’

Posterior al disefio de los cebadores se procedi6 a realizar un BLAST

(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para comprobar que los cebadores disefiados no

presenten annealing en alguna otra secuencia del cerdo depositada en los bancos de
datos genéticos.

Una vez obtenidos los cebadores se procedieron a estandarizar las condiciones de
amplificacion a partir del cDNA extraido de biopsias de higado de cerdo. La decision de
utilizar cDNA fue tomada debido a que de esta manera solo trabajariamos con regiones

codificantes y los tamafios a amplificar serian considerablemente menores.

I11.7.3.2. Condiciones de amplificacion por PCR del gen de la piruvato carboxilasa.

Para valorar la amplificacion del gen de la piruvato carboxilasa fue utilizado cDNA de
la raza Pietrain utilizando las siguientes condiciones: Buffer 1 X, MgCl, 1.5 mM,
dNTP’s 0.2 mM, primers 5’y 3 0.2 mM respectivamente, 1.25 U de polimerasa (Eco
Taq), 10 ng cDNA, en un volumen total de 50 pl.

Para determinar la 7m de cada juego de cebadores se amplificaron en un termociclador
de gradientes marca MJ Research modelo PTC-200 cubriendo los rangos de temperatura

de annealing de 52 a 72 °C con un total de 35 ciclos.

I11.7.3.3. Valoracion del producto amplificado por PCR del gen de la piruvato

carboxilasa.
La valoracion de los resultados de los productos de amplificacion fue efectuada

mediante una electroforesis en un gel de agarosa de alta resolucion a 1.5 % utilizando

un marcador de tamafios X de Roche.
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La ventaja de utilizar un gel de agarosa de alta resolucion al 1.5 % es que proporciona
una vision mas detallada de las posibles amplificaciones inespecificas, decidiendo asi el
método de purificacion del producto amplificado, el cual puede efectuarse directamente
del producto amplificado de PCR o efectuando una electroforesis del producto completo
de la PCR y recortando la banda del tamafio esperado del gel para posteriormente
purificarlo.

La lectura de los resultados fue efectuada utilizando un transiluminador que cuenta con
una camara conectada a un ordenador el cual tiene instalado un software (BioCap) para
hacer posible la visualizacion de la imagen del gel.

Los resultados de las amplificaciones del gen de la piruvato carboxilasa porcina fueron
los siguientes: Para la regiéon comprendida entre el nucledtido 36 y 1538, amplificé un
fragmento de 1500 pb aproximadamente a una temperatura de annealing de 52°C.

Para la region comprendida entre el nucledtido 1487 y 2780 la amplificacion fue de un
fragmento de 1293 pb como se esperaba, a una temperatura de annealing de 61 °C.

Para el tercer fragmento comprendido entre el nucledtido 2643 y 3962 la amplificacion
fue de 1320 pb a una temperatura de annealing de 57 °C, coincidiendo también con el

tamafo esperado.

I11.7.3.4. Purificacion del producto de PCR del gen de la piruvato carboxilasa.

El principio de purificacion de los productos de PCR consiste en eliminar los
compuestos que no fueron utilizados durante la reacciéon. Una vez efectuada la
electroforesis del producto de PCR en un gel de agarosa al 1.5 % se procedi6 a recortar
la banda del gel. Para observar las bandas, se utilizo un transiluminador marca VILBER
LOURMAT.

Para la purificacion de las bandas de gel se utilizo el kit de QIAquik de QIAGEN cat.
No. 28706 debido a que en las lecturas de los resultados de las amplificaciones se podia
observar una muy débil segunda banda. El principio del kit QIAquik consiste en
degradar el gel de agarosa que contiene el producto amplificado y pasarlo a través de
una columna que contiene una membrana de gel-silica la cual en compafiia de tampones
pH dependientes y altas concentraciones de sales, fija el ADN a la membrana de silica,

permitiendo el lavado eficiente de las impurezas.
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I11.7.3.5. Valoracion del producto de PCR purificado.

Para valorar la cantidad de DNA obtenida con el kit de QIAquik de QIAGEN se
procedid a preparar un marcador de tamafios @ X Hae III a una concentracion de 16 ng
ul cargando 10 ul en el gel (160 ng).

Considerando que el total de pares de bases contenidas en la suma de los fragmentos del
marcador es de 5386 pb, se puede extrapolar directamente la cantidad aproximada de ng

equivalentes al grosor de cada banda.

I11.7.3.6. Condiciones de PCR para secuenciacion.

La secuenciacion de los tres fragmentos amplificados del gen de la piruvato carboxilasa
se realiz6 utilizando el DNA Secuencing kit part. No. 4314417 de Biosistems Inc.
Durante la amplificacién el kit posee ANTPs mas ddNTPs marcados fluorescentemente
incorporandose ambos durante la extension, solo que en el caso de incorporacion de un
dideoxinucleotido fluorescente este ya no permite la incorporacion de otro nucledtido.
Para la amplificaciéon de los fragmentos fueron utilizados los cebadores originales
responsables de la amplificacion de cada fragmento, y cebadores adicionales obtenidos
de las primeras secuencias del cerdo. En este tipo de reaccion se utiliza ya sea el
cebador 50 3" en forma independiente en cada amplificaciéon a una concentracion de

3.2 uM. Los primers utilizados fueron los siguientes:

5'-GATGCTGAAGTTCCGAACAGT -3’
5’- CCATGAGTTCTCCAACACCT -3’
5’- GGTGTCCTGCTCTGAGTAGA- 3’
5-GCCACCATGACCTTCTTGAT- 3’
5-TGGGCCCGGTTCTGTGCAGGCCCT -3’
5-CATTGCCCACGGCAAAGA-3’

5’- ACCTCAAAAAGATCTCCCCC-3"
5’- CGACTCCATGTCTGGAATGA -3’
5-TCCGAGTTGCCAGACTTCAT-3’
5’-GGCCTGTACCAGAGGGAC-3’

5’- CTAAAGGACCTGCCAAGGG -3
5’- GAGATTGAATGACCTTGCCC -3’
5’- CCATCCTGGTCAAGGACACT -3’
5-CTTATTTGGCAAGAGATGAA-3’
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Durante la precipitacion del producto de secuenciacion se utilizd6 un marcador visible
azul no fluorescente de acidos nucleicos (Pellet Paint®TM Co-Precipitant de Novagen
Cat. No.: 70748-3), que permite visualizar el pellet y no interfiere a la deteccion de la
fluorescencia.

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 94°C/3°, 96°C/10"", 50°C/5"",

60°C/4’, 4°C/a, con un total de 25 ciclos.

I11.7.3.7. Secuenciacion del gen de la piruvato carboxilasa.

La secuenciacion de los productos amplificados del gen de la piruvato carboxilasa, se
efectud en un secuenciador automatico de electroforesis capilar y deteccion fluorescente

ABI PRISM 310 Genetic Analyser de Applied Biosystems.

I11.8. Panel de células somaticas hibridas irradiadas IMpRH.

El panel de células somaticas clones hibridos irradiados (RH) es producido después de
irradiar las células de una especie de interés y fusionarla a una célula de especies
recipientes generalmente roedores.

Siguiendo la produccion de paneles hibridos irradiados del genoma humano, paneles

RH han sido desarrollados para varias especies de mamiferos como rata, raton, porcino,

bovino y perro |ttp://linkage.rockefeller.edu/tara/rhmap).

Las células somaticas hibridas irradiadas contienen fragmentos cortos de ADN de la
especie donadora, permitiendo ordenar los marcadores con una resoluciéon de 10 a 50
veces mayor que el mapa genético.

El servidor del Inra Minnesota Porcine Radiation Hybrid (IMpRH) proporciona dos
herramientas, las herramientas para mapa /MpRH y una base de datos de resultados
oficiales sometidos. Las herramientas de mapa permiten el mapeo de un nuevo
marcador relacionado a los marcadores previamente posicionados en el mapa a través
del panel IMpRH. La base de datos IMpRH es la base de datos oficial para someter un

nuevo resultado y comentarios. La base de datos permite el compartir datos privados y

semiprivados |http://imprh.toulouse.inra.fi} para el genoma porcino, el INRA-Minnesota

ha desarrollado el panel porcino hibrido irradiado (IMpRH) (Yerle y col., 1998) y

caracterizado (Hawken y col., 1999) en colaboracion entre INRA y la Universidad de

Minnesota. El panel esta constituido por 118 clones y un control de ADN de hamster.
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IT1.8.1. Disefio de cebadores para posicionar el gen de la piruvato carboxilasa en el

genoma porcino.

El disefio de los cebadores 5y 3" fue obtenido a partir de una alineacion efectuada con
las secuencias de humano, raton, rata y porcino.

Tomando como guia para ubicar una posicion nucleotidica fue utilizada la secuencia
humana (NM_000920), y el procedimiento consistid en detectar cambios de dos o mas
nucledtidos entre las secuencias del cerdo, rata y raton. Los resultados del alinemiento
mostraron dos cambios nucleotidicos (C/T) en las posiciones 1774 y 1776, las cuales
fueron posicionadas en la region 3’ para el disefio del cebador forward (5'-
GGCCAGCCCCAGCCCCAC-3"). Otro cambio de dos nucledtidos fue detectado en la
posicion 1943 (C/A) y 1945 (T/A) que fue utilizado para el disefio del cebador reverse
(5'-GTCGTGGGTTCGCACACG-3").

I1.8.2. Amplificacion del gen de la piruvato carboxilasa en el panel de células

somaticas hibridas irradiadas.

Previamente a la utilizacion de los cebadores disefiados para amplificar el gen de la
piruvato carboxilasa en el panel de células somaticas hibridas irradiadas, se procedio a
estandarizar las condiciones de amplificacion en ADN gendémico porcino Vs hamster.
Las condiciones obtenidas fueron las siguientes, buffer 1X, MgCl, 1.5 mM, dNTPs 0.2
mM, cebador 5y 3" 0.2 uM respectivamente, .025 U de Ecotaq polimerasa en un
volumen total de 50 pul. Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 30
ciclos de 94°C 1 minuto, 70 °C 1 minuto y 72 °C 2 minutos, con una extension final a
72 °C de 10 minutos.

Considerando que este gen esta muy conservado entre especies, y que de acuerdo a la
secuencia humana, los cebadores utilizados amplifican 47 pb del exén 11, mas 84 pb del
intron 11 y 155 pb en el ex6én 12 (Carbone y col. 1998), el tamaio esperado de
amplificacion es de 286 pb. (Fig. 3.13)

Como las secuencias de los cebadores disenados solo diferian en dos nucleétidos en la
region 3° del hamster, existieron amplificaciones inespecificas que fueron facilmente

diferenciadas por su tamafio de amplificacion como se muestra en la figura 3.14.
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Figura 3.13 Regiones amplificadas del gen de la piruvato carboxilasa por los primers
disefiados para el panel de células somaticas Hibridas irradiadas.

Exon 11 | Intron 11 Exo6n 12
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Figura 3.14 Amplificaciones del gen de la piruvato carboxilasa de los 5 machos

LargeWhite Vs Hamster, tamafio amplificado 286 pb.
¢ X Hae III
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-~ 4« 286pb

Posteriormente a la amplificacion del gen de la piruvato carboxilasa en porcino, se
procedid a secuenciar la region codificante en 6 animales de las razas Pietrain, Large
White e Ibérico. La raza Ibérica fue incluida en este estudio, debido a que sus
caracteristicas fenotipicas de engrasamiento difieren de las otras dos razas analizadas,
aumentando la posibilidad de deteccion de SNPs. Una vez obtenidas las secuencias en

las 6 muestras, se realizO un alineamiento mediante el programa multialin

(http://www.toulouse.inra.fr/multialin/multialin.html) y la bisqueda de mutaciones.

Una vez localizado el sitio polimoérfico, se procedié a disefiar un primer especifico para
su diagnéstico mediante la técnica de primer extension analyisis, ademas se disefido un
juego de primers para mapear el gen mediante un panel de células somaticas hibridas

irradiadas.
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