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Resumen

RESUMEN

El objetivo principal de los proyectos IBMAP-2 (MCYT AGF99-0284-C02) y
de su continuacion (INIA CPE03-010-C3) en los que se engloba el presente trabajo, es
el refinamiento de la posicion de los principales quantitative trait loci (QTL) detectados
previamente en el cruce IBMAP relacionados con caracteres de calidad de la canal, de
la carne y metabolismo lipidico. Para llevar a cabo este objetivo se ha incrementado el
nimero de marcadores dentro de la region de los QTL y también se ha aumentado el
nimero de meiosis informativas al afiadir una generacion F3 y un retrocruce.

En los cromosomas 4, 8 y X se ha reducido el intervalo de confianza de la
mayoria de QTL descritos previamente y ademas, se han detectado QTL nuevos en los
tres cromosomas. Asimismo, la metodologia estadistica aplicada ha permitido
determinar la presencia de al menos dos QTL para los caracteres estudiados en los
cromosomas 4 y X.

Paralelamente, otro objetivo de estos proyectos era el andlisis de genes
candidatos posicionales para los QTL de los cromosomas 4, 8 y X relacionados con el
metabolismo lipidico. En el presente trabajo se han estudiado los genes FABPA4,
DGAT1, ACS 4, CDS1 y CDX2. Tres de ellos, el AC34, el CDSL y el CDX2 han sido
aislados y secuenciados por primera vez en porcino.

Se han identificado polimorfismos en todos los genes mediante secuenciacion.
Sin embargo, la mayoria de polimorfismos se localizan en intrones o en regiones no
codificantes. Unicamente se han detectado dos polimorfismos en el gen CDSL que
implican cambio aminoacidico. Ademads, para estos genes se ha analizado la
distribucion de las frecuencias alélicas en diferentes razas. También se ha determinado
la localizacion cromosémica de los genes DGAT1, ACS 4, CDSL y CDX2 mediante el
panel de células somaticas hibridas irradiadas IMpRH. Se ha analizado el patrén de
expresion de los genes AC3 4 y CDSL y se ha caracterizado un procesamiento
alternativo en el ARNm del gen AC3_4. Finalmente, con los polimorfismos de los genes
FABP4 y AC3.4 se han realizado estudios de asociacion para determinar el efecto de
estas variantes genéticas. Se han encontrado asociaciones significativas con la
deposicion de grasa dorsal y con el contenido de 4cido oleico para el FABP4 y ACSL4,
respectivamente. Sin embargo, no podemos concluir que estos polimorfismos sean la
mutacion causal, Unicamente se puede afirmar que ésta se encuentra en un locus

proximo.
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SUMMARY

The main objective of the IBMAP-2 project MCYT AGF99-0284-C02) and its
extension (INIA CPE03-010-C3), in which the present work is included, is the fine
mapping of the quantitative trait loci (QTL) previously detected in the IBMAP cross
affecting carcass, meat quality and fatness traits. To achieve this objective a larger
number of markers were added in the QTL regions and a F; generation and a backcross
were included.

The confidence interval of the QTL previously described in the chromosomes 4,
8 and X has been narrowed and new QTL have been detected in these chromosomes by
fine mapping. Moreover, at least two QTL have been determined for the traits studied in
the chromosomes 4 and X by the statistics applied.

Another objective of these projects was the analysis of positional candidate
genes for QTL affecting lipid metabolism detected in the chromosomes 4, 8 and X. In
the present work, the FABP4, DGAT1, ACS.4, CDS1 and CDX2 genes have been
studied. Three of them, the ACSL4, CDS1 and CDS2 have been isolated and sequenced
for first time in porcine.

Polymorphisms have been identified in these genes by sequencing. Nevertheless,
most of these polymorphisms are in the introns or in noncoding regions. Only two
polymorphisms detected in the CDS1 gene imply aminoacid replacement. Moreover, the
allele frequencies of these genes have been analysed in different breeds. The
chromosomal location of the DGAT1, AC3.4, CDSL and CDX2 genes has been
determined using the INRA-University of Minnesota porcine radiation hybrid panel
(IMpRH). In addition to this, the expression of the ACS.4 and CDS1 has been analysed
and an alternative splicing of the RNAm of the ACS.4 gene has been characterized.

Finally, association studies have been performed to determine the effect of the
FABP4 and ACS.4 genes. Significant associations with backfat and percentage of oleic
fatty acid have been found for the FABP4 and ACSL4, respectively. Nevertheless, we
cannot conclude that these polymorphisms are the causal mutation of the QTL analysed,

we only can state that the causal mutation is in a close locus.
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Introduccion

1.1.Sector porcino y mejora genética

El sector porcino juega un papel importante dentro de la produccion animal ya
que representa casi el 50% de la carne consumida a nivel mundial (Aumaitre, 2001). La
importancia del ganado porcino en nuestro pais queda reflejada cuando se observan las
estadisticas del sector ganadero. Con referencia al censo animal, Espafia, precedido de
China, Brasil y Alemania, es el cuarto pais con mayor nimero cabezas. A nivel europeo,
Espafia es el segundo pais seguido de Alemania con mayor censo de animales, con una
tasa de crecimiento del 2,1% durante el periodo del 1999-2004 (GLiPHA;

http://www.fao.org/ag/aga/glipha).

Con referencia a la produccion, Espafia, precedido de China, EUA y Alemania,
es el cuarto pais con una mayor produccién, siendo de 3,3 millones de toneladas de
carne y con un crecimiento del 2,9% durante el 1999-2004 (GLiPHA). Ademas, el
sector porcino es el primer sector de la ganaderia espafola con una producciéon anual
que supone mas de 4.000 millones de euros al afio, lo que le coloca como el segundo
productor de la Europa de los 25 tras Alemania y el segundo pais tras Dinamarca con
mayor consumo de este tipo de carne (66 kg por capita en el afio 2004) (MAPA;

http://www.mapyva.es/).

Dentro del territorio espafiol, Cataluna es la comunidad auténoma con mayor
censo de ganado porcino, seguido de Castilla y Ledn y Aragdn pero con un censo de la
mitad de animales. Asimismo, un 67% de la produccion ganadera catalana es de carne

de porcino (DARP; http://www.gencat.net/darp/). Aqui también se debe considerar que

en los ultimos afios Catalufia ha sufrido diferentes brotes de peste porcina cléasica en los

que se tuvieron de sacrificar miles de animales.

De forma general, para una 6ptima produccion se requieren tasas de crecimiento
eficientes, buenos indices de conversion y una buena conformacion de la canal y calidad
de la carne. Por otra parte, también se deben conseguir buenos indices reproductivos,
elevada supervivencia de los lechones y resistencia a enfermedades. Ademas, los
consumidores estan cada vez mas sensibilizados y exigen otras caracteristicas como la
ausencia de antibidticos en la carne o el bienestar animal. Como se ira presentando al
largo del presente trabajo, la genética desempena una labor importante para conseguir

gran parte de estos objetivos.
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La mejora genética se basa en la seleccion y en los cruzamientos para
aprovechar la variabilidad existente entre las diferentes razas. Al establecer los objetivos
de seleccion se debe tener en cuenta que sean limitados, fijados a medio-largo plazo,
facilmente medibles y correlacionados favorablemente entre ellos (Tibau, 1992), ya que
se debe considerar que hay caracteres que presentan correlaciones negativas. Por
ejemplo, los caracteres de calidad de la canal afectan negativamente a los de calidad de
la carne o a la reproduccion.

Los objetivos de seleccion han ido cambiando al largo de los afios en funcion de
la demanda. Durante los afios 80 se centraban en caracteres de conformacion de la
canal, principalmente en el porcentaje de magro. Durante los 90, aparecieron los
relacionados con calidad de la carne y crecimiento, disminuyendo la importancia de los
anteriores y, ya en el 2000, los caracteres para calidad de la carne y de la grasa son los
objetivos fundamentales. Sin embargo, la seleccion durante tantos afios para reducir el
contenido de grasa en la canal ha causado también una disminucion del porcentaje de
grasa intramuscular. Esta disminucion no es un efecto deseado ya que la grasa
intramuscular esta relacionada con una carne tierna y gustosa (Cameron, 1990). Se ha
determinado que hace falta un 2% de grasa intramuscular para que estos efectos se
detecten en la carne (Fernandez et al. 1999). Asimismo, la calidad de la carne también
esta influida por otros factores como el pH post-mortem, la composicion de acidos
grasos, la capacidad de retencion de agua o la estructura histoquimica de las fibras

musculares (Cameron €t al. 2000; van Laack et al. 2001; Paszek et al. 2001).

Por otro lado también se deben tener en cuenta la heredabilidades (h?) de los
caracteres. La heredabilidad se define como la proporcion de la variacion fenotipica de
un caracter atribuida a la variacion genética aditiva. De este modo, caracteres con
heredabilidades altas serdn mas faciles de mejorar por seleccion (Falconer y McKay,
1996). De forma general, los caracteres reproductivos tienen h? bajas, los productivos
(crecimiento o indice de conversion) moderadas y los de calidad de la canal (longitud de
la canal, deposicion de grasa dorsal o % de magro) altas. Finalmente, los de calidad de
la carne (pH, color, % grasa intramuscular o composicion de acidos grasos) presentan h”
moderadas-bajas, excepto el porcentaje de grasa intramuscular y algunos acidos grasos

que son mas altas (Tibau, 1992; Webb et al. 1998; Cameron, 1990; Paszek et al. 2001).
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El método empleado en mejora genética para escoger los mejores animales
reproductores era el indice de seleccion. Sin embargo, este ultimo se ha ido sustituyendo
por la metodologia BLUP (Best Linear Unbiased Prediction) que permite una mejor
estima de los valores genéticos. Ademas, en la seleccion de caracteres cuantitativos se
estd introduciendo cada vez mas la informacion obtenida por la genética molecular. Una
muestra de ello seria la seleccion asistida por marcadores (MAS), que permite
seleccionar los alelos de los marcadores que estdn asociados con los alelos favorables
del QTL. Esta estrategia presenta una ventaja importante, el genotipo del marcador se
puede determinar justo al nacimiento del animal sin tener que esperar a tener los
registros fenotipicos (Haley y Visscher, 1998-1999). Por otro lado, este método es
especialmente de utilidad en aquellos caracteres en los que el progreso genético es
complicado de obtener por métodos tradicionales como son los de baja heredabilidad,
los que solo son medibles en un sexo, después del sacrificio del animal o cuando el
animal tiene una edad avanzada (vida productiva) o aquellos en los que las medidas
fenotipicas resultan muy caras. En estos caracteres se puede conseguir un incremento de
la respuesta del 38-64% respecto a los métodos de seleccion tradicionales (Meuwissen y
Goddard, 1996). Otro factor favorable es que los beneficios se obtienen en un plazo
corto aunque, en algunos casos, puede causar una penalizacién a largo plazo.
Finalmente, el uso de BLUP y MAS conjuntamente permiten un beneficio genético
adicional de mas del 50% (Rothschild y Plastow, 1999; Paszek et al. 1999).

Por otra parte, la informacion molecular también es de utilidad en programas de
introgresion asistida por marcadores (MAI). Con esta estrategia un alelo beneficioso se
puede introducir en una poblacién en la cual no exista (Andersson, 2001; Haley y

Visscher, 1998-1999).

1.2. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son regiones distribuidas a lo largo del genoma que
generalmente, presentan polimorfismos. El genotipo de los marcadores debe poder ser
identificado facilmente y permiten identificar un organismo, especie o caracter
fenotipico asociado al mismo. A pesar que se han descrito diferentes tipos de
marcadores, los mdas utilizados en la actualidad son los que permiten realizar
genotipados masivos de forma fiable y econdmica, como serian los microsatélites o los

SNP (Sngle Nucleotide Polymorphism). Sin embargo, existen otros marcadores como
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los AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA).

La importancia de los marcadores moleculares se centra en que su utilizacion es
fundamental para la construccion de mapas genomicos, la deteccion de Quantitative
Trait Loci (QTL) y para la realizacion de estudios de asociacion con caracteres

fenotipicos de interés.

1.2.1. Microsatélites

Los microsatélites son repeticiones en tdndem de secuencias de ADN de dos a
seis pares de bases, con una longitud total generalmente inferior a 300 pb y que se
encuentran distribuidos a lo largo de todo el genoma.

Los microsatélites presentan una serie de caracteristicas que los convierten en
unos marcadores muy interesantes: presentan un gran polimorfismo en el numero de
repeticiones (son multialélicos), codominantes, se encuentran de forma muy abundante
en todos los genomas analizados y ademas, su andlisis es sencillo y automatizable. El
genotipado se realiza por PCR usando cebadores marcados fluorescentemente para ser
detectados mediante equipos de secuenciacion. Los tamafos de los fragmentos
amplificados por PCR variaran en funcion del numero de repeticiones presentes en el
microsatélite (Figura 1.1). Todas estas caracteristicas son las que han hecho que los
microsatélites hayan sido ampliamente utilizados en multiples estrategias como la
construcciéon de mapas genéticos y la posterior deteccion de QTL, andlisis de
parentesco, pruebas forenses, trabajos de biodiversidad y filogenia y estudios

paleogenéticos (Chambers y MacAvoy, 2000).
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130

120

Figura 1.1. Electroferograma de tres microsatélites obtenidos con el sSoftware

GeneMapper ™ (Applied Biosystems). El genotipo del primer microsatélite es
heterocigoto 102-110, el segundo es heterocigoto 120-130 y el tercero, homocigoto 178.

1.2.2. SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Los SNP son sustituciones nucleotidicas puntuales, generalmente dialélicas,
distribuidas por todo el genoma de forma muy abundante (Sachidanandam et al. 2001).
En humano se puede encontrar, aproximadamente, un SNP cada 300 nucledtidos

(http://snp.cshl.org). Informacién sobre el nimero de SNP descritos en diferentes

especies se puede encontrar en la SNP Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp
_summary.cgi). Hasta el momento en porcino se han detectado unos 6.400 SNP,
mientras que en humano superan los 27 millones.

Para el genotipado de los SNP existen multiples técnicas que permiten, en
general, analizar un gran nimero de muestras de forma rapida y fiable. Algunos de estos
métodos serian el Primer Extension Analysis (SNaPshot™, Applied Biosystems), la
pirosecuenciacion y el SNPlex™ (Applied Biosystems). Otros métodos se basan en la
utilizacion de enzimas de restriccion (PCR-RFLP), o en cambios de movilidad de las
cadenas de ADN (PCR-SSCP), aunque estas dos técnicas no son aplicables para el
genotipado a gran escala. Finalmente, otras técnicas de reciente implementacion serian

los chips de ADN y la espectrofotometria de masas.

1.2.2.1. PCR-RFLP

Se basa en la utilizacion de enzimas de restriccion que cortan el ADN en lugares

especificos de reconocimiento o dianas de restriccion, que son secuencias cortas de
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ADN (generalmente de 4 a 8 pb). La presencia o ausencia de esta diana es la que
determina el patron de restriccion, generando de esta forma, fragmentos de diferentes
tamafios en funcion del genotipo del individuo. Los RFLP (Restriccion Fragment
Length Polymor phism) son marcadores bialélicos y codominantes, por lo que se pueden
determinar los tres genotipos posibles.

La aparicion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) facilitdo en gran
medida esta técnica ya que la amplificacion previa a la digestion del fragmento que
contiene el polimorfismo por PCR (PCR-RFLP) mejora su especificidad, sensibilidad y
facilidad de analisis ya que el patrén de digestion se visualiza en geles de agarosa
(Figura 1.2). Esta técnica es la que se utiliza, por ejemplo, para genotipar el gen del
receptor de la rianodina (RYR1) o gen del halotano, responsable del sindrome del estrés
porcino (Fujii et al. 1991). También se han empleado en otros estudios como el descrito
por Gaboreanu et al. (2004) para detectar una asociacion con grasa en el cromosoma X

en un cruce entre Berkshire y Yorkshire.

659 pb
$24 pp=3
358 pb—>

166 pb
133 bb—S

Figura 1.2. Genotipado por PCR-RFLP de la mutacion del gen RYRL. Los individuos
homocigotos NN tienen un patron de bandas de 135 y 524 pb (pozos 3, 4, 6). Los
homocigotos nn presentan un patron de bandas de 358, 166 y 135 (pozos 1, 2). Los
heterocigotos Nn tienen las cuatro bandas (pozos 5, 7, 8). En el pozo 9 hay el control
negativo. En el pozo 10 hay el fragmento de PCR sin digerir (659 pb). En el pozo 11

hay un marcador de tamaiio.
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1.2.2.2. Primer Extension Analysis (SNaPshot™, Applied Biosysems)

Esta técnica se basa en la amplificacion por PCR de la region que contiene el
polimorfismo, en la posterior hibridacion de un cebador adyacente al SNP y en una
reaccion de extension con dideoxinucleétidos que detienen la elongacion, de modo que
unicamente se incorpora el nucleétido complementario al de la cadena molde para la
posiciéon polimorfica (Figura 1.3). Debido a que se emplean dideoxinucledtidos
marcados con diferentes fluorescencias, la identificacion del nucleétido incorporado se

realiza mediante un equipo de electroforesis capilar.

ennzal Primer -

_ “CCATGACTGATTCC .~ Figura 1.3. Reaccion
a8 D4A — NINNINNINAGOC TGG TACTGAC TAAGGTNNN NNMNM
ddGTP y
ENaPshot Feady 4dCTP Extend and de extension y
Rieaction Mix ddLITP Terminate Primer

electroferograma de dos

ATGACTGATTCCG .
Nh””ﬂ”-"ﬂ-’:CTEETAE#EﬁE%AAEEQNNMMNMM SNP. El primer SNP es

_ heterocigoto G/A (de
Clectrophoresis

color azul y verde) y el
segundo,  homocigoto
T/T (de color rojo).

Adaptada de Applied

—- - Biosystems.

1.2.2.3. Pirosecuenciacion (Pyrosequencing AB)

Esta técnica consiste en una minisecuenciacion en tiempo real donde la
incorporacion de cada nucledtido se detecta mediante una reaccidon luminosa producida
por la enzima luciferasa (Ronaghi et al. 1998).

El requisito previo a la reaccidon de pirosecuenciacion es obtener productos de
PCR de cadena simple, para ello uno de los cebadores contiene biotina. La biotina
permite capturar el producto de PCR mediante bolas de sefarosa que después de una
purificacion y desnaturalizacion se obtienen fragmentos de cadena simple.

En la reaccion de pirosecuenciacion un cebador se une a la cadena simple. A
continuacion, se produce la dispensacion de los nucledtidos de forma secuencial. La

incorporaciéon de un nucleoétido genera la liberacion de un grupo pirofosfato (PPi) que es
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usado por la enzima sulfurilasa para producir una molécula de ATP, el cual a su vez es
utilizado por la luciferasa para emitir luz. Por otra parte, los nucledtidos no
incorporados son degradados por la enzima apirasa sin generar luz (Figura 1.4). Esta
informacion se envia al ordenador convirtiéndola en pirogramas, siendo la altura del

pico proporcional al nimero de nucleétidos incorporados (Figura 1.4).

) b) .
o o
5 "qGGq Ghmm&‘.-"-’-
s
g ¢
C PPi

Figura 1.4. a) Esquema de la reaccion de pirosecuenciacion (AB Pyrosequencing). b)

Pirograma obtenido para un individuo heterocigoto G/- para un indel en el gen FABPA4.

1.2.3. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

La técnica para detectar AFLP consiste en digerir el ADN y unirle cebadores que
actian como adaptadores. Los fragmentos se amplifican de forma selectiva por PCR
empleando cebadores complementarios a los adaptadores pero que tienen una secuencia
especifica corta (1-3 nucleotidos) en el extremo 3’. De esta forma so6lo se amplifican los
fragmentos que son complementarios al extremo 3’ del cebador. Actualmente, se esta
desarrollando un mapa con unos 2.300 AFLP que se afiadira al mapa de ligamiento del
PiGMaP (Rothschild, 2004). Ademas, este tipo de marcadores ya se han utilizado para
estudios de analisis de QTL que han permitido detectar, entre otros, QTL para

engrasamiento (Wimmers et al. 2002).

10
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1.2.4. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Consisten en fragmentos aleatorios de ADN amplificados por PCR a partir de
cebadores de secuencia también aleatoria. Son de naturaleza dominante. Estos
marcadores fueron empleados sobre todo cuando los mapas de ligamiento contenian

muy pocos marcadores o en especies en las que hay muy pocos marcadores descritos.

1.3. Cartografia del genoma porcino

Una de las principales limitaciones en los estudios de gendmica en porcino, y en
el resto de especies domésticas, ha sido la falta de mapas de ligamiento de alta
resolucion (muchos marcadores posicionados por cM), de clones BAC ordenados a lo
largo de todo el genoma y el desconocimiento de la secuencia del genoma. La falta de

estas herramientas dificulta y enlentece el mapeo y caracterizacion de genes.

1.3.1. Mapas genOmicos

1.3.1.1. Mapas genéticos o de ligamiento

Los mapas genéticos o de ligamiento muestran la distancia entre marcadores
estimada a partir de la frecuencia de recombinacion entre ellos. La construccion de estos
mapas se basa en que la frecuencia de recombinacion es directamente proporcional a la
distancia entre dos loci de un mismo cromosoma. De esta forma, la probabilidad de que
ocurra recombinacion entre dos loci es menor cuanto mds proximos estén localizados.
Cuando la proporcién de recombinantes es igual a la de no recombinantes, la frecuencia
de recombinacioén es del 50%, indicando que no existe ligamento genético entre los dos
loci y, por tanto, se transmiten de forma independiente. Valores inferiores indican que

los dos loci estan ligados.

Para la construccion de un mapa de ligamiento es necesario un pedigri y
marcadores polimorficos para este pedigri. De este modo, a partir de la frecuencia de
recombinacion entre los marcadores se puede inferir su posicion relativa y la distancia
en cM entre si. El centiMorgan (cM) es la unidad de distancia genética y equivale a una

frecuencia de recombinacion del 1%. Aproximadamente, un cM equivaldria a un millén

11
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de pares de bases. El programa informatico mas comuUnmente usado para la
construccion de estos mapas es el CRI-MAP (Green et al. 1990).

Sin embargo, se debe tener en cuenta que existen diferentes factores que pueden
distorsionar les frecuencias de recombinaciéon y en consecuencia, las distancias
obtenidas. Estos factores serian:

- Los multiples recombinantes, los cuales aparecen como no recombinantes.

- El sexo homogamético (el femenino en mamiferos), en el cual las distancias inferidas
son mas grandes al producirse mas fendmenos de recombinacion que en el sexo
heterogamético.

- La region cromosdmica, en los centromeros se producen menos recombinaciones que
en los telomeros.

- Fendmenos de interferencia, la cual asume que la formaciéon de un entrecruzamiento
en una region reduce la probabilidad de que se produzca otro en una region adyacente.

Segun la interferencia que se asume existen diferentes funciones de mapa:

- Funcion de Morgan: si se considera interferencia completa y distancias
pequenas
d=r
siendo: ‘d’ la distancia entre dos marcadores

‘r’ su frecuencia de recombinacion

- Funcién de mapa de Haldane: si no se considera interferencia

d=-In (1-21r)/2

- La funcién de Kosambi: cuando se considera un cierto grado de interferencia

d=1In[(1+2r)/(1-2r)]/4

A lo largo de los ultimos afios se han ido posicionando un gran nimero de
marcadores en los mapas genéticos de diferentes especies domésticas con la finalidad de
conseguir mapas de alta densidad. Los mapas porcinos mas importantes son el PIGMaP
(Archibald et al. 1995), el NORDIC (Marklund et al. 1996) y el USDA-MARC (Rohrer
et al. 1994, 1996). En la Figura 1.5 aparece el mapa de ligamiento correspondiente al
cromosoma 4 porcino, estos mapas pueden ser consultados online:

(htpp://www.genome.iastate.edu/maps/marcmap/htlm). Ademas, la informacion de

12
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estos mapas se va actualizando continuamente. Segin el PigMap Annual Update del

2005 se han mapeado, hasta el momento, un total de 1.588 genes y 2.493 marcadores.
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Figura 1.5. Mapa de ligamiento del cromosoma 4 porcino (USDA-MARC).

1.3.1.2. Mapas fisicos

Para la construccidon de mapas fisicos en porcino se han utilizado principalmente
los paneles de células somaticas hibridas irradiadas. Sin embargo, algunos genes o
marcadores también han sido posicionados mediante la técnica FISH (hibridacion in situ
fluorescente), en la cual una sonda de ADN marcada con fluorescencia se hibrida con
los cromosomas y posteriormente, se detecta el lugar de hibridacion gracias al marcaje

fluorescente de la sonda.

Los paneles de células somaticas hibridas irradiadas estan constituidos por
células, generalmente de hamster o raton, que ademas de los cromosomas propios,
contienen fragmentos de cromosomas de otra especie, en este caso cerdo. Estos paneles
estan formados por varios clones que contienen, en conjunto, todo el genoma porcino.
Para la localizacion cromosémica de un marcador se realiza la amplificacion especifica

de un fragmento del marcador por PCR usando cebadores especie-especificos en cada
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clon. Los resultados obtenidos se analizan mediante programas que determinan la
posicidn y la distancia entre los marcadores flanqueantes. En estos mapas la distancia se
mide en centyRay (cR), calculada a partir de la probabilidad de que dos marcadores
estén separados por una o mas roturas cromosomicas. Las distancias obtenidas van

acompaifiadas con un valor de LOD score que determina la fiabilidad del resultado.

En porcino se han generado tres paneles de células somaticas hibridas irradiadas
diferentes: el IMpRH con una dosis de radiacion de 7.000 rad (Yerle et al. 1998;
Hawken et al. 1999), el panel IMNpRH2 de 12.000 rad (Yerle et al. 2002) y el SSRH de
5.000 rad (Hamasima et al. 2003) que se diferencian por tanto en la resolucion, siendo
de 35-37 kb/cR, 12-14 kb/cR y 0,49 Mb/cR, respectivamente. En los ultimos afios, la
densidad de marcadores en los mapas fisicos también ha ido aumentando. Segin el
PigMap Annual Update del 2005, hasta al momento se han mapeado unos 6.000 genes y

marcadores.

Finalmente, la obtencion de genotecas BAC (Bacterial Artificial Chromosome)
del genoma porcino resulta también importante para la construccion de mapas fisicos de
alta resolucion, para la caracterizacion de regiones cromosOmicas concretas y es
imprescindible para la secuenciacion del genoma porcino (Rogel-Gaillard et al. 1999;

Milan et al. 2000; Andersson et al. 2000; Fahrenkrug et al. 2001).

1.3.2. Secuenciacion del genoma porcino

Después del proyecto genoma humano (Lander et al. 2001) se han completado
otros proyectos de secuenciacion de los genomas de especies de interés como modelo de
enfermedades humanas o productivo. Cabe destacar la obtenciéon de la secuencia
completa del genoma del raton, de la rata, del perro, del pollo y de la vaca.

En el afio 2001, se cred un primer proyecto conjunto entre China y Dinamarca
para llevar a cabo la secuenciacion del genoma porcino. Los primeros resultados fruto
de este proyecto han aparecido recientemente (Wernersson et al. 2005) con la
publicacion de las primeras secuencias obtenidas por shotgun. Se trata de secuencias
cortas de ADN generadas al azar con una redundancia del 0,66X del genoma, aunque en
un principio se esperaba del 1X (Andersson y Georges, 2004). Dos afios mas tarde

aparecio un segundo proyecto, el Snvine Genome Sequencing Consortium (SGSC), con
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el objetivo de obtener una redundancia del 6-7X (Rohrer et al. 2003; Schook et al.
2005). El departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA) ha anunciado en
enero de este afo (2006) la financiacion del proyecto de secuenciacion del genoma
porcino con 10 millones de dolares, que representan la mitad del coste total del
proyecto. Ademas, se espera que se reciban fondos econdmicos de otras instituciones.
Se calcula que, implementando la tecnologia desarrollada para secuenciacion del
genoma humano, el primer borrador del genoma porcino estard terminado en dos afios

(http://swinegenomics.com/news_detail.php?id=36). De este modo, se dispondra de un

mayor nimero de marcadores y SNP que permitiran un mapeo fino. Ademas, también
se podra resecuenciar regiones en las que se han detectado QTL para la identificacion de
mutaciones causales. Por otra parte, se podran generar microarrays mas completos para
la realizacion de estudios de expresion. Todo ello ayudaré a descifrar, en parte, la base

genética de diferentes caracteres de interés.

1.4. Identificacion de QTL

Un QTL (Quantitative Trait Locus) es una region dentro el genoma que codifica
para uno o mas genes con efecto significativo sobre un caracter cuantitativo. Gran parte
de la variabilidad fenotipica de estos caracteres puede estar causada por unos pocos
genes con efecto importante, mientras que el resto de la variabilidad es debida a varios
genes con efecto pequeno (de Vries et al. 1998; Andersson, 2001). Cabe destacar que la
mayoria de caracteres de interés econdémico en especies domésticas son de tipo
cuantitativo (por ejemplo: crecimiento, peso, calidad de la carne, calidad de la canal,
composicion de acidos grasos, etc.) por tanto, la deteccion de QTL para la posterior
determinacion de los factores causales ha sido el objetivo principal en numerosos
proyectos. Sin embargo, el poder de estos estudios para detectar y mapear QTL depende
de la proporcion de varianza fenotipica explicada por un locus dado, del tamafio de la
poblacion en que esté segregando y de la existencia de fendmenos de epistasia, es decir,
interacciones entre diferentes loci que afectan a la expresion fenotipica del genotipo de

un locus.

Aunque aparecieron algunos trabajos en los que se identificaron QTL, no fue
hasta principios de los afios 90 cuando aumentaron los estudios de deteccion de QTL en

diferentes especies. Esto es debido en gran parte a los avances en las técnicas
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moleculares, entre los cuales es imprescindible nombrar el descubrimiento de la PCR

por sus multiples aplicaciones (Saiki et al. 1985).

1.4.1. Diseiio experimental

Para la identificacion de QTL se requiere habitualmente de un pedigri con varias
generaciones. En este pedigri se recogen medidas fenotipicas y se genotipan diferentes
marcadores para establecer la transmision de los alelos a los descendientes. Idealmente
este pedigri deberia estar formado por dos lineas en que los individuos presenten
diferencias fenotipicas importantes y que cada una fuera homocigota para diferentes
alelos. De este modo, los marcadores y QTL estarian fijados en las dos lineas
parentales. Sin embargo, este fenomeno unicamente se puede conseguir si se dispone de
lineas consanguineas obtenidas por el cruce sucesivo de individuos altamente
emparentados. Debido a que en especies domésticas no es posible disponer de estas
lineas, el cruce mdas habitual es entre razas divergentes para crear desequilibrio de

ligamiento entre marcadores y QTL (Bovenhuis et al. 1997).

En porcino, los disefios mas comunes en poblaciones experimentales son:

- Cruce F;: esta constituido por una poblacion parental (Fy) formada por dos
lineas o razas divergentes con fenotipos suficientemente diferentes para los caracteres
de interés. En esta generacion se asume que uno de los dos alelos del QTL esta fijado en
cada poblacion. La linea con fenotipo superior seria la homocigota QQ y la de fenotipo
inferior, la qq. Del cruce de los animales parentales se obtiene la generacion Fy, en la
que se asume que todos los individuos serdn heterocigotos para los marcadores y los
QTL. Finalmente, se obtiene la generacion F, a partir de animales F; que se han
escogido como reproductores. En esta ultima generacion se encontraran todos los
genotipos posibles y es en la que se recogen las medidas fenotipicas. Este disefio se
puede extender creando sucesivas generaciones (Fj, etc.) que permitirdn refinar la

posicion de QTL previamente detectados.

- Retrocruce o backcross (RC): consiste en que los animales F; se cruzan con

animales parentales para obtener la F,. Este disefio no es tan utilizado como el anterior.
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Se debe destacar que en poblaciones comerciales en las que no se puede llevar a
cabo estos disefos se emplean otras estrategias como seria analizar toda la descendencia
de un individuo escogido como parental. Aunque esta metodologia presenta dificultades
afnadidas en los andlisis estadisticos, existen trabajos que han confirmado la presencia de
QTL previamente descritos en cruces experimentales (Evans et al. 2003; De Koning et

al. 2003; Vidal et al. 2005).

Para el desarrollo del proyecto IBMAP, llevado a cabo en colaboracion entre el
INIA, la UdL-IRTA y la UAB, y en cuyo marco se incluye la presente tesis, se cred un
cruce experimental entre cerdo Ibérico de la estirpe Guadyerbas (Deheson del Encinar,

Toledo) y Landrace (Nova Genetica S.A.) (Figura 1.6).

l 31 @ Landrace
65F,

|

321F, BB 85RC

4

87F,

Figura 1.6. Cruce experimental IBMAP.

A grandes rasgos, el cerdo Ibérico se caracteriza por ser de capa oscura, tener un
crecimiento lento, una canal corta, un alto contenido en grasa y una prolificidad baja.
Por el contrario, los animales Landrace se han seleccionado por tamaiio de la camada,
grasa dorsal y crecimiento, siendo animales de buena conformacién de la canal, bajo
engrasamiento y buena prolificidad. Sin embargo, los animales Landrace presentan una
gran incidencia del Sindrome del Estrés Porcino, por lo que se deben seleccionar los
animales libres del alelo recesivo.

Serra et al. (1998) publicaron un estudio en el que se compararon, bajo

condiciones intensivas y alimentacion ad libitum, la calidad de la canal, de la carne y las
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caracteristicas histoquimicas entre ambas razas. Los resultados obtenidos demostraron
que estas dos razas eran lo suficientemente distintas fenotipicamente para poder generar

cruces experimentales.

1.4.2. Genotipado de la poblacion

Para poder determinar la transmision de los alelos a lo largo de una poblacion,
todos los individuos del cruce se genotipan para una serie de marcadores. En los
estudios de barrido gendémico se emplean marcadores moleculares polimorficos
distribuidos por todo el genoma con una distancia media entre ellos de unos 20 cM.
Para el refinamiento de la posicion de QTL previamente detectados se aumenta la
densidad de marcadores en la region de interés. Debido a sus caracteristicas, los
marcadores mayoritariamente utilizados para estos estudios son los microsatélites. Por
otro lado, gracias a su posible automatizacion se pueden realizar genotipados a gran
escala usando placas de PCR de 96 pocillos y marcadores marcados con diferentes
fluorescencias, los cuales son detectados por electroforesis capilar en secuenciadores
automaticos (como el ABI PRISM 3100 o 3730 de Applied Biosystems). Los resultados
de la electroforesis se pueden visualizar mediante un Software de analisis (como el
GeneScan™ o GeneMapper ™ de Applied Biosystems) en el que se observan picos de
tamafios y colores diferentes correspondientes a los alelos de cada marcador (Figura

1.1).

1.4.3. Metodologia estadistica

Existen diferentes aproximaciones para la deteccion de QTL pero, seguramente,

la mas utilizada es la regresion lineal multiple (Haley et al. 1994).

Entre las diferentes metodologias destacan:

- Mapeo por intervalos (Interval mapping, Lander y Botstein, 1989). Estima la
existencia de un QTL a través de la informacion de los dos marcadores flanqueantes,
siendo necesario por tanto, que los marcadores sean totalmente informativos. Utiliza el
método de la Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood). Esta metodologia fue
utilizada en diferentes trabajos publicados como el de Casas-Carrillo et al. (1997) o

Grindflek et al. (2001).
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- Regresion lineal maultiple (Haley et al. 1994). Este método, a diferencia del
anterior, utiliza la informacion de todos los marcadores. El modelo asume que la
poblacion parental tiene alelos alternativos para el QTL fijados (Q y q) y también
requiere la existencia de desequilibrio de ligamiento entre el marcador y el QTL. La
probabilidad de recibir uno u otro alelo se calcula a cada cM basandose en la
probabilidad que un individuo presente un determinado genotipo en funcion de los
marcadores flanqueantes y en el efecto de este genotipo sobre el fenotipo (Bovenhuis et
al. 1997). El valor de F se obtiene comparando el modelo con el QTL con otro que no
incluye QTL. La posicion mas probable del QTL es aquella que tenga un valor de F

maximo. El programa QTL Express (http:/gtl.cap.ed.ac.uk/) permite utilizar este

método de forma on-line. Esta es la metodologia empleada en la mayoria de trabajos

publicados.

- Otra metodologia es la implementada por el programa Qxpak (Pérez-Enciso y
Mitsztal, 2004) basada en el modelo mixto, en el que se incluyen efectos fijos (por
ejemplo: sexo, lote, etc.) y efectos aleatorios (los efectos genéticos). El modelo general
seria:

Ng

y=Xb+> Zg, +e,

k=0
siendo y un vector que contiene los registros fenotipicos de los individuos, b son los
efectos fijos a estimar, gk los efectos genéticos para cada uno de los QTL que afectan el
caracter (go seria el efecto infinitesimal, es decir, el efecto genético no explicado por
ningin QTL individual), X y Z son las matrices de incidencia que relacionan las
observaciones con los vectores b y g y finalmente, e es el vector de residuos. Este
programa, ademas de los estudios clasicos de deteccion de QTL, permite realizar otros
enfoques como modelizar situaciones en las que los alelos del QTL no estén fijados,
estimar los efectos en poblaciones complejas, estudios multiQTL y/o multicaracter, etc.

El programa se puede descargar gratuitamente (http://www.icrea.es/pag.asp?id=

Miguel.Pérez).
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1.5. Deteccion de QTL en porcino

Los cambios en los objetivos de seleccion, debido en gran parte a las exigencias
del mercado y a los avances en la gendémica, se ven reflejados en los estudios de
deteccion de QTL en porcino. Los primeros estudios se basaban mayoritariamente en la
deteccion de QTL relacionados con caracteres de crecimiento y conformacion de la
canal, ya que los objetivos se centraban principalmente en obtener animales con
crecimiento rapido y canales magras. Actualmente, cada vez aparecen mas estudios
relacionados con otros caracteres como la calidad de la carne, reproductivos, resistencia
a enfermedades, capacidad inmunoldgica o caracteristicas de comportamiento y

neuroendocrinas, como se puede observar en la Tabla 1.1 (Bidanel y Rothschild, 2002).
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Tabla 1.1. QTL detectados por diferentes grupos (Bidanel y Rothschild, 2002).

Pais Institucion Poblacién* Animales Marcadores Caracteres Referencias
Bélgica U Liege LW x PI 1.032 11 SSCr2 GR, CC Nezer et al.,1999
GR, CC : .
. >~ Bidanel et al. 2000,2001a,b,2002; Milan et al. 2002
ISR IRTEE RS L LIE 157 M%§E ’ Désautés et al. 2002; Quintanilla et al. 2002a,b
. . GR, CC,
Alemania U Hohenheim PIx (MS o WB) 979 121 MQ Moser et al.1998
Japon U Saga MS x PM 215 318 GR, CC Wada et al, 2000
. . GR, CC, De Koning et al.1999,2000,2001a,b
s Uhiegemtigen ke QLR S gl MQ Harlizius et al. 2000; Hirooka et al. 2001
U Agricultural 1 S5t
Noruega & (DU x LR) x LW 305 9 SSCr6 MQ Grindflek et al. 2001
Norway 9 SSCr7
Escocia Roslin Institute MS x LW 390 9 SSCr4 GR, CC Walling et al. 1998a,b
~ 7 SSCr6 GR, CC, Ovilo et al. 2000
Sl IS NI SORRER RSl S 7 SSCr4 MQ Pérez-Enciso et al. 2000
GR. CC Andersson et al. 1994; Knott et al. 1998
Suecia U Uppsala WB x LW 191 117-236 MQ ’DR’ Andersoon-Eklund et al. 1998,2000
> Edfors-Lilja et al. 1998-2000; Jeon et al. 1999
5 SSCr4 GR, CC Rothschild et al. 1995
EUA U Iowa State CHx YO 294 10 SSCr7 MQ Wang et al. 1998
EUA U Iowa State BEx YO 500 125 GII{\;ISC’ Malek et al. 2001 a,b
EUA U Minnesota MS x LW 298 119 GR, CC Paskek et al. 1999; Wilkie et al. 1999
GR, CC, Rohrer y Keele et al. 1998a,b
EUA USDA MS x SL 340 157 RE Rohrer et al. 1999,2000,2001
EUA U Nebraska OEL x CL 306 151 RE Rathje et al. 1997;Cassady et al. 2001
EUA U Wisconsin HGL x LGL 240 75 GR Casas-Carrillo et al. 1997

* BE: Berkshire; CH: Chino; CL: linea control; HGL,LGL: linea seleccionada para alto y bajo crecimiento, respectivamente; IB: Ibérico; LR:
Landrace; LW: Large White; MS: Meishan; OEL: linea seleccionada para ovulacion y supervivencia embrionaria; PI: Pietrain; SL: linea
seleccionada; WB: jabali; YO: Yorkshire.

** BE: Comportamiento; CC: Composicion canal; DR: Resistencia enfermedades; GR: Crecimiento; MQ: calidad carne; RE: Reproduccion
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Recientemente se dispone de una base de datos que incluye informacion sobre
los QTL publicados en porcino (http://animalgenome.org/QTLdb/, Hu et al. 2005).
Hasta el momento en la base de datos pigQTLdb hay 1.263 QTL relacionados con 236

caracteres diferentes y procedentes de 93 publicaciones, en las que se han descrito QTL
en todos los cromosomas. Sin embargo, en los cromosomas 1, 2 , 4, 6 y 7 que se ha
encontrado un mayor numero de QTL, mientras que en los cromosomas 16, 17 y 18 hay

pocos QTL descritos En la Tabla 1.2 figuran los caracteres mas estudiados.

Tabla 1.2. Caracteres con mayor numero de QTL descritos (pigQTLdb).

Numero de QTL Caracteres

54 Espesor grasa dorsal
38 Area del musculo

35 Longitud de la canal
33 Peso del jamon

29 pH 24h post-mortem
25 % de magro

24 Numero de tetinas
23 Color (L)

23 Peso de la cabeza

El primer estudio de QTL en porcino fue el descrito por Andersson et al. (1994).
Para este estudio se gener6 un cruce F; entre dos machos jabalies y ocho hembras Large
White de los que se obtuvieron 200 animales F,. Con el método estadistico descrito por
Haley et al (1994) detectaron un QTL en el cromosoma 4 con efecto sobre crecimiento,
tamafo del intestino y deposicion de grasa dorsal y abdominal. También encontraron un

QTL en el cromosoma 13 relacionado con crecimiento.

A partir de este momento, el nimero de estudios de QTL fue aumentando, como

se muestra en la Tabla 1.3, alcanzando el maximo durante el afio 2003 (pigQTLdb).
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Tabla 1.3. Cronologia de los QTL descritos (pigQTLdb).

Afo QTL detectados

1995 5

1996 6

1997 11

1998 102
1999 42
2000 91
2001 246
2002 190
2003 528
2004 42

Para llevar a cabo estos estudios se fueron generando cruces con diferentes razas
divergentes. La mayoria de ellos consisten en cruces de razas comerciales europeas con
razas chinas, principalmente Meishan, o jabali, como se muestra en la Tabla 1.1. La
utilizacién de diferentes cruces determina que no todos los QTL se puedan confirmar
entre las diferentes razas y que no siempre sea posible extrapolar la posicion de los
QTL. Por un lado, las posiciones de los QTL son bastante imprecisas y ademads, cada
cruce genera su propio mapa de ligamiento usando un grupo de marcadores
determinados y las distancias entre marcadores establecidas por sus datos
experimentales. Todo esto implica que dos QTL que difieran 20-30 cM pueden
corresponder al mismo locus y al contrario, resultados coincidentes pueden no

corresponder al mismo QTL (Bidanel y Rothschild, 2002).

A continuacidon se presenta una revision de QTL publicados. Debido al gran
numero de resultados, la revision se centra basicamente en los caracteres relacionados
con la presente tesis y con el proyecto que la engloba, el proyecto IBMAP. Una
recopilacion de otros caracteres se puede encontrar en la base de datos pigQTLdb

(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/), en la base de datos Obesity Gene Map
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Database en la que aparecen QTL relacionados con engrasamiento en diferentes
especies (http://obesitygene.pbrc.edu) y en las publicaciones de Bidanel y Rothschild
(2002) y Geldermann et al. (2003).

1.5.1. Caracteres de crecimiento y calidad de la canal

- Crecimiento:

Se han descrito 187 QTL relacionados con este cardcter que se encuentran
distribuidos en la mayoria de cromosomas, aunque se centran mayoritariamente en los
cromosomas 1,4y 7.

SSC1: se han localizado QTL en el extremo del brazo q (Casas-Carillo et al.
1997; Paszek et al. 1999; Rohrer et al. 2000; Bidanel et al. 2001a; Quintanilla et al.
2002). También se han encontrado QTL en el brazo p y en ambas localizaciones (De
Koning et al. 2001a; Beeckmann et al. 2003a; Quintanilla et al. 2002).

SSC4: se localizo un primer QTL en la parte central del cromosoma (Andersson
et al. 1994) que posteriormente se ha ido confirmando en otros cruces incluyendo razas
chinas, europeas y jabali (Knott et al. 1998; Walling et al. 1998; Wang et al. 1998;
Marklund et al. 1999; Walling et al. 2000; Bidanel et al. 2001a; Knott et al. 2002;
Cepica et al. 2003a; Beekmann et al. 2003a). También se han detectado QTL en el
extremo del brazo p (Marklund et al. 1999; Bink et al. 2000; Malek et al. 2001a).

SSC7: en la mayoria de cruces los QTL se han posicionado dentro del complejo
mayor de histocompatibilidad (Rohrer et al. 2000; Bidanel et al. 2001a; De Koning et
al. 2001a; Nezer et al. 2002; Sato et al. 2003; Yue et al. 2003c¢).

SSC2: en este cromosoma se han encontrado QTL en la parte proximal del brazo
p dentro de la region del IGF2, y en regiones mas centrales (Lee et al. 2003a).

SSC3: Malek et al. 2001a; Bidanel et al. 2001a; De Koning et al. 2001a;
Beekmann et al. 2003b.

SSC6: Rohrer et al. 2000; Bidanel et al. 2001a; Yue €t al. 2003a.

SSC8: Quintanilla et al. 2002; Beekmann et al. 2003c.

SSC9 Cepica et al. 2003b.

SSC13: Andersson et al. 1994; Knott et al. 1998; Yue et al. 2003b.

SSCX: Geldermann et al. 2003.
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- Deposicion grasa dorsal:

Para los caracteres de grasa se han descrito 315 QTL, gran parte de los cuales
son QTL para deposicion de grasa dorsal.

SSC1: multiples trabajos empleando razas de diferentes origenes han encontrado
QTL para este caracter distribuidos casi a lo largo de todo el cromosoma (Knott et al.
1998; Rohrer y Keele 1998a; De Koning et al. 1999; Rohrer, 2000; Bidanel et al.
2001a; Malek et al. 2001a; Beekmann €t al. 2003a).

SSC2: la localizacion de QTL se centra en el brazo p y la region central del
cromosoma (Knott et al. 1998; De Koning et al. 1999, 2000, 2001a; Jeon et al. 1999;
Nezer et al. 1999; Rattink et al. 2000; Bidanel et al. 2001a; Milan €t al. 2002; Lee et al.
2003a; Geldermann et al. 2003; Beekmann et al. 2003a).

SSC4: estos QTL se localizan principalmente en la region central del
cromosoma, donde también se han detectado QTL para crecimiento empleando, en la
mayoria de los casos, los mismos cruces (Knott et al. 1998; Wang et al. 1998; Rohrer y
Keele 1998a; Walling et al. 2000; Bink et al. 2000; Wada et al. 2000; Bidanel et al.
2001a; De Koning et al. 2001a; Grindflek et al. 2001; Malek et al. 2001a; Milan et al.
2002; Cepica et al. 2003a).

SSC7: la mayor parte de QTL detectados empleando diferentes cruces se han
posicionado en la region del complejo mayor de histocompatibilidad, al igual que los
QTL para crecimiento (Wang et al. 1998; Rohrer y Keele 1998a; Malek et al. 2001a;
Rattink et al. 2000; De Koning et al. 1999, 2000, 2001a; Bidanel et al. 2001a, Milan et
al. 2002; Geldermann et al. 2003; Sato et al. 2003).

SSC3: Knott et al. 1998; Beekmann €t al. 2003b.

SSC5: Knott et al. 1998; Malek et al. 2001a; De Koning et al. 2001a.

SSC6: De Koning et al. 2001a; Szyda et al. 2003; Yue et al. 2003a.

SSCS8: Rohrer, 2000; Bidanel et al. 2001a.

SSC13: Yu et al. 1995; Malek et al. 2001a; Nezer et al. 2002.

SSCX: Knott et al. 1998; Rohrer y Keele 1998a; Harlizius et al. 2000; Rohrer,
2000; Bidanel et al. 2001a; De Koning et al. 2001a; Milan et al. 2002; Geldermann et
al. 2003.

- Caracteres de forma o anatomicos:
Para este tipo de caracteres se han descrito 399 QTL, entre los que figuran QTL

relacionados con longitud de la canal, peso de la canal, area del lomo, longitud del
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musculo Longissimus, espesor del magro dorsal, peso del jamén o peso de la paletillas,

entre otros.

- Longitud de la canal:

SSC1: se sittian proximos a la region central (Rohrer y Keele 1998b; Beekmann
et al. 2003a).

SSC2 y SSC5: Lee et al. 2003a, 2003c.

SSC3: Beekmann et al. 2003b.

SSC4: al igual que en el cromosoma 1, estos QTL también se localizan en la
region central del cromosoma (Rohrer y Keele 1998b; Knott et al. 2002; Wimmers et al.
2002; Marklund et al. 1999; Cepica et al. 2003a).

SSC6: Malek et al. 2001a.

SSC7: en este cromosoma diversos QTL se encuentran repartidos a lo largo de
éste (Rohrer y Keele 1998b; Nezer et al. 2002; Sato et al. 2003; Yue et al. 2003c).

SSC8: Andersson-Eklund et al. 1998; Beekmann et al. 2003c.

SSCX: Rohrer y Keele 1998b; Malek et al. 2001a.

- Peso de los jamones y peso de las paletillas:

Para el peso de los jamones existen varios trabajos publicados en los que
detectaron QTL en diferentes cromosomas.

SSC1: existen varios QTL distribuidos por el cromosoma (Milan et al. 2002;
Beekmann et al. 2003a).

En los siguientes cromosomas los QTL se sitian en su region central.

SSC2: Lee et al. 2003a.

SSC3: Beekmann et al. 2003b.

SSC4: Geldermann et al. 2003; Cepica et al. 2003a.

SSC5 y SSCX: Milan et al. 2002.

SSC6: Geldermann et al. 2003; Yue €t al. 2003a; Malek et al. 2001a.

SSC7: Milan et al. 2002; Yue et al. 2003c.

SSC8: Milan et al. 2002; Beeckmann €t al. 2003c.

Para ¢l peso de las paletillas Bidanel et al. (2001a) detecté QTL en los

cromosomas 7,9y X.
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- Area del lomo:

SSC1: se han encontrado QTL en dos regiones diferentes del cromosoma
(Rohrer y Keele 1998b; Malek et al. 2001a; Beckmann et al. 2003a).

SSC2: Jeon et al. 1999; Lee et al. 2003a.

SSC3: Andersson-Eklund et al. 1998; Beekmann €t al. 2003b.

En los cromosomas 4, 7 y 8 los QTL estan practicamente solapados en una
misma region.

SSC4: Malek et al 2001a; Wimmers et al. 2002; Cepica et al. 2003a.

SSC7: Sato et al. 2003; Yue et al. 2003c¢.

SSC8: Rohrer y Keele 1998b; Beeckmann et al. 2003c.

SSC11, SSC14 y SSCX: Rohrer y Keele 1998b.

1.5.2. Caracteres de calidad de la carne

- Grasa intramuscular:
SSC1: Malek et al. 2001b.
SSC4: Rattink et al. 2000; De Koning et al. 1999; Su et al. 2004.
SSC6: Grindflek et al. 2001; De Koning €t al. 1999, 2000; Szyda et al. 2003.
SSC7: Bidanel et al. 2001a.
SSCX: Harlizidius et al. 2000.

- Color de la carne:
Color Minolta a*, este caracter estd relacionado con el color rojo de la carne:
SSC6: Yue et al. 2003a.
SSC8: Beckmann et al. 2003c.
SSC13, SSC14 y SSC15: De Koning et al. 2001b.
Color Minolta L*, relacionado con la luminosidad de la carne:
SSC1: De Koning et al. 2001b.
SSC2, SSCS5, SSC15, SSC17 y SSC18: Malek et al. 2001b.
SSC3: De Koning et al. 2001b; Sato et al. 2003.
SSC4 y SSC14: Malek et al. 2001b; De Koning et al. 2001b.
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- pH de la carne 24h post-mortem:
SSC1: Beekmann et al. 2003a.
SSC2: Lee et al. 2003a.
SSC3: Paszek et al. 1999; Beekmann et al. 2003b.
SSC4, SSC9, SSC18 y SSCX: De Koning et al. 2001b.
SSC5 y SSC15: Malek et al. 2001b
SSC6: Malek et al. 2001b; Yue et al. 2003a.

- Composicion de acidos grasos:

Hay unos 40 QTL descritos relacionados con acidos grasos. La mayoria de ellos
han sido detectados en el cruce IBMAP, como veremos mdas adelante. Otros QTL
posicionados serian:

SSC1 y SCC18: para el porcentaje de linoleico y miristico, respectivamente
(Lee et al. 2003b).

SSC4: para el % de heptadecanoico (Grindflek et al. 2001).

SSC3, SSC4, SSC6, SSC7, SSC9 y SSC14: para el nivel de androsterona en la
grasa (Bidanel et al. 2001a; Quintanilla et al. 2003).

El siguiente paso para comprobar la relevancia de los efectos de estos QTL con
respecto a los objetivos de seleccion es su verificacion en poblaciones comerciales. De
hecho, ya se han publicado diferentes trabajos que confirman la presencia de algunos
QTL descritos anteriormente.

Para crecimiento y engrasamiento se han confirmado QTL en los cromosomas
SSC1 (De Koning et al. 2003), SSC4 (De Koning et al. 2003), SSC6 (De Koning €t al.
2003; Stearns et al. 2005), SSC7 (Nagamine et al. 2003; De Koning et al. 2003; Evans
et al. 2003; Vidal et al. 2005), SSC8 (De Koning et al. 2003), SSC9 (Vidal et al. 2005)
y SSC 13 (Evans et al. 2003). Ademas, todos los trabajos coinciden en confirmar los
QTL para diferentes caracteres de forma y grasa en la region del gen |IGF2 en el SSC2
(De Koning et al. 2003; Evans et al. 2003; Thomsen et al. 2004; Stearns et al. 2005;
Vidal et al. 2005).

La confirmacion de la segregacion de estos QTL es un requisito importante para

hacer posible su incorporaciéon en programas de seleccion asistida por marcadores

(MAS).
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1.5.3. QTL detectados por el proyecto IBMAP

El proyecto IBMAP se creo con el objetivo inicial de detectar QTL relacionados
con caracteres de calidad de la canal, de la carne y grasa en una poblacion experimental
de tipo F,, obtenida del cruce de machos Ibéricos de la estirpe Guadyerbas con hembras
Landrace. Posteriormente, también se marcaron como objetivos el refinamiento de la
posicion de los QTL de mayor interés y el andlisis de genes candidatos. En Tabla 1.4

aparecen los trabajos publicados.

Tabla 1.4. QTL detectados por el proyecto IBMAP.
Caracter Cromosoma Referencia

Pérez-Enciso et al. 2000
Calidad de la canal SSC4; SSC6 Ovilo et al. 2000, 2002a, 2005
Varona €t al. 2002
Calidad de la carne  SSC2; SSC4; SSC6; Pérez-Enciso et al. 2000
SSC7; SSC13; SSCX  Ovilo et al. 2000, 2002a, 2005
Varona €t al. 2002
Calidad de la grasa SSC4; SSC6, SSCS8; Pérez-Enciso et al. 2000
SSC10; SSC12 Clop et al. 2003

Como se puede observar en la Tabla 1.4 la divergencia de estas dos razas
porcinas ha permitido detectar QTL en numerosos cromosomas:

SSC2: se detectd un QTL para la area del lomo (Varona et al. 2002).

SSC4: se han descrito QTL para crecimiento, espesor de grasa dorsal, longitud
de la canal, area del musculo, contenido de pigmento hematina, color Minolta a* y L* y
porcentaje de linoleico (Pérez-Enciso et al. 2000; Ovilo et al. 2000, 2002a; Varona et
al. 2002; Clop et al. 2003).

SSC6: en este cromosoma se localizaron QTL para espesor de grasa dorsal,
porcentaje de grasa intramuscular, area del musculo e indice de insaturacion de los
acidos grasos (Ovilo et al. 2000, 2002a, 2005; Varona €t al. 2002; Clop et al. 2003).

SSC7: se detectd un QTL para el contenido de pigmento hematina (Ovilo et al.
2002a).

SSC8: se posicion6 un QTL para palmitoleico (C16:1(n-9)), palmitico (C16:0) y
longitud de la cadena de los acidos grasos (Clop et al. 2003).
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SSC10: se identifico un QTL para el porcentaje de miristico (C18:3(n-3)) (Clop
et al. 2003).

SSC12: se detectaron QTL con efecto sobre linoleico (C18:3(n-3)) y vaccénico
(C18:1(n-7)) (Clop et al. 2003)

SSCX: se localizaron QTL para la grasa intramuscular y color Minolta a*

(Pérez-Enciso et al. 2002).

Los efectos de todos estos QTL van en la direccion esperada (Serra et al. 1998).
Los alelos Ibéricos incrementan la deposicion de grasa dorsal, el porcentaje de grasa
intramuscular, el porcentaje de palmitico, palmitoleico y la pigmentacion del musculo.
En cambio, disminuyen el crecimiento, el 4drea del lomo, el porcentaje de linoleico y la
longitud de la canal. De los resultados obtenidos se deduce que el espesor de la grasa

dorsal y el contenido de linoleico mantienen una fuerte correlacion negativa.

1.6. Identificacion de la mutacion causal de los QTL

El siguiente paso después de la deteccion de QTL es la identificacion de los
genes causales. Como se puede desprender de la Tabla 1.3, la gendmica porcina se
encuentra basicamente en este estadio. En el ano 2004 el nimero de estudios de
deteccion de QTL ya fue muy inferior al de afos anteriores. Por tanto, actualmente los
esfuerzos se centran en la busqueda de mutaciones causales y en el andlisis de los
efectos de los polimorfismos encontrados en estos genes candidatos. Sin embargo,
identificar mutaciones posicionadas dentro de la region del QTL que sean al mismo
tiempo responsables del efecto observado es un objetivo muy dificil y laborioso de
conseguir. Se debe tener presente que los métodos utilizados para la deteccion de QTL,
con una distancia media entre marcadores de unos 20 cM y un pedigri que consta de tres
o cuatro centenares de animales, dan una localizacion muy poco precisa del QTL con un
intervalo de confianza muy amplio en el cual pueden existir centenares de genes.
Aunque el refinamiento del mapa de ligamiento, incrementando el numero de
marcadores dentro de la regiéon de interés y el numero de meiosis informativas, permite
afinar un poco mas la posicion de los QTL detectados, siguen siendo regiones amplias
del genoma que pueden contener muchos genes. Ademads, genes poco caracterizados o
no identificados en porcino tampoco pueden ser excluidos como posibles candidatos,

por lo que la identificacion del gen y de la mutacién causal continua siendo complicada.
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Como se ha comentado previamente, disponer de mapas de alta densidad puede
ayudar a la identificacion de genes candidatos. En raton se han descrito experimentos
que combinan la informacidon del mapeo de QTL, la disposiciéon de un mapa denso de
SNP y eQTL para localizar mutaciones causales. Mediante esta estrategia se ha
identificado el Insig2 como gen candidato para los niveles de colesterol en plasma

(Cervino et al. 2005).

Existen tres estrategias diferentes para la eleccion de genes candidatos que se

detallan a continuacion.

1.6.1. Clonacion por posicion

Este método se basa en clonar un gen partiendo de la informacién de su
localizacion cromosOmica. Para llevarlo a cabo se debe tener una asociacion entre el
marcador y el cardcter. A continuacion, mediante genotecas de ADN se buscan los
clones que contienen la region, se secuencian y se identifican los genes. Finalmente, se
buscan polimorfismos en el gen para detectar la mutacion causal. Este método se ha
utilizado principalmente para la deteccion de genes relacionados con enfermedades
hereditarias humanas antes de la obtencion de la secuencia del genoma humano. Sin

embargo, en especies domésticas no ha sido un método habitual.

1.6.2. Genes candidatos

Se buscan genes relacionados con la fisiologia del caracter sin conocer su
localizaciéon cromosomica. Tampoco es necesaria la deteccion previa de QTL. Los
genes que puedan estar relacionados con el fenotipo de interés y de los que se conozca
su secuencia nucleotidica en la especie de interés o en otras especies se seleccionan, se
buscan polimorfismos y finalmente, se realizan estudios de asociacion con diferentes

caracteres para comprobar su efecto.

1.6.3. Genes candidatos por posicion

Es la aproximacion resultante de la combinacion de los dos métodos anteriores y

la mas utilizada en las especies domésticas. La eleccion del gen se basa en su fisiologia
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y en la posicion del gen descrita en la misma especie o por mapeo comparativo con
especies de las que se dispone de mapas de alta resolucion, como el humano o el raton

(Figura 1.7).

Recientemente se ha completado un mapa comparativo humano-cerdo 1.15 Mb
compuesto por 2.274 loci (Meyers et al. 2005). El hecho de disponer de mapas
comparativos finos permite establecer el orden de los genes y evitar errores de mapeo
debido a reordenaciones cromosdmicas o cambios en el orden de los genes en bloques
conservados entre los genomas de diferentes especies. Para solventar estos problemas ya
se habian ido realizando previamente trabajos para aumentar la resolucion de los mapas
comparativos en algunos cromosomas porcinos (Pinton et al. 2000; Sun et al. 2002;

Lahbib-Mansais et al. 2003, 2005; Van Poucke et al. 2003; Robic et al. 2003).

Comparative mapping based on Sscr 4

L e e ¥ e € T Lo
Calbuler Clrarbior L xboratory

Sacr
|$; A

-EhLE

Szor
14

Sscor
10

Figura 1.7. Mapa comparativo del cromosoma 4 del cerdo, que contiene regiones

homologas con los cromosomas 8 y 1 humanos (http://www.toulouse.inra.fr/lgc/pig/

compare.htm).
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Finalmente, otra metodologia aplicable para la bisqueda de genes candidatos
seria combinar el mapeo de QTL con el uso de microarrays, los cuales permiten
comparar patrones de expresion de cientos de genes. Aquellos genes que presenten
diferencias significativas de expresion entre las lineas parentales serian escogidos como
posibles genes candidatos posicionales para un fenotipo de interés. De esta manera se
reduciria considerablemente el numero de genes para analizar. Ademas, esta
metodologia permite la inclusion de genes de los que no se conoce su mecanismo de
accion y que por tanto, no se considerarian con aproximaciones tradicionales (Wayne y
Mclntyre, 2002). En porcino, este tipo de aproximacién combinando mapeo de QTL,
analisis de expresion mediante microarrays y estudios de asociacion fue empleado para
la identificaciéon de genes candidatos relacionados con conformacién muscular y

obesidad, entre los genes analizados se identifico el gen TBG (Ponsuksili et al. 2005).

1.7. Analisis de genes candidatos porcinos

El nimero de genes cartografiados ha ido aumentado de forma importante en los
ultimos afios. Ademas, en varios de ellos se han detectado polimorfismos asociados con
algin caracter de interés. Sin embargo, son muy pocas las mutaciones causales
identificadas (Andersson y Georges, 2004), siendo todavia necesario caracterizar

multiples genes o regiones cromosomicas localizadas dentro de los QTL.

Entre los genes descritos en la especie porcina aparecen genes relacionados con
crecimiento, deposicion de grasa, calidad de la carne, tamafio de la camada, resistencia a
enfermedades o color de la capa (Rothschild, 2004). Sin embargo, solo se destacaran

algunos de ellos por sus implicaciones en la produccion porcina:

- Gen del Receptor de la Rianodina 1 (RYR1) o gen del halotano (Fujii et al.
1991). Este gen se localiza en el cromosoma 6 y estd asociado con un mayor contenido
de magro en la carne y variabilidad de crecimiento (Geldermann et al. 1996). Sin
embargo, los animales homocigotos T en la posicion 1843 del ARNm son susceptibles a
desarrollar el sindrome del estrés porcino. En condiciones de estrés, debido a su baja
tolerancia, estos animales sufren un cuadro de taquipnea, fiebre y manchas que puede
llegar a causar la muerte. Por otra parte, las carnes obtenidas sufren un descenso muy

rapido del pH, generando carnes palidas, blandas y exudativas (carnes PSE)
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consideradas de baja calidad. Las razas porcinas mas susceptibles son el Pietrain y el
Landrace belga, que al mismo tiempo, se caracterizan por tener carnes magras y de muy

buena conformacion.

- Gen Protein Kinase AMP-Ativated Noncatalitic Gamma-3 (PRKAG3) o
también conocido por RN'. Se encuentra en el cromosoma 15 y estd asociado con un
incremento del contenido en glicogeno del musculo esquelético, una disminucioén del
pH de la carne, de la capacidad de retencion de agua y del rendimiento del jamén cocido

(Milan et al. 2000; Ciobanu et al. 2001; Lindahl et al. 2003).

- Gen Insulin-like growth factor-2 (IGF2). Este gen se encuentra en el
cromosoma 2 y afecta a la conformacion muscular y al tamafio del corazon (Jeon et al.
1999; Nezer et al. 1999). Recientemente se ha detectado la mutacion responsable del
efecto observado. Se trata de una sustitucion G3072A localizada en una region
reguladora del intron 3 y que ademads, presenta impresion genética materna, es decir,

solo se expresa el alelo paterno (Van Laere et al. 2003).

La industria porcina ya ha empezado a incluir estos genes en programas de
seleccion asistida por marcadores (MAS). Concretamente en estos casos seria seleccion
asistida por genes (GAS) y son genotipados en poblaciones sometidas a seleccion

(Rothschild, 2003 y 2004).

1.7.1. Genes candidatos analizados en el proyecto IBMAP

El proyecto IBMAP se centra actualmente en la busqueda de genes candidatos

posicionales para algunos de los QTL detectados previamente.

- Para el QTL del cromosoma 4 se eligié el gen 2,4-dienoyil-CoA reductase
(DECR) por su efecto en la oxidacion de los 4cidos grasos insaturados. El mapeo RH y
el analisis de ligamiento lo posicionaron dentro del intervalo de confianza del QTL
pero, a pesar de detectar un polimorfismo que causaba cambio aminoacidico, éste
segregaba a frecuencias muy bajas en el pedigri y no se realizé un estudio de asociacion

(Clop et al. 2002).
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- Para el QTL del cromosoma 6 se estudiaron dos genes: el Leptin receptor
(LEPR) y el Heart fatty acid binding protein (FABP3).

El gen LEPR esta implicado con el control del hambre y en la regulacion del
balance energético. La asociacion detectada entre este gen y la deposicion de grasa
dorsal lo convierten en un gen candidato interesante para caracteres de composicion

corporal (Ovilo et al. 2002b, 2005).

El gen FABP3 codifica para una proteina relacionada con el transporte de acidos
grasos. Los resultados obtenidos varian en funcion del método estadistico. Si se aplica
un modelo animal, este gen se asocia con el contenido de grasa intramuscular. Sin
embargo, cuando el polimorfismo se incluye en el andlisis de regresion del QTL, no se

detecta ninguna asociacién (Ovilo et al. 2002b).

- Para el cromosoma 2 se analizé el efecto del gen IGF2, aunque no se habia
detectado previamente ningiin QTL en la region de este gen (Varona et al. 2002). La
mutacion estd segregando solo en una pequefia familia F,. AlGn asi, se detectd una

asociacion con grasa, area del lomo y peso de los jamones (Estellé et al. 2005).

1.7.2. Gen Acyl CoA:diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1)

El acil CoA:diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1) es un enzima del reticulo
endoplasmatico que juega un papel muy importante en el metabolismo de los
glicerolipidos. Este enzima cataliza el ultimo paso en la sintesis de triglicéridos. Esta
reaccion consiste en la union de un acil-CoA con un diglicérido para obtener un
triglicérido (Figura 1.8), los cuales constituyen las principales formas de almacenaje de
energia (Buhman et al. 2001; Cheng et al. 2001). La sintesis de triglicéridos se puede
llevar a cabo mediante tres rutas diferentes: via del monoacilglicerol en el intestino, via
del 4acido fosfatidico o glicerol-3-P presente en numerosos tejidos y via del
diacilglicerol aciltransferasa. El enzima DGAT actda en las tres rutas (Lehner y Kuksis,

1996).
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Figura 1.8. Reaccion catalizada por el

DGATI (Adaptada Buhman et al. 2001).

El gen DGAT1 desempefia un papel fundamental en los procesos fisioldgicos en
los que intervienen los triglicéridos. De este modo, este gen estd implicado en la
absorcion de grasa a nivel intestinal, ensamblaje de lipoproteinas, regulacion plasmatica
de triglicéridos, almacenaje de grasa en adipocitos, metabolismo energético muscular y

en la produccion de leche, huevos y ovocitos (Cases €t al. 1998).

El gen DGAT1 pertenece a la familia génica acil-CoA:colesterol aciltransferasa
(ACAT), formada por tres aciltransferasas (ACAT1, ACAT2 y DGAT1) que mantienen
homologia entre ellas (Oelkers et al. 1998; Buhman et al. 2000). EI ARNm del gen
DGAT1 fue descrito en humano por Cases et al. (1998) y Oelkers et al. (1998)
(GenBank NM 012079). Posteriormente, se determind la secuencia en raton, rata y

bovino (GenBank NM 174693, NM_ 174693 y NM_ 174693, respectivamente).

En el ano 2002 aparecié la secuencia del gen DGATL1 en porcino (GenBank
AY116586). El gen consta de 9.303 pb y 17 exones, con una estructura génica similar a
la de humano y bovino (Nonneman y Rohrer, 2002; Grisart et al. 2002). Este gen se
transcribe a un ARNm de 1.935 pb (GenBank NM_214051), cuya region codificante
presenta un 83, 88 y 91% de similitud nucleotidica con el ARNm de raton, humano y
bovino, respectivamente. Asimismo, el gen codifica una proteina de 489 amino acidos
con una identidad del 85, 86 y 92% con raton, humano y bovino, respectivamente

(Nonneman y Rohrer, 2002).

El gen DGAT1 se expresa en numerosos tejidos. En humano se ha detectado en
corazon, cerebro, placenta, pulmon, higado, musculo esquelético, tejido adiposo, rifidn,

pancreas, bazo, prostata, testiculo, ovario, intestino delgado, colon y sangre. Este
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amplio patron de expresion es coherente con el hecho de que el DGAT1 participa en la
via del glicerol-3-P, la cual se produce en la mayoria de células. Sin embargo, los
niveles maximos de expresion se localizan en intestino delgado y tejido adiposo (Cases
et al. 1998; Chen y Farese, 2000; Buhman et al. 2001). La deteccion de niveles
relativamente bajos de expresion en higado humano y de ratéon, a pesar de tener
actividad DGAT, podria ser atribuible a que el ARNm codifica para una proteina muy
estable o a la presencia de un segundo DGAT (Cases et al.1998).

En el afio 2001, Cases et al. identificaron el gen DGAT2. Este gen pertenece a
una familia génica diferente e independiente, la familia MOGAT (Meegalla et al. 2002;
Winter et al. 2003) y no presenta homologia con el DGAT1 (Lardizabal et al. 2001). El
gen DGAT2 también emplea acil-CoA y diacilglicerol para generar principalmente
triglicéridos, pero sus niveles de expresion maximos se encuentran en higado y tejido
adiposo (Cases et al. 2001). Estas diferencias de expresion indican que el DGATL, al
expresarse de forma mayoritaria en intestino delgado, participaria de forma mas
importante en la absorcion de grasas de la dieta. Sin embargo, el DGAT2, con expresion
abundante en higado, seria mas importante para el ensamblaje de VLDL con &cidos

grasos sintetizados de novo (Meegalla et al. 2002).

Con la finalidad de estudiar de forma mas detallada las funciones bioldgicas de
este gen se generaron ratones knock-out (Smith et al. 2000). Hasta ese momento se
pensaba que el gen DGAT1 era necesario para la sintesis de triglicéridos, formacion de
tejido adiposo y, por tanto, esencial para la vida. Sin embargo, Smith et al. (2000)
demostraron que ratones deficientes de este gen eran viables, fértiles, habian reducido
los depositos de grasa corporal y eran resistentes a la obesidad inducida por la dieta. No
obstante, el metabolismo de los triglicéridos estaba alterado en algunos tejidos como la
piel, higado, intestino delgado o glandula mamaria. Esta alteraciéon causaba alopecia,
ausencia de lactacion (Chen y Farese, 2000) y modificaba la composicién de acidos
grasos en el tejido adiposo y musculo esquelético, disminuyendo los acidos grasos
monoinsaturados y aumentando los saturados (Chen et al. 2002a). Sin embargo, estos
animales deficientes de DGAT1 eran capaces de sintetizar triglicéridos. Posteriormente
se pudo establecer que la falta de DGAT1 era compensada por los enzimas DGAT2 y
diacilglicerol transacilasa, que eran los encargados de sintetizar triglicéridos (Buhman et
al. 2002). Finalmente, este estudio con ratones knock-out sugiri6 que una inhibicion

parcial del gen podria ser util para el tratamiento de la obesidad en humanos ya que la
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reduccion de tejido adiposo no causaba resistencia a la insulina y mejoraba el

metabolismo de la glucosa (Smith et al. 2000; Chen y Farese, 2005).

Por otro lado, también se analiz6 el efecto contrario del gen. La sobreexpresion
de DGAT1 en el tejido adiposo de raton aumentaba el tamafio y la masa de los
adipocitos y los animales eran mas susceptibles a la obesidad inducida por la dieta. El
nivel de sobreexpresion estaba correlacionado con el grado de engrasamiento. Sin
embargo, este engrasamiento se limitaba al tejido adiposo y no afectaba ni al higado ni
al musculo esquelético, indicando que, al menos en el tejido adiposo, el DGATL1 tiene un
efecto directo en el almacenaje de triglicéridos (Chen et al. 2002b).

De forma similar también se estudi6 el efecto de la sobreexpresion de este gen
en musculo esquelético de rata. Esta sobreexpresion causaba un incremento del
contenido de grasa intramuscular, por lo que se demostr6 que el DGAT1 también
desempefia un papel importante en la sintesis de triglicéridos en este tejido (Roorda et

al. 2005).

En bovino, de forma equivalente al porcino, también existen numerosos trabajos
basados en la deteccion de QTL. Uno de ellos identific6 un QTL con efecto sobre el
contenido graso de la leche en el cromosoma 14. Para este QTL se propuso el gen
DGAT1 como candidato posicional. A través de su andlisis se identificO un
polimorfismo que implicaba un cambio aminoacidico (K232A) y afectaba a la
produccion y composicion de la leche (Grisart et al. 2002; Winter et al. 2002). En
concreto, la presencia de la variante lisina incrementaba el contenido graso de la leche.
Esta asociacion fue confirmada en diferentes poblaciones y razas bovinas (Spelman et
al. 2002; Thaller et al. 2003; Weller et al. 2003; Grisart et al. 2004; Pareck et al. 2005).
Sin embargo, aunque existen evidencias que apuntan que la sustitucion K232A es la
mutacion causal (Grisart et al. 2004), otros trabajos determinaron que esta mutacién no
era la responsable de toda la varianza genética del QTL para composicion de leche ya
que no se pudo excluir que el efecto observado sea causado por otra mutacion en el
mismo gen o en un locus proéximo que estuviera en fuerte desequilibrio de ligamiento
con el polimorfismo K232A (Bennewitz et al. 2004; Kiihn et al. 2004). Paralelamente,
también se detectd que esta mutacion en el DGAT1 afectaba a la deposicion de grasa

intramuscular (Thaller et al. 2003).
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Finalmente, en humano se detectd un polimorfismo (T79C) en este gen asociado
con un incremento de la masa corporal en mujeres turcas (Ludwig et al. 2002). Con la
finalidad de validar este efecto se analizaron adultos y nifios obesos franceses pero no se
pudo confirmar la asociacion de este SNP con caracteres relacionados con obesidad
(Coudreau et al. 2003). Podria ser factible que otros genes, como ¢l DGAT2,
compensasen anormalidades de funcionalidad del gen DGAT1 y por tanto, no se
observasen diferencias entre las dos variantes genéticas. De este modo, es necesario
analizar estos enzimas para determinar su papel y posibles interacciones en la

regulacion del metabolismo energético.

El gen DGAT1 se localizo en el cromosoma 8q24.3 humano (Cases €t al. 1998).
En porcino este gen se maped por ligamiento en el cromosoma 4 (Nonnneman y Rohrer,
2002). Debido a la relacion de este gen con el metabolismo de los dcidos grasos y a su
localizacion, se eligio como candidato para los QTL del cromosoma 4 relacionados con

grasa y composicion de acidos grasos.

1.7.3. Gen adipocyte fatty-acid binding protein (FABP4)

El gen adipocyte fatty-acid binding protein (FABP4) pertenece a la familia
multigénica de los iLBP (intracellular lipid-binding proteins; Haunerland y Spener,
2004). Esta familia génica codifica proteinas intracelulares de bajo peso molecular.
Hasta el momento se han descrito nueve genes diferentes en mamiferos (Tabla 1.5).
Originalmente se pensaba que cada proteina se encontraba de forma especifica en un
solo tejido y fueron nombradas en funcion del tejido en que se detectaron. Sin embargo,
posteriormente se observd que algunas de estas proteinas se expresaban en diferentes
tejidos. De esta forma existen dos nomenclaturas, una numérica y otra que hace
referencia al tejido en el cual se expresa preferencialmente o al tejido en el cual se

descubri6 (Hertzel y Bernlohr, 2000; Haunerland y Spener, 2004).
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Tabla 1.5. Miembros de la familia génica de los iLBP (Adaptada de Hertzel y Bernlohr,
2000 y Haunerland y Spener, 2004).
Gen Expresion tisular

FABP1 L-FABP Higado, intestino, rifion, pulmén, pancreas

FABP2 I-FABP Intestino

FABP3 H-FABP Corazén, mamas, musculo esquelético, pulmon,
placenta, testiculo, ovario, cerebro, estbmago

FABP4 A-FABP Tejido adiposo, macrofagos

FABP5 E-FABP Piel, tejido adiposo, pulmon, cerebro, mamas, lengua,
estdmago, higado, corazon, placenta, intestino, retina, etc.

FABP6 I-BABP ilco
FABP7 B-FABP Cerebro, bulbo olfativo, retina, glia
FABP8 M-FABP .

PMP?2 Cerebro, células de Schwann
FABP9 T-FABP Testierils

La insolubilidad de los acidos grasos dentro de la célula requiere mecanismos
especificos de transporte. La funcion de los FABP es la de transportar acidos grasos
desde la membrana celular a los lugares de oxidacion de éstos, hacia los lugares de
sintesis de triglicéridos o fosfolipidos o hacia al nlicleo para desempefiar posiblemente,
funciones reguladoras (Figura 1.9). También pueden transportar acidos grasos hacia la
membrana una vez completada la lipolisis (Veerkamp y Maatman, 1995). Ademas de
esta funcion de captacion y transporte de acidos grasos, los FABP también estan
involucrados en el crecimiento y en la diferenciacion celular y en la expresion génica
(Veerkamp y Maatman, 1995; Zimmerman y Veerkamp, 2002; Haunerland y Spener,
2004).

Todos los miembros de esta familia conservan la misma estructura génica. Estos
genes estan formados por cuatro exones de tamafio pequefio y tres intrones de tamafio
mas variable (Zimmerman y Veerkamp, 2002). Todos estos genes codifican proteinas
de 126-134 aminoécidos, con una similitud entre ellas del 22-73% (Zimmerman y
Veerkamp, 2002). En adipocitos, hepatocitos y miocitos, en los cuales los acidos grasos
son los sustratos principales para la sintesis de lipidos, almacenaje o lipolisis, los
respectivos tipos de FABP representan entre el 1-5% de las proteinas del citosol, estas
cantidades pueden aumentar después de periodos de mayor influjo de lipidos a la célula

(Haunerland y Spener, 2004).
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Figura 1.9. Representacion de la funcion de los FABP en la captacion y transporte
intracelular de acidos grasos. FA: fatty acid; VLDL: very low density lipoprotein;
chylos: chylomicrons; LPL: lipoprotein lipase; ECF: extracellular fluid; M: membrane-
associated FA transport protein; ER: endoplasmic reticulum; FAAR: fatty acid-
activated receptor; FARE: fatty acid-responsive element. (Zimmermann y Veerkamp,
2002).

El ARNm del gen FABP4 se ha descrito en humano (GenBank NM 001442),
raton (NM_024406), rata (NM_053365), bovino (NM_174314), porcino (AJ416020) y
gallina (NM_204290). Este gen se expresa casi exclusivamente y de forma abundante
en los adipocitos, aunque también se ha detectado expresion en macrdfagos. Este gen, al
igual que los otros miembros de su familia, estd altamente conservado entre mamiferos.

Cabe destacar que la similitud de la region codificante entre mamiferos y gallina es del

73-74% (Wang et al. 2004),

Con la finalidad de determinar de forma mas precisa la funcion del FABP4, se
generaron ratones con una disrupcion de este gen (Hotamisligil et al. 1995). Estos
ratones eran aparentemente sanos y capaces de desarrollar adipocitos de forma normal.
Ademas, cuando eran alimentados con una dieta con alto contenido de grasa, tanto los
ratones deficientes como los que no lo eran ganaban peso de forma similar. Sin
embargo, este knock-out produce cambios en dos procesos metabolicos: disminuye el
eflujo de acidos grasos (la lipdlisis se reduce hasta un 40%) y se utiliza de forma

preferencial glucosa en lugar de acidos grasos (Coe et al. 1999; Baar et al. 2005). Por
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otro lado, también se observo que la disrupcion de este gen produce un incremento de
expresion del gen FABPS, el cual compensa parcialmente la falta de FABP4
(Hotamisligil et al. 1996). Finalmente, la disrupcion del gen FABP4 en los macrofagos
causaba una disminucion de las lesiones producidas por arteriosclerosis en un 50%
aproximadamente (Makowski et al. 2001).

A parte de este gen, también se han realizado estudios de knock-out en otros
miembros de esta familia con la finalidad de poder establecer su funcién fisioldgica. En
varios casos se ha visto que la expresion de diferentes FABP es interdependiente, es
decir, la falta de un FABP en particular se compensa por la sobreexpresion de otro
miembro de la familia o incluso, por otras proteinas no relacionadas (Haunerland y

Spener, 2004).

El gen FABP4 fue caracterizado y cartografiado en porcino por Gerbens et al.
(1998). Este gen consta de 8.144 pb (GenBank Y16039) e incluye cuatro exones con un
tamanio de 72, 172, 101 y 50 pb, respectivamente que codifican una proteina de 132
aminodcidos. La region codificante del gen muestra un 90, 83, 81 y 74% de similitud
nucleotidica respecto a humano, ratén, rata y gallina, respectivamente.

A partir del andlisis de la secuencia del gen FABP4 porcino se encontré un
microsatélite en el intrén 1 asociado con el contenido de grasa intramuscular vy,
posiblemente, con crecimiento en una poblacion de Duroc (Gerbens et al. 1998). Sin
embargo, esta asociacion no se confirmo al analizar otras dos poblaciones diferentes,
una de Meishan y otra formada por cerdos austriacos (Large White, Pietrain y
Landrace). Por otro lado, en estas dos poblaciones se detectaron posibles asociaciones
con deposicion de grasa dorsal y crecimiento, respectivamente (Gerbens et al. 2000;
Nechtelberger et al. 2001). Con la finalidad de validar la asociacion de este
polimorfismo con el contenido de grasa intramuscular, se analizd la expresion de este
gen en una poblacion generada por un cruce Large White x Landrace pero no se
detectaron diferencias significativas entre los diferentes genotipos. La ausencia de
significacion se atribuy6 a la falta de asociacion del FABP4 con el contenido de grasa

intramuscular en esta poblacion y al reducido tamafio muestral (Gerbens et al. 2001).

Finalmente, este gen fue mapeado en el cromosoma 4 (Gerbens et al. 1998) en

una region donde se han descrito multiples QTL relacionados con grasa y crecimiento
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(Wang et al. 1998; Knott et al. 1998; Walling et al. 1998 y 2000; Paszek et al. 1999;
Pérez-Enciso et al. 2000; Bidanel et al. 2001a, De Koning et al. 2001a; Milan et al.
2002).

Debido a su localizacién y a sus propiedades fisioldgicas, el gen FABP4 se
convierte en un candidato posicional para los QTL relacionados con caracteres de

crecimiento y metabolismo de dcidos grasos del cromosoma 4.

1.7.4. Gen CDP-diacylglycerol synthase 1 (CDS1)

El enzima CDP-diacylglycerol synthase 1 (CDS1) cataliza la formacion de
citidina difosfatoglicerol (CDP-diacilglicerol) a partir de &cido fosfatidico y citidina
trifosfato (CTP) (Heacock et al. 1996; Weeks et al. 1997). El acido fosfatidico puede
ser transformado en CDP-diacilglicerol mediante el CDS1 o en diacilglicerol por la
fosfatasa (Figura 1.10). La particion del 4cido fosfatidico entre diacilglicerol o CDP-
diacilglicerol debe ser, por tanto, un punto importante en la regulacion del metabolismo
de los lipidos. El CDP-diacilglicerol participa en la sintesis de glicerolipidos como
precursor del fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol y cardiolipina (Ken, 1995; Shen et al.
1996; Halford et al 1998; Volta et al. 1999).

G3r Figura 1.10. Biosintesis de los fosfolipidos a
GPAT partir de glicerol-3-fosfato. ACS: acil-CoA
ACY /I , o .
AG » AGLCoA  1-acilG3P sintetasa; CDS: CDP-diacilglicerol; CL: cardio-
\ I lipina; DG: diacilglicerol; AG: acido graso; G-3-
P: glicerol-3-fosfato; GPAT: glicerol-3-fosfato
‘}EPL/A,'PQQ. aciltransferasa; AP: acido fosfatidico; PAP:
acido fosfatidico fosfatasa; PC: fosfatidilcolina;
DG cor-nG

PE; fosfatidiletanolamina; PG: fosfatidilglicerol;
l l PI:  fosfatidilinositol;  PS:  fosfatidilserina

PC,PE, PS PLPG CL | (Adaptada de Vance y Vance, 2004).

En mamiferos, el enzima CDS se localiza tanto en la mitocondria como en el
reticulo endoplasmatico, aunque el 90-95% de su actividad la desempefia en el reticulo
endoplasmatico (Vance y Vance, 2004). Esta doble localizacién es debida a que el

CDP-diacilglicerol es necesario para la sintesis de fosfatidilglicerol y cardiolipina en la
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mitocondria y para la sintesis de fosfoinositidos en el reticulo endoplasmatico y
posiblemente, en otros organulos (Shen et al. 1996; Heacock et al. 1997). De esta
forma, el gen CDS1 interviene en el metabolismo celular. Por un lado, forma parte del
ciclo de los fosfoinositidos, participando en la via de transduccion de la sefal
intracelular. Este ciclo genera segundos mensajeros implicados en el crecimiento
celular, diferenciacion, acciéon hormonal y de neurotransmisores y percepcion sensorial
(Wu et al. 1995; Saito et al. 1997). Por el otro lado, la cardiolipina es necesaria para la
actividad de enzimas mitocondriales involucrados en el metabolismo energético (Hatch,

2004).

El ARNm del gen CDSL fue aislado y secuenciado en humano por diferentes
grupos (Heacock et al. 1996; Lykidis et al. 1997; Weeks et al. 1997). En humano, este
gen se transcribe en un ARNm de 2.374 pb (GenBank NM_001263), de los cuales 1.385
pb son regiéon codificante. En mamiferos también se describio la secuencia del ARNm
en raton y rata (GenBank AF533367 y NM 031242, respectivamente) (Saito et al.
1997). La proteina resultante consta de 461 aminoacidos. Recientemente se ha
caracterizado el gen CDSI en raton, el cual tiene un tamafio de unas 55 kb y esta

compuesto por 13 exones (Inglis-Broadgate et al. 2005).

En humano, la expresion de este gen se detectd en cerebro, pulmoén, musculo
esquelético, rindn, corazdén, higado, pancreas, intestino delgado, ovario, testiculo y
placenta (Heacock et al. 1996; Lykidis et al. 1997). En rata, se detectd expresion en
retina, cerebro y testiculo y, de forma mas débil, en rifidn, intestino delgado, placenta,
pulmoén y timo. Sin embargo, no se detectd en corazon, higado y ovario (Saito et al.
1997). En ratoén, se encontrd expresion en cerebro, ojo, testiculo y riidén (Inglis-

Broadgate et al. 2005).

Aunque en un principio se creia que solamente existia un gen CDS'y que su
regulacion post-transcripcional era la que permitia la especializacion de diferentes
isoformas (Wu et al. 1995), en el afio 1998 se describio la presencia del gen CD2
(Halford et al. 1998; Volta et al. 1999). En humano este ARNm codifica una proteina
de 445 aminoacidos. La caracterizacion del gen CDS2 ha sido descrita en humano y
raton (Halford et al. 2002; Inglis-Broadgate et al. 2005). Este gen es mas pequefio, 43
kb, pero también consta de 13 exones (Inglis-Broadgate et al. 2005). La expresion de
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este gen, a diferencia del CDSL, es ubicua (Volta et al. 1999; Inglis-Broadgate et al.
2005).

A pesar de que se ha sugerido que el gen CDSI desempefia un papel importante
en el metabolismo de numerosos lipidos, no existen estudios que determinen la funcion
exacta de este gen en mamiferos. En levaduras, por disrupcion del gen, se demostré que
el CDS era esencial para el crecimiento celular y que codificaba para la mayor parte de
la actividad sintasa (Shen et al. 1996). En procariotas, el CDP-diacilglicerol juega un
papel central en la sintesis de lipidos (Heacock et al. 1997). En Drosophila, se detectod
una isoforma especifica de este enzima en el ojo que actua como fotorreceptor. En esta
especie la fototransduccion esta mediada por el ciclo de los fosfoinositidos (Figura

1.11).

\ i Figura 1.11. Ciclo de los fosfoinositidos. La
ﬂ'fﬂ ' fosfolipasa C (PLC) hidroliza fosfatidil-
1 ow inositol-4,5-bifosfato (PIP,) para generar
& TP '; [ retred
AN inositol trifosfato (IP;) y diacilglicerol
g e . G
o, e e \ (DAG). Para regenerar PIP,, el DAG es
i CORDAG —=* L
TP~ T~ cpg Lo s fosforilado por la DAG quinasa para obtener
Hp i '
— gl NS acido fosfatidico (PA). El CDS afiade un
PIP; < A CMP al PA. Este producto, CDP-
e -.!.:Ji:iu_u
~, ¥ inarp) " “A:‘{/" \ diacilglicerol, es el que proporciona el grupo
g s, R fosfatidil al inositol. El fosfatidilinositol (PT)
L
i EIF es fosforilado por la PI quinasa y PIP
Intracelietar signalling quinasa para generar PIP, (Wu et al 1995).

El fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) tiene un papel central en este proceso y
sus niveles estan estrechamente regulados por esta isoforma especifica del gen CDS
Una mutacion en el gen causa degeneracion de la retina dependiente de la luz, mientras

que la sobreexpresion incrementa la amplitud de la respuesta luminica (Wu et al, 1995).

El gen CDS1 porcino no habia sido caracterizado. Ademas, este gen se localiza
por mapeo comparativo en el cromosoma 8, en el cual se han detectado diferentes QTL
relacionados con composicion de acidos grasos. Por estos dos motivos, se escogio el

gen CDSI como candidato.
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1.7.5. Gen acyl-CoA synthetase long-chain 4 (ACSL4)

El enzima acyl-CoA synthetase long—chain (ACSL) desempefia un papel
importante en el metabolismo de los 4cidos grasos en los mamiferos. Para que los
acidos grasos puedan ser utilizados en diferentes procesos bioquimicos se debe producir
una reaccion de activacion previa. En esta reaccion inicial de activacion de los acidos
grasos interviene este enzima. De este modo, el ACSL cataliza la sintesis de acil-CoA
de cadena larga a partir de acidos grasos, ATP y CoA (Figura 1.12) (Suzuki et al. 1990).
Después de esta activacion, los acil-CoA pueden dirigirse hacia dos rutas metabolicas
diferentes: una anabdlica para la sintesis de lipidos o una catabdlica basada en la -
oxidacion (Suzuki et al. 1995; Coleman et al. 2002; Van Horn et al. 2005). A parte de
su principal implicacion en el metabolismo de los lipidos, los acil-CoA también
intervienen en la regulacion del transporte transmembranal, en la activacion enzimatica

y en la regulacion génica (Piccini et al. 1998).

Acido graso + ATP < acil-AMP + pirofosfato

acil-AMP + CoA < acil-CoA + AMP

Figura 1.12. Reaccion catalizada por el ACSL para la sintesis de acil-CoA (Adaptada
de Suzuki et al. 1990).

El gen AC3.4 pertenece a la familia de los ACSL. Esta familia estd formada por
cinco isoformas que se diferencian por el tipo de &cidos grasos que utilizan como
sustrato, la distribucion tisular, la localizacion celular y su regulacion. Sin embargo, se
han producido inconsistencias en la nomenclatura de los diferentes miembros de esta
familia que han conducido a confusiones en la literatura. Para solucionar esta confusion
se ha realizado recientemente una revision de su nomenclatura (Tabla 1.7) (Mashek et
al. 2004). El error se produjo al describir los genes FACL1 y FACL2 en humano, ya que
posteriormente se demostré que estos dos genes eran en realidad el mismo gen. Por
tanto, la nomenclatura revisada identifica el FACL1/FACL2 humano como ACS.1. En
consecuencia, el previamente nombrado FACL2 humano no es ortélogo al ACSL2 en
raton. Para solucionar este problema, éste ultimo pas6é a nombrarse ACS6 debido a que

presenta una mayor identidad con el ACS.6 humano. La necesidad de unificar la
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nomenclatura es mas evidente si se considera que el ACSL3, ACS 4, ACS5 y ACIL6
presentan variantes que codifican proteinas diferentes y que ademas, no se descarta la

presencia de nuevas variantes (Mashek et al. 2004).

Tabla 1.7. Nomenclatura revisada de la familia ACSL (Adaptada de Mashek et al.
2004).

Nomenclatura

(Localizacién cromosdmica)

Humano

ACSL1

Rata

ACSL1

Raton

ACSL1

Nomenclatura
previa

FACLI, FACL2,

Secuencias nucleotidicas

Humano

LACS, LACS1, NM 001995 NM 012820 NM 007981
(4q34-35) (l6qll) (8BI.1) LACS2, ACSI
Variante 1: Variante 1:
ACSL3 ACSL3 ACSL3 FACL3,ACS3, NM 004457 NM 057107 NM_028817
(2q34-35) (9933) (1C4) PRO219%4 Variante 2: - Variante 2:
NM 203372 NM_001033606
Variante 1: Vs L
ACSL4 NM_004458 NM_207625
(Xq22.3- ACSL4 ACSL4 FACL4, ACS4, Variante 2: NM 053607 Variante 2:
(Xql4) (XF1) LACS4, MRX63 — NM_019477
q23) NM_022977 . _
Variante 3:
NM_001033600
Variante 1:
NM_016234
ACSL5 Variante 2:
(10q25.1- ‘(*1(21552)5 3(93%25) FACII;%S";CSL NM 203379 NM 053607 NM 027976
25.2) Variante 3:
NM 203380
Variante 1:
. NM 144823
ACSL6  FACL6, ACS2 Ix\lll\jlﬂgrlnsezlszé Variante 1: Variante 2:
ACS. 6 ACSL6 > i = ~ NM 130739 NM 001033597
(11 LACS2, LACSS, Variante 2: - ; - i
(5931) (10922) B1.3) KIAA0837 NM 001009 Variante 2: Variante 3:
’ 185 AY_ 625254 NM 001033598
Variante 4:

NM 001033599

Los miembros de la familia ACSL se dividen a su vez en dos subfamilias: la
primera esta constituida por los genes ACSL1, ACS5 y ACSL6, los cuales presentan
una similitud aminoacidica del 60% aproximadamente entre ellos y un 30% de similitud
con los miembros de la segunda subfamilia, formada por los genes ACSL3 y ACS 4
(Piccini et al. 1998; Vitelli et al. 2000; Coleman €t al. 2002; Van Horn et al. 2005).

La secuencia del gen ACS.4 ha sido descrita en humano, rata y ratéon. En

humano, ¢l gen consta de 16 exones (Minekura et al. 2001) y se ha posicionado en el
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cromosoma Xq22.3 (Cao et al. 1998; Piccini et al. 1998). Este gen se expresa en varios
tejidos, sin embargo, no se detectdo expresion en higado (Cao et al. 1998). En rata y
raton también se expresa en diferentes tejidos pero a diferencia de humano, si se detectod
en higado (Kang et al. 1997; Suzuki et al. 1990; Vitelli et al. 2000). A pesar de que los
enzimas ACSL intervienen tanto en la sintesis como en la oxidacion de 4cidos grasos,
algunas isoformas actuan preferencialmente en uno de los dos procesos. De este modo,
se sugiri6 que el ACSL4 y el ACSL5 generan acil-CoA destinados principalmente para
la B-oxidacion debido a su localizacion en peroxisomas y mitocondrias (Coleman et al.
2002). Sin embargo, en situaciones de exceso de energia, el ACSL4 también los

destinaria para la sintesis de triglicéridos (Lewin et al. 2002).

Se han realizado algunos estudios en humano y raton para evaluar los efectos
producidos por la alteracion del gen ACS.4. Por un lado, hembras de raton
heterocigotas para la deficiencia de ACS_4 presentaban una disminucion de la fertilidad,
alteraciones morfologicas en el utero y las camadas eran mas pequefias (Cho et al.
2001). Por otra parte, alteraciones en la expresidn o mutaciones en el gen se han
relacionado con la aparicion de determinados tipos de cancer o con alteraciones
neuroldgicas y retraso mental (Cao et al. 2000; Meloni et al. 2002; Covault et al. 2004).
Estas patologias son debidas principalmente a alteraciones en el metabolismo lipidico.
En concreto, el gen ACS 4 presenta preferencia por los acidos grasos araquidonico

(20:4) y eicosapentanoico (C20:5), los cuales intervienen en estas patologias.

La funcion de este gen en relacion al metabolismo de los lipidos y su posicion en
el cromosoma X, donde previamente se han detectado QTL para grasa intramuscular y
crecimiento (Pérez-Enciso et al. 2002, 2005), convierten el gen ACSL4 en candidato

posicional para estos caracteres.
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Objetivos

El presente trabajo se engloba dentro del proyecto IBMAP-2 (MCYT AGF99-

0284-C02) y de su continuacion (INIA CPE03-010-C3) desarrollados en colaboracion
entre el INIA, la UdL-IRTA y la UAB. Este proyecto ha sido posible gracias a los
resultados obtenidos previamente por el proyecto IBMAP (MCYT AGF96-2510-C05)

en el cual, mediante barrido gendémico, se detectaron QTL de interés econémico en un

cruce F; entre Ibérico (linea Guadyerbas) y Landrace.

Los principales objetivos del proyecto IBMAP-2 consistieron en realizar el

refinamiento de QTL y en el andlisis de genes candidatos posicionales relacionados con

el metabolismo lipidico.

1)

2))

3)

Los objetivos especificos del presente trabajo fueron:

Refinar la posicion de los QTL detectados en los cromosomas 2, 4, 7, 8, 13 y X
incrementando la densidad de marcadores en la F,. Elegir y genotipar marcadores
moleculares polimorficos e informativos posicionados en las regiones proximas de

estos QTL.

Refinar la posicion de los QTL de los cromosomas 4, 8, y X aumentando el nimero
de meiosis informativas. Genotipado de los marcadores disponibles en estos

cromosomas en una generacion F3 y un retrocruce.

Analizar genes candidatos posicionales para los QTL relacionados con deposicion
de grasa y composicion de acidos grasos. Se eligieron los genes DGAT1 y FABP4
para los QTL del cromosoma 4, el CDSL para el cromosoma 8 y el ACSL4 para el
cromosoma X. Caracterizacion del ARNm, identificacion de polimorfismos,
andlisis de expresion, localizacion cromosdmica y realizacion de estudios de

asociacion con caracteres relacionados con el metabolismo lipidico.
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Summary

Long-chain acyl-CoA synthetase (ACSL) catalyzes the formation of long-chain acyl-
CoA from fatty acid, ATP and CoA, activating fatty acids for subsequent reactions.
ACSL thus plays an essential role in both the lipid biosynthesis and the fatty acid
degradation. The ACSL4 gene was evaluated as a positional candidate gene for the QTL
located between SWV2456 and SW1943 on chromosome X. We have sequenced 4906 bp
of the pig ACS.4 mRNA. Sequence analysis allowed us to identify ten polymorphisms
located in the 3’-UTR region and two ACSL.4 haplotypes. Furthemore, a QTL and an
association study between polymorphisms of the ACS.4 gene and traits of interest was
carried out in an Iberian x Landrace cross. We report QTL that have not been identified
previously and an association of the ACS.4 polymorphisms with growth and percentage
of oleic fatty acid. Finally, we have determined the allelic frequencies in 140 pigs
belonging to the Iberian, Landrace, Large White, Meishan, Pietrain, Duroc,

Vietnamese, Peccary and Babirusa.

Keywords pig, sequencing, polymorphisms, quantitative trait loci, association analysis,

fatty acid, growth.

Introduction

In mammals, long—chain acyl-CoA synthetase (ACSL) plays a key role in the
metabolism of fatty acids and thus in the energy balance of the organism. ACSL
catalyzes the formation of long-chain acyl-CoA from fatty acid, ATP and CoA (Suzuki
et al. 1990). After this essential activation step, acyl-CoA is used in two major
metabolic pathways: the pathway for anabolic conversion of fatty acids to cellular lipids

and the pathway for catabolism of fatty acids via P-oxidation (Suzuki et al. 1995;
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Coleman et al. 2002; Van Horn et al. 2005). Importantly, and in addition to fatty acid
metabolism, long-chain acyl-CoAs are involved in cell signal transduction by regulating
membrane trafficking, ion fluxes, protein kinase C, and gene expression (Piccini et al.
1998). The porcine ACSL4 gene belongs to the ACSL family that consists of five
isoforms based on differences in fatty acid substrate, tissue distribution, subcellular
location, and regulation. These members form two subfamilies: ACSL1, ACSL5 and
ACSL6 share approximately 60% sequence identity and about 30% with the two
members of the second subfamily, ACSL3 and ACSL4 (Piccini et al. 1998; Vitelli et al.
2000; Coleman et al. 2002; Van Horn et al. 2005).

The human AC3.4 gene is located on Xq22.3 (Cao et al. 1998; Piccini et al. 1998). We
previously mapped the pig ACS.4 gene to the chromosome X (SSCX) at 53 cR from
SW1426 using the IMpRH panel (Mercadé et al. 2005a). Comparative mapping between
pig and human revealed that the assignment of the pig ACS_.4 gene was consistent with
the position of the ACS.4 gene in human (McCoard et a. 2001). The location of the pig
ACSL4 gene was close to a QTL for intramuscular fat detected in an Iberian x Landrace
F, intercross between SW2476 and SW1608 markers (Pérez-Enciso et al. 2002) and
within a QTL affecting growth in the same cross (Pérez-Enciso et al. 2005). More
recently, we have reported a multibreed multitrait QTL analysis of SSCX that involved
five different crosses. In this study QTL affecting backfat, ham weight, shoulder weight,
growth and carcass length were detected between SW2456 and SW1943 (Pérez-Enciso
et al. 2005). Thus, the ACSL4 gene is a potential positional candidate gene given its role
in the metabolism of fatty acids.

The objectives of this work were the characterization of the nucleotide sequence of the

pig ACSL4 mRNA, the detection of polymorphisms and to perform a QTL analysis and
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an association study between polymorphisms of this gene and traits of interest in an

Iberian x Landrace intercross.

Material and methods

Amplification and sequencing of the pig ACSL4 mRNA

Total RNA was isolated from liver samples corresponding to twelve pigs belonging to
the Iberian, Landrace, Large White, Pietrain, Duroc and Meishan breeds using the
Trizol reagent (Gibco BRL, Life Technologies SA) and reverse transcribed into cDNA
with the ThermoScript™ RT-PCR system (Invitrogen), following the manufacturer’s

instructions.

mRNA expression of the ACS.4 gene

Total RNA extraction and cDNA synthesis were carried out as previously described
using heart, lungs, spleen, stomach, brain, skeletal muscle, backfat, uterus, ovarian and
testis samples. A fragment was amplified with primers F1 and R1 (Supplemental Table

1) and electrophoresed in a 1.5 % agarose gel stained with ethidium bromide.

Animal material and traits analyzed

The population used in the QTL analysis consisted of a cross between Iberian
Guadyerbas and Landrace. Full details of the cross are given in (Varona et al. 2002;
Mercadé¢ et al. 2005b). The pedigree was formed by 321 F», 87 F3 and 85 backcross

(BC) animals.
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Traits analyzed here were those resulted significant in this cross in previous reports
(Pérez-Enciso et al. 2002; Pérez-Enciso et al. 2005) and traits related to fatty acid
composition. Thus, they were backfat thickness at the shoulder level (BF1), backfat
thickness at the last rib (BF2), live weight at slaughter (LW), intramuscular fat (IMF),
muscle color Minolta measurements (a* for redness) and percentage of pigment content
(% Haem) measured in the Longissimus thoracis muscle, percentage of fatty acids
(details are in Clop et al. 2003), % of monounsatured fatty acids (MUFA). IMF, % of
fatty acids, color and % Haem content measurements were only available in the F
individuals. The measures of these phenotypic traits are described elsewhere (Ovilo et

al. 2000, Pérez-Enciso et al. 2000).

Genotyping

Genotyping of a SNP found at position 2645 of the pig ACSL4 mRNA sequence
(GenBank accession no. DQ14454) was performed using pyrosequencing (Ronaghi et
al. 1998). A 181 bp-long fragment of the 3’-UTR region was amplified with primers
ACSL4pyroFW and ACSL4pyroRV (Supplemental Table 1).

In addition, eight microsatellites (SWVO49, SW2126, SW2470, SW2456, SW2476,
SW1943, SW1608 and SW2059) were also genotyped in the F,, F3 and BC population.
Three of these markers (SW2470, SW1943 and SWN2059) were new with respect to

Pérez-Enciso et al. (2002).

Statistical analyses

Linkage mapping was performed using the ‘Build’ option of the CRI-MAP software

version 2.4 (Green et al. 1990). The theory for the genetic analysis of sex chromosomes

71



Characterization and association study of the pig ACS_4 gene

has been presented in detail by Pérez-Enciso et al (2002); here we used a simplified
model with no dominance (dominance is only applicable in females), and we assumed
that the effect of each allele is halved in females (a dosage compensation parameter of
0.5). We applied a usual QTL model, an association model and a combined QTL —

association model:

y;= sex;+ batch; + f. ci+ Py a+u +e, (1)
y; = sex;+ batch; + f. ¢+ Axg+tu +e, and (2)
yi= sex+ batch + 4 ¢+ Ak G+ Paa+u+e, 3)

respectively; where y; is the i-th individual record, batch is the slaughter batch (14 in
total), /% is a covariate coefficient with C being carcass weight (except for LW, that was
corrected by age at slaughter), a is the QTL additive effect, P, is the additive
coefficient, respectively, i.e., P, is the probability of the individual being homozygous
for alleles of Iberian origin minus the probability of being homozygous for alleles of
Landrace origin. In (2) and (3) , A is a -1 / 1 indicator variable depending on whether
the individual is homozygous for alleles 1 or 2 at the polymorphism (heterozygous
females are given a value of 0, i.e., no dominance is accounted for), and g represents the
allele effect. Finally, u is the infinitesimal genetic effect and e, the residual. Models (1)
and (3) were fitted every cM across SSCX, and models (2) and (3) included the ACS 4
polymorphism effect (g). Nominal P-values were obtained via likelihood ratio tests and
the Chi-squared approximation. All statistical analyses were carried out with software
Qxpak (Pérez-Enciso & Misztal 2004), which is freely available for download at

http://www.icrea.es/pag.asp?id=Miguel.Perez.
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Results and Discussion

Sequencing and tissue expression of the pig ACSL4 mRNA

A total of 4906 bp of the ACSL4 mRNA was sequenced, which is the near complete
mRNA sequence; it contained 124 bp of the 5’-UTR region, 2013 bp of coding
sequence and the complete 3’-UTR region, including a polyadenilation site (AATAAA)
(GenBank accession no. DQ144454). The pig mRNA displayed 93, 90 and 89%
similarity in the coding region with human, mouse and rat orthologous sequences,
respectively. In accordance with other species, the pig ACSL4 mRNA codes for a
protein of 670 amino acids with 97% identity to human, mouse and rat.

In humans, alternative splicing of this gene generates two transcript variants. Variant 1
encodes the more predominant isoform of 670 amino acids, which is 97% identical to
the rat homolog. Variant 2 contains an additional 313 nt 5' exon which introduces an
earlier in-frame start codon. The resulting protein has a 41 amino acids longer N-
terminus, as compared to variant 1. This peptide brings a highly hydrophobic domain to
the N-terminus of the molecule which may change the anchoring of the enzyme to the
membrane and fatty acid specificity and may impact localization (Kang et al. 1997,
Piccini et al. 1998). This longer transcript was detected in brain of human and mouse,
suggesting the presence of a brain-specific isoform (Cao et al. 2000; Vitelli et al. 2000;
Meloni et al. 2002).

In pig, we analyzed the expression of these two variants in liver, heart, lungs, spleen,
stomach, brain, skeletal muscle, backfat, uterus, ovarian and testis. Variant 1 was
ubiquitously expressed in all tissues analyzed but variant 2 was only found in brain

tissue (GenBank accession no. DQ144455). The PCR product was 730 bp-long, adding
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291 nt to the mRNA in relation to the pig variant 1. As in humans, the pig variant 2
introduces an earlier start codon which causes a 41 amino acid longer N-terminus
peptide. Splice variants have also been described in the ACSL3, AC35, and ACSL6

genes (Mashek et al. 2004; Van Horn et al. 2005).

Polymorphism analyses and allelic frequencies

The 4906 bp-long almost complete ACS.4 mRNA was re-sequenced in twelve pigs
from the Iberian, Landrace, Large White, Pietrain, Meishan and Duroc breeds. The
comparative sequence analysis allowed us to identify ten polymorphisms within the 3’-
UTR region (Table 1), all were in complete linkage disequilibrium and thus only two

haplotypes were found.

We examined the allelic frequencies of the G/A polymorphism located at position 2645
(GenBank accession no. DQ14454) in 140 pigs from eight different breeds, and
babirusa (Babyrousa babyrussa) and collared peccary (Pecari tajacu) as outgroups
(Table 2). Outgroup genotypes determined unambiguously that the mutant allele was
the A allele. The wild type G allele was the most frequent in all breeds except in wild
boar. The fact that Asiatic breeds show very high frequencies of the wild type allele,
would suggest that the mutant was originated in the European distribution area, which
would explain that it appears at intermediate frequencies in European wild boar and
unselected native breeds like Iberian. The high frequency in Large White might be due
to its partial Asiatic origin. The rest of the breeds analyzed were intermediate between
wild boar and Meishan. Regarding the reference IBMAP cross, the allelic frequencies of
the haplotype 1 (allele G at position 2645) in the founder population were 67% and 14%

for the Iberian boars and Landrace sows, respectively.
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Statistical Analyses

Test profiles of the QTL analyses (model 1) are shown in Figure 1. The positions in cM
of the markers obtained with CRI-MAP v2.4 (Green et al. 1990) were: SAV949 (0.0) —
SW2126 (47.6) — SIW2470 (53.8) — SW2456 (60.8) — SNV2476 (64.3) — ACSL4 (70.4) —
SW1943 (76.7) — SW1608 (85.0) — SW2059 (97.1). Linkage mapping agrees with
physical mapping (Mercadé et al. 2005a), and the ACS.4 gene falls within the most
interesting region (between markers SWV2476 and SW1943) (Pérez-Enciso et al. 2005),
reinforcing the interest of the AC3.4 as a positional candidate gene.

The most significant QTL found in the present study was that affecting growth (LW) at
position 73 ¢cM, between ACSL4 gene and SW1943 marker (P = 5x107), confirming a
previous result (Pérez-Enciso et al. 2005). In this interval, QTL affecting percentage of
oleic fatty acid [C18:1(n-9)] (P = 5x107) and percentage of monounsaturated fatty acids
(P = 6x107) were also detected. Another fatty acid QTL but affecting percentage of
gadoleic [C20:1(n-9)] was positioned at 52 cM (P = 2x10”). Nevertheless, no
significant QTL effects on the rest of fatty acids were found (data not shown). Finally,
the estimated positions for the color related QTL (a* and % Haem) were 80-82 cM (P =
3x107 and 4x10™, respectively). A QTL affecting intramuscular fat was previously
reported in this Iberian x Landrace cross with less markers and animals (Pérez-Enciso et

al. 2002) but could not be confirmed here.

Although QTL related to backfat have been reported in other experiments (Rohrer &
Keele 1998a & 1998b; Harlizius et al. 2000; Malek et al. 2001; de Koning et al. 2001a
& 2001b; Bidanel et al. 2001; Milan et al. 2002; Sato et al. 2003), we did not find a

significant result for this trait in the present study (data not shown). We have argued

75



Characterization and association study of the pig ACS_4 gene

elsewhere that the allele increasing fatness is of Asiatic origin (Pérez-Enciso et al.

2005), which would explain the absence of significance in our cross.

The QTL (eq. 1) and association (eq. 2) models are equivalent when the marker has
alternative alleles fixed in each breed. Because the frequencies for the SNP in position
2645 are extreme but not fixed, the association model allows us to gain some insight.
However, it should be considered that association is highly confounded with
disequilibrium in F2 populations. With all these cautions in mind, we applied model (2)
to those traits where the QTL mapped in or nearby the ACS 4 gene: LW, MUFA and
C18:1%. It can be seen for LW that the QTL effect is more significant than the SNP (P
= 5x10” versus 1x107), which favors the QTL model and would suggest that the
ACS3.4 is not the causal gene. The opposite occurs with the fatty acid traits (C18:1(n-9)
and MUFA), although P-values are comparable. In order to elucidate these results, we
applied model (3) and as expected, fatty acid QTL were not significant after fitting
ACSLA4 polymorphisms (P = 0.17 and 0.15) whereas the SNP was more significant for
these traits (P = 7x10™ and 9x10™). This would support that ACSL4 is an interesting
positional candidate gene for these traits. Biologically, it also makes more sense that
ACY 4 is related more directly to acid metabolism than to growth.

So far, several QTL affecting fatty acid composition had been reported, but in
autosomes; effects were described for linolenic acid (SSC1), linolenic, oleic and
margaric acids (SSC4), palmitoleic and palmitic acids (SSCS), myristic acid (SSC10),
linolenic and gadoleic acids (SSC12) and myristic acid (SSC18) (Grindflek et al. 2001,

Clop et al. 2003; Lee et al. 2003).
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The effects of the QTL and the ACS_4 polymorphisms are shown in Table 3. All effects
were in agreement with phenotypic differences between breeds (Serra et al. 1998), with
Iberian alleles decreasing growth but increasing concentration of pigments, percentage

of oleic fatty acid as well as the percentage of monounsaturated fatty acids in back fat.

Although the ACSL4 polymorphisms are associated with the content of
monounsaturated fatty acids, we cannot conclude that these polymorphisms are
responsible for the effects observed. Significant results might also be obtained with
association studies when the polymorphisms of the candidate gene are in linkage
disequilibrium with the causal mutation. Furthermore, breed crosses complicate the
analysis of positional candidate gene due to the extensive linkage disequilibrium

created.
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Table 1. Haplotypes of the pig ACSL4 mRNA

Position' Haplotype 1° Haplotype 2

2274 A T
2645° G A
2782 G A
2933 - A
2934 - A
3272 C T
3590 G -
3591 T -
3862 T C
4074 A G

'Positions using as reference the GenBank DQ144454 sequence.
*The nucleotide differences between the two haplotypes found are shown. -: indicates a
single nucleotide deletion in this position.

*Position genotyped.
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Table 2. Allelic frequencies of the G allele at position 2645 in the porcine ACSL4 gene

Breed / Species n  Frequency

P. Tajacu 2 1.00
B. Babyrussa 1 1.00
Meishan 19 1.00
Large White 19 0.95
Vietnamese pig 4 0.88
Duroc 18 0.78
Landrace 20 0.62
Pietrain 20 0.60
Iberian 21 0.52
Wild boar 16 0.47

n: number of individuals genotyped
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Table 3. Effects of the QTL and of the ACSL4 polymorphism

Trait Model a+£SE g+ SE

LW 1 -2.79+0.69 -

C20:1(n-9) 1 0.05+0.01 -

C18:1(n-9) 3 - 0.35+0.10
MUFA 3 - 0.39+0.12
%Haem 1 1.66+0.46 -

a* 1 0.36£0.12 -

LW: live weight; C20:1(n-9): gadoleic fatty acid; C18:1(n-9): oleic fatty acid; MUFA:
monounsaturated fatty acids; %Haem: pigment content; a*: Minolta a color component
a: QTL additive effect (Iberian minus Landrace); g: ACSL4 polymorphisms additive

effect
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Figure 1. P-value profiles. The null hypothesis consists of no QTL.
LW: live weight; C20:1(n-9): gadoleic fatty acid; C18:1(n-9): oleic fatty acid; MUFA:

monounsaturated fatty acids; %Haem: pigment content; a*: Minolta a color component

87



Characterization and association study of the pig ACS_4 gene

Supplemental Table 1. Primers used for the mRNA amplification, sequencing and

pyrosequencing of the pig ACS_4 gene

Tm Size
Primers Sequence (5°—3°) Location'
(°C)  (pb)
F1 AGAGCTAGCGGGCACGC
62.5 439/730
R1 TATTCACTCTGAGGTTCACTTCGAGA 422
F2 CAAAGAGAATAAAAGCTAAGCCCACT 141
58 1259
R2 AATTGGGCAGCAGAAGCAGAC 1399
SeqF2R2rv  CACATTGTCCAGTCATTCCAGC 923
SeqF2R2fw AACTCTGTTCAAGATAGGGTATGATTACAA 1204
F3 ATGTCCGTATGATGCTGTCTGG 1317
58 834
R3 TTTATTTGCCCCCATACATTCG 2150
F4 TCTGCAATAACCCTGCCATG 1929
58 1142
R4 TCTCTTTCCCAGGTTCAGTGCT 3070
SeqF4R4 AGGAAGACAAGAGGCATTGGAAG 2099
F5 TGTGAAAAATTACAGTGCCTGGA 2737
58 1533
R5 TCACTATGGATATGGAAAGATTTGTTTAC 4269
SeqF5R5fw TTCAGAAAGCATTTCACCTTGC 3187
SeqF5R5rv TCTTTACAAAAACCTTCATTCTTGCTTA 3788
F6 AATATGTGATCTTTCCCCTCCT 3978
56 929
UAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC
Oligo(dT) GGCCACGCGTCGACTAGTAC(T)3G/A/CN
SeqF6UAP CAGATGAATGGTGCAAAAAGTCA 4527
PyroFw CAGAAGATGCTTAAATATTAAGCATGACA 2539
biotine- 62 181
PyroRv 2719
TGTCTAACCTACACAACAATTATGAATCC
PyroSeq TCCAACCAATTATTTTGAA 2624

' Positions of primers using as reference the GenBank DQ144454 sequence
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ABSTRACT

We have identified 22 polymorphisms in the adipocyte fatty-acid binding protein (FABP4)
gene, a strong positional candidate gene for the FATL1 locus in porcine chromosome 4. The
most informative polymorphism, an insertion/deletion in intron 1, together with a single
nucleotide polymorphism in intron 3 have been genotyped in a cross between Iberian and
Landrace pigs. After QTL, single marker and haplotype analyses, we show that there exist at
least two quantitative trait genes in the FAT1 region, with the FABP4 polymorphism tightly
associated to that with a main effect on fatness. A comparison of allelic frequencies in a panel
of pig breeds suggests that the Del2634C polymorphism is under indirect selection. Haplotype

analysis suggests genetic heterogeneity at the FAT1 locus within the Landrace breed.

Key words: FABPA4, fatness, pig, QTL, FAT1

Introduction
The first highly significant quantitative trait locus (QTL) in animals was reported by
Andersson et al. (1994). It was located on chromosome 4 and had an important effect on
fatness and on growth. This locus was named FAT1 after Marklund et al. (1999) and has been
confirmed in a large number of crosses involving different breeds (Paszek et al. 1999, De
Koning et al. 2001, Milan et al. 2002). But despite the high repeatability across experiments
and that it is the ‘oldest’ QTL identified in animals, its precise molecular nature has remained
elusive. This situation is in stark contrast with other loci that have been cloned already, like
RN (Milan et al. 2000) or IGF2 (Van Laere et al. 2003). Why FATL1 is still unidentified is not
clear at this moment but one reasonable explanation is that there are at least two loci involved,

complicating the search of causal mutations. Recently, we have obtained additional statistical
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evidence in the IBMAP experiment that reinforces the two-locus hypothesis (Mercad¢ et al.
2005), with one of the QTL mapping on top of adipocyte fatty-acid binding protein (FABP4)
gene. FABP4 facilitates transport of fatty acids from the plasma membrane to sites of
oxidation or esterification (Haunerland and Spener, 2004). A previous report described that a
microsatellite within the first intron of the pig FABP4 gene was associated with differences in
intramuscular fat content in a Duroc population (Gerbens et al. 1998). To our knowledge, no
further associations between FABP4 and pig fatness have been reported.

Thus, the recent results of Mercadé et al. (2005) and the fact that, due to its physiological
properties, the FABP4 gene is a logical candidate gene for fat metabolism and motivated us to
further analyze FABP4 polymorphism in the IBMAP cross. Here we show that FABP4 is
tightly associated to fatness, but not growth; furthermore, a haplotype analysis suggests that

there is genetic heterogeneity within the Landrace breed.

Materials and Methods

Animal material and traits analyzed

The population used consisted of a cross between Iberian Guadyerbas and Landrace. Full
details of the cross are given in Varona et al. (2002) and Mercadé et al. (2005). In short, the
pedigree was formed by 321 F,, 87 F3 and 85 backcross (BC) animals.

We analyzed the traits with largest QTL effects in the FAT1 region: back fat thickness at the
shoulder level (BF1), back fat thickness at the last rib (BF2), live weight at slaughter (LW),
carcass length (CL) and shoulder weight (SW). The measures of these phenotypic traits are

described elsewhere (Ovilo et al. 2000, Pérez-Enciso et al. 2000).

95



FABP4 association with fatness of SSC4

Amplification and sequencing of the pig FABP4 gene

All four exons and intron 3, as well as fragments of the promoter region, intron 1, 2, and 3’-
UTR region were amplified and sequenced in the three Iberian Guadyerbas boars and seven
Landrace sows (primers in the Table 1). PCRs were performed in a 25 pl final volume
containing 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 300 nM of each primer, 60 ng of genomic DNA
and 1.3 U Expand High Fidelity PCR (Roche Molecular Biochemicals). Thermocycling was
95 °C for 3 min., followed by 10 cycles (95 °C for 30 s, 56 °C 1 min, and 72 °C 2.5 min) and
by 25 cycles with increasing the extension step by 20 s in each cycle, and a final extension
(72 °C for 10 min). The amplified products were sequenced using the BigDye Terminator
v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit in an ABI PRISM 3100 Avant sequencer
(Applied Biosystems). The sequences obtained were analyzed using the SeqScape v2.1

software (Applied Biosystems).

Genotyping

We implemented a pyrosequencing protocol to genotype the majority of the IBMAP pedigree
for loci 2634 and 6252. For the insertion/deletion polymorphism at locus Del2634C, a 186 bp-
long fragment of intron 1 was amplified by PCR using FABPpyroFw and FABP4inlR
primers (Table 1). For the C6252T locus, a 197 bp-long fragment of intron 3 was amplified by
PCR using FABPpyro2Fw and FABPpyro2Rv primers (Table 1). The PCR were performed in
a 25 pl final volume containing 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 500 nM of each primer, 45
ng ADN and 0.6 U Taq DNA polymerase (Invitrogen). Thermocycling was 95 °C for 3 min,
45 cycles of 95 °C for 1 min, 60 °C for the Del2634C or 64°C for the C6252T for 1 min, and
72 °C for 1.5 min, and a final extension of 72 °C for 5 min. The genotyping of these
polymorphisms was done in a PSQ HS 96 system (Pyrosequencing AB) using FABPpyroRv

and FABPpyro2seq as the sequencing primers for the Del2634C and the C6252T
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polymorphism, respectively (Table 1). Microsatellite genotyping was carried out as detailed
(Mercadé et al. 2005). A total of 54 founders, 65 F;, 321 F,, 87 F3 and 85 backcross (F, x

Landrace) pigs were genotyped.

Satistical Analyses
We employed three models to analyze the data: a QTL model, an association model, and a

QTL + association model, i.e.,

yi= sexi+ batch + A ci+ Py at Pid+u+e, (D
yi = sex;+ batch; + £ ¢+ ZZh Aun Ok + Ui+ €, and (2)
yi= sexi+ batch; + f i+ ZxXh Aikn Okt Psia+ P d+u+ e, (3)

respectively; where y; is the i-th individual record, batch is the slaughter batch (14 in total), £
is a covariate coefficient with C being carcass weight (except for LW, that was corrected by
age at slaughter), a is the QTL additive effect, d, the dominant effect, P, and Py are the
additive and dominant coefficients, respectively, i.e., P, is the probability of the individual
being homozygous for alleles of Iberian origin minus the probability of being homozygous for
alleles of Landrace origin, while Py is the probability of the individual being heterozygous.
Finally, u is the infinitesimal genetic effect and €, the residual. In (2) and (3) A is a zero -
one indicator variable, one when the allele at h-th haplotype (h = 1, 2) of i-th individual is K,
zero otherwise, g represents each allelic effect. A dominant effect (d) was included when
significant (P-value < 0.05), i.c., only for BF2 and LW. Model (2) was fitted at the Del2634C
and the C6252T polymorphisms and the FAT1 region markers, while models (1) and (3) were

fitted every cM across SSC4, model (3) included the Del2634C locus.
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In order to gain more insight, we studied the haplotypic effects of the polymorphisms in
FABP4 and SWN35 using model (2); herein after, we concentrated on BF1 for the sake of
concision and because it was the QTL with highest significance. First, we considered loci
Del2634C and C6252T and next, the haplotypes that included the Del2634C and the FABP4
and SW35 microsatellites. A disadvantage of haplotype analyses is that it can reduce power
and difficult interpretation when the number of haplotypes is large. To improve upon this, we
devised a sequential pooling strategy where the goal was to find an allele partition with
minimum P-value. Initially, we fitted all haplotypes, next we identified the two haplotypes
that had the most similar effects and we pooled them. We computed the P-value associated to
the newly pooled haplotypes. We repeated the pooling strategy until the P-value could not be

decreased.

Finally, we confirmed the haplotype analysis using a transmission test. We selected the four
heterozygous F, boars that sired the F; and back cross generation, and we applied model (2),
excluding batch and infinitesimal effect only to the offspring where the allele origin could be
unambiguously determined. We computed the P-value of the transmitted effect of one or the

other haplotype to the offspring.

Nominal P-values were obtained via likelihood ratio tests and the Chi-squared approximation.
All statistical analyses were carried with software Qxpak (Pérez-Enciso and Misztal, 2004),

which is freely available for download at http://www.icrea.es/pag.asp?id=Miguel.Perez.
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Results and Discussion

Polymor phisms

After sequencing the three Iberian founder boars and seven Landrace sows, 22
polymorphisms were found (Table 2). Nevertheless, none of these polymorphisms were in the
exons. All Landrace sows were homozygous and identical to the reference sequence GenBank
Y 16039, while one Iberian Guadyerbas boar was homozygous for the polymorphic alleles
found (fourth column of Table 2), and the two remaining boars were heterozygous for all
positions except 2634, where all boars were homozygous for the C allele. Thus, the only
polymorphism that showed extreme frequencies between the parental lines (Iberian

Guadyerbas and Landrace) was in position Del2634C.

QTL and association analysis

A linkage reanalysis showed that SW35 was wrongly positioned in our current map, the new
order was SW317 — FABP4 — SW35, whereas the order used in Mercadé et al. (2005) was
SW317 - SW35 — FABPA. This new order coincides with RH mapping data.

The classical QTL analysis (model 1) is shown in Table 3; these analyses have already been
reported (Mercadé et al. 2005), except that the new marker order was used here. The only
difference with Mercadé et al. (2005) is that here we also included the Del2634C locus as a
simple marker. Regarding the association study (models 2 and 3), the first remarkable result is
that the Del2634C locus is tightly associated with fatness and shape traits (SW and CL) but
not with growth. Note that the growth QTL maps to a shifted position relative to the fatness
QTL and that the growth QTL is significant after fitting the Del2634C locus (P = 5 x 107),
while the QTL significance decreases dramatically for the remaining traits. This would

confirm that there are at least two quantitative trait genes in the FAT1 region, one affecting
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fatness and shape, the other with an effect on growth. It is interesting to recall that the FAT1
locus is located between 0073 and 0214 (Moller et al. 2004), which falls outside of the
strongest association with the fatness QTL detected here. Although the QTL for BF2 showed
dominance, we did not find any significant dominant effect for the Del2634C locus itself
(results not presented). It is not clear whether Del2634C locus explains all variability for

fatness and growth.

Linkage disequilibrium measures in the overall population were not very illustrative (shown
in Table 4 for selected markers). Values for the correlation (r) were relatively small because a
high r is only possible if disequilibrium is high and allele frequencies are similar (Ardlie et al.
2002) whereas D’, computed as in Farnir et al. (2000), was higher than r. In order to gain
more insight, we studied the haplotypic effects of the polymorphisms in FABP4 and SA35
using model (2). First, we considered Del2634C and C6252T. Only three haplotypes were
found in the parental population. Effects between haplotypes ‘CC’ and ‘CT’ were not
significantly different and it follows that a haplotype analysis is not necessary here because all
variability was explained by the Del2634C polymorphism. This can also be inferred by
noticing that P-values for the haplotype models are not more significant than the single
marker analyses (Table 5). Next, we considered the Del2634C, FABP4 and SW35
microsatellites. A total of 14 haplotypes were found in the founder animals, Iberian boars had
two haplotypes. Using the pooling strategy described, we ended up with 4 haplotypes, named
A, B, C and D in Table 6. This final pooled haplotype had a P-value of 1x10™'?, better than
any of the markers taken individually (Table 3). Two relevant facts appear: 1) there is genetic
heterogeneity within haplotypes segregating exclusively in Landrace (all Iberian boars were
‘C-19-20’ and ‘C-20-22’), and 2) there exists an interaction in the statistical sense between

the three markers, and it was uncovered only after allele pooling. One must be cautious,

100



FABP4 association with fatness of SSC4

though, in raising genetic interpretations from this interaction: it does not follow that epistasis
exists (although it cannot be ruled out), it can be due simply to incomplete linkage
disequilibrium between the haplotype and the causal mutations or to several causal mutations.
Finally, we repeated model 3 analysis including the haplotype partition instead: now the Pqorr.
was 0.24, i.e., adding a QTL does not improve model fitting significantly and the haplotype

explains all variability for BF1.

Transmission test (Half sib analysis)

Additional evidence about the effect of a given allele can be obtained by comparing the
phenotypes of offspring that have received alternative alleles from heterozygous parents, i.e.,
equivalent to a half sib analysis because we considered only paternal haplotypes. Results are
in Table 7. It can be seen that all estimates were in the expected direction, with the haplotype
‘A’ increasing fatness, in agreement with results in Table 6. Although not all were significant
at the 5% level, this was probably because of the small size of each family. The combined
estimate across boars was 0.32 = 0.08 (P < 0.001) and 0.36 + 0.10 considering the last three

boars. This confirms that the haplotype partition reported in Table 6 is associated with fatness.

Allelic frequenciesin pig breeds

A panel of different pig breeds was also genotyped for the Del2634C locus (Table 8), we also
included wild boar of European and Tunisian origin, Iberian from 6 different strains, plus
babirusa (Babyrousa babyrussa) and collared peccary (Pecari tajacu) as outgroups. Outgroup
genotypes permit us to conclude unambiguously that the mutant allele is actually the deletion,
i.e., the reference sequence GenBank Y16039 contains the derived allele. But the most
interesting result from Table 8 is that there is a clear gradient in allele frequencies:

intermediate in wild boar and ‘unimproved’ breeds of both Asiatic (Meishan) and European
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(Iberian) origin, through extreme for the mutant allele in breeds selected for leanness and
growth (Pietrain, Landrace and Large White). Although the wild type allele seems to be fixed
in the Vietnamese pig, these results are not conclusive because of the small sample size. The
fact that the deletion is segregating at intermediate frequencies in wild boar and is common in
both Meishan and Iberian pigs suggests that this is a very ancient mutation. It should be
recalled that there is substantial evidence that the Iberian breed has not been introgressed with

Asiatic alleles, as supported by analysis of mtDNA (Alves et al. 2003).

Implications

We have shown that FABP4, or a nearby gene, is tightly linked to the FAT1 locus. The
haplotype association model is able to explain all variability for BF1. Also importantly, we
have demonstrated that there exist at least two functional mutations: one, close or within the
FABP4 gene with a strong effect on fatness; the second, about 20 cM away, with an effect —
smaller — on growth. Moreover, there is evidence of genetic heterogeneity for fatness within
the FABP4 region itself and further studies will be needed to disentangle its exact genetic

nature.
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Table 1. Primers used for DNA amplification, sequencing and pyrosequencing

Amplified
Primers Sequence1

length
FABP4proF 5’-GCT CAG TTG AAT ACA TGG TGT AGA GAT T-3°

1499 bp
FABP4in1R 5’-GTT ACT GCT TAG TTT ATA TGC AAA AGG AAT-3’
FABP4in2F 5’-AGA AGA GTT TTC CAT TTA AGT GAT TGG-3’

1303 bp
FABP4R2 5’-CAG ATC TAG AAG TCA GGG ATC TTT GG-3’
FABP4F3 5’-TTG TGT ATG CTG TTG CTT TTG G-3°

1055 bp
FABP4R3 5’-AAA AAT CAT ATT CTA CTG GAA ACA AAG-3
FABP4seqF 5’-CTA AGA AGT TGT TTC TGA AAC C-3°
FABP4seqR 5’-GGA GTA ACC AAT TAG GAA CAA-3’
FABPpyroFw  5’-biotine-TTC TAG ACC AAA GTC ACA ACT AAT GC -3°
FABPpyroRv  5°-TTC ATA TCA GTT CAC CTT TA-3’
FABPpyro2Fw 5’- TGA TAA GTT GGT GGT GGT GAG T-3’

197 bp

FABPpyro2RV 5’-biotine-GGG ATA GTA TGC CTG GGC TAA-3’

FABPpyro2seq 5’-GGT CCT CTC ATA ATG ATA TA-3’

': Primers were designed from GenBank Y 16039 sequence
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Table 2. Polymorphisms detected in the FABP4 gene

Region Position® Ref’ Pol Region Position® Ref® Pol°
1381! T - 4789 T G
Promoter
1412! A G 5000° T C
Intron 1
2634° - C 5005> G A
4205 G A 5069 G A
4217 CAT - 6252° C T
4466 T G 6367 cC A
Intron 1 4555 T C Intron 3 6553 G T
4629" G - 6611" C T
4750 A C 6627 A G
4782 T C 6723 R R
3’UTR
4788 A C 6845° R R

*: position using as reference the GenBank Y 16039 sequence
®Ref: nucleotide in the reference sequence.
¢ Pol: polymorphisms found

' polymorphisms respect to the reference sequence (Y16039). All animals analyzed (3

Iberian boars and 7 Landrace sows) were homozygous for the polymorphic nucleotide
2: polymorphisms previously detected in the reference sequence
3 These were the loci genotyped

* The reference sequence contains an ‘R’, our 7 Landrace sows were ‘G’ whereas the

Iberian boars were ‘A/G’ or ‘A’.
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Table 3. Likelihood ratio tests

Model

1 (QTL) 2 (Association)* 3 (QTL+ Del2634C)
Trait

Pos® PQTLb Poeoszsc Prara Pcezsat  Pswis  Pswsso  Psoors Pos Poriipazesac  Porn P pazssac
BF1 69 5x107"! 1101 2x10%  1x10° 4x10° 2x107 6x107 75 9x107!! 0.03 6x107"!
BF2 78  4x107 4x10°  1x10° 4x107 5x10'° 1x107 4x10? 79 8x10” 0.05 1x10”
SW 68  6x107 5<10°%  2x10° 027  5x10° 5x107 4x107 99 3x10° 0.02 6x10°
CL 65 2x10°8 4x10%  1x10°  0.03  1x10° 8x107 2x107 91 5x10°® 0,05  4x10®
LW 92  7x10* 0.07 0.33 041 0.02 7x107°  0.06 92 3%107 5x10° 0,04

BF1: back fat thickness at the shoulder level; BF2: back fat thickness at the last rib; SW: shoulder weight; CL: carcass length;

LW: live weight;
*QTL position in ¢M obtained with model 1; FABP4 Del2634C is located in position 70

® Nominal P-value found when removing the appropriate effect(s) in the current model.

¢ The marker positions (cM) were Del2634C (70), FABP4 microsatellite (70), C6252T (70), SW35 (69.6), SW839 (74.2), 0073
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Table 4. Linkage disequilibrium measures

Del2634C FABP4  C6252T  SW35 SW839 0073
Del2634C - 0.31 0.22 0.65 0.67 0.30
FABP4 0.50 - 0.11 0.49 0.50 0.33
C6252T 0.31 0.57 - 0.02 0.24 0.01
SW35 0.80 0.81 0.55 - 0.69 0.25
SW839 0.80 0.69 0.34 0.85 - 0.05
0073 0.85 0.54 0.03 0.63 0.90 -

Upper diagonal, \/ri2 ; lower diagonal, D’
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Table 5. Haplotype analyses

Haplotype Freq % Effects
Del2634C C6252T 1B LD ALL gBF1 gBr2
C C 33 3 20 1.49+0.14 0.73+0.11
C T 67 7 30 1.48+0.14 0.80+0.11
Del C 0 90 50 1.22+0.14 0.58+0.10
Del T 0 0 <1 - -
P-value 1x10"  7x10”

IB: Iberian boars; LD: Landrace sows; BF1: back fat thickness at the shoulder level;

BF2: back fat thickness at the last rib
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Table 6. Haplotype group analysis

Freq %
Haplotype Alleles Effect
Del2634C FABP4 SW35 IB LD ALL OBF1

C 28 19
C 28 18
C 19 20

A C 20 22 100 2 47 0.16+0.05
c* 19 18
Del* 17 20
Del* 20 20
Del 20 19
Del 27 19

5 Del 27 18 0 20 25 -(Reference)

Del 22 16
Del 22 19
C 18 16
C 18 19

0 68 23 -0.13+0.06
C Del 21 19
Del 20 18

5 Del 17 18 0 10 5 -0.37+0.12

IB: Iberian boars; LD: Landrace sows; BF1: back fat thickness at the shoulder level.

* Recombinant haplotype (not found in the parental populations)
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Table 7. Transmission test

Boar Haplotype n gBr1 P-value
poc [gj 36 0214018 023
2 SO (é\] 20 0265020  0.19
3 S0 (éj 42 038016  0.03
4 D0 [é\j 36 040£0.15 001

Boars are the four heterozygous F, boars that sired the F; and back cross generation,
haplotype letter as in Table 3; n: number of offpring, BF1: back fat thickness at the

shoulder level. Haplotype codes (A, B or C) as in Table 6.
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Table 8. Allelic frequencies of the deletion in the porcine FABP4 gene

Breed / Species n Freq

P. Tajacu 2 0.00
B. Babyrussa 1 0.00
Vietnamese pig 3 0.00
Meishan 22 0.50
Wild boar 15 0.57
Iberian 21 0.60
Duroc 23 0.65
Pietrain 20 0.87
Landrace 20 0.92
Large White 20 1.00

n: number of individuals genotyped; Freq: frequency of the deletion in FABP4 gene
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Abstract

CDP-diacylglycerol synthase (CDS) catalyzes the conversion of phosphatidic acid to
CDP-diacylglycerol, an important precursor for the synthesis of phosphatidylinositol,
phosphatidylglycerol, and cardiolipin. We amplified and sequenced 2053 bp of the pig
CDS1 mRNA. The structure of the pig CDS1 gene was determined, being very similar
to that of the human, rat, and mouse genes with respect size and organization of the 13
exons. In addition, we identified three polymorphic positions in exons 10 and 11. One
of them, the A/Cjpp6 Was genotyped in samples belonging to Iberian, Landrace, Large
White, Pietrain, and Meishan pig breeds. Expression of this gene was also analysed by
real-time PCR in different tissues showing a high CDSL expression in testis. Moreover,
a 1240-bp fragment of the pig CDS mRNA was amplified and sequenced. Finally, the
CDSl1 and CDX2 genes were physically mapped to porcine chromosomes 8 and 17,
respectively by using the INRA, University of Minnesota porcine Radiation Hybrid

panel (IMpRH).

Keywords: pig, sequencing, expression, CDS1, CDX2
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Introduction

CDP-diacylglycerol synthase (CDS) catalyzes the convertion of phosphatidic acid to
CDP-diacylglycerol (CDP-DAG) (1-5). CDS resides at branch point of glycerolipid
biosynthesis where phosphatidic acid is partitioned between diacylglycerol or CDP-
DAG. In -eukaryotic cells, CDP-DAG is the precursor of phosphoinositides,
phosphatidylglycerol, and cardiolipin, and is therefore an important regulatory point in
the phospholipid metabolism (6,7). Mammalian CDS is present in both mitochondrial
and microsomal fractions. In the mitochondria, CDS appears to be involved in the
synthesis of phosphatidylglycerol and cardiolipin, whereas in the endoplasmic reticulum
and possibly other organelles is thought to operate in the phosphoinositide pathway
(7,9,10). Phosphoinositide cycle mediates one of the intracellular signal transduction
pathways and produces a class of second messengers that are involved in cell growth,
differentiation, development, action of hormones and sensory perception (11,2).
Cardiolipin is required for the activity of mitochondrial enzymes involved in cellular
energy metabolism (12). Nevertheless, CDS is crucial for the lipid synthesis in
prokaryotes (8).

Two genes encoding CDS have been reported in human, mouse and rat (1-5,9). In
addition, CDS1 and CD&2 genes have been predicted in other species, i.e. cow, dog,
chicken or zebra fish. Both genes split in 13 exons and the resulting coding region
encompasses 1.4 kb. The human CDSI and CDX2 genes span approximately 65 kb of
genomic DNA.

The main objectives of the present work were the characterization of the nucleotide
sequence, genomic organization, physical mapping, polymorphism analysis and mRNA

expression of the CDSL gene. In addition, we reported the partial characterization and
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physical mapping of the CDS2 gene and the phylogenetic analysis of the two genes, as a

first step to elucidate their role in porcine lipid metabolism.

Material and methods

Amplification and sequencing of the pig CDSL mRNA

Total RNA was extracted from testis samples corresponding to Iberian, Landrace, Large
White, Pietrain, and Meishan pigs by using the Trizol reagent (Gibco BRL, Life
Technologies SA, Barcelona, Spain) and reverse transcribed into cDNA with the
ThermoScript'™ RT-PCR system (Invitrogen SA, Barcelona, Spain), following the
manufacturer’s instructions.

In order to characterize the CDSL mRNA sequence we designed a set of primers
(CDSF2 and CDSR3) derived from human (GenBank accession number NM_001263),
rat (GenBank accession number NM 031242) and mouse (GenBank accession number
NM 173370) CDSL mRNA sequences. The polymerase chain reaction (PCR) contained
2 ul of cDNA, 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 0.3 uM of each primer, and 2.6 U
Expand High Fidelity PCR (Roche, Barcelona, Spain) in a 50 pl final volume.
Thermocycling involved an initial denaturation (95 °C for 3 min) followed by 10 cycles
(95 °C for 30 s, annealing temperature for 1 min, and 72 °C for 2.5 min) and by 25
cycles (95 °C for 30 s, annealing temperature for 1 min and 72 °C for 2.5 min)
increasing the extension step by 20 s in each cycle and a final extension (72 °C for 10
min). Primer combinations and thermal conditions are shown in Table 1 and Figure 1.
The mRNA 3’ end was reverse transcribed using a modified oligo(dT) primer and
amplified using CDSI1F3 and UAP primers (Table 1) following the same PCR

conditions described above.
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The mRNA 5’ end was amplified by using 5’-RACE approach described (14,15). First-
strand cDNA was transcribed from 1ug of testis RNA with a porcine CDSL exon 3-
specific primer, CDSrr2 (Table 1). Nevertheless, 5’-RACE approach did not work
efficiently and we designed a set of primers (CDS1pFw and CDS1pRv) (Table 1) to
amplify a fragment of the 5’UTR region by aligning human (GenBank accession
number NC_000004) and mouse (GenBank accession number NC _000071) sequences
of CDS1 gene. The PCR was performed with the GC-Rich PCR System (Roche,
Barcelona, Spain) using 75 ng of genomic DNA in a final volume of 25 pl. The thermal
profile was as follows: 95 °C for 3 min, 39 cycles of 95 °C for 30 s, 60 °C for 30 s, and
72 °C for 2.5 min, with a final extension at 72 °C for 7 min.

All these overlapping fragments were sequenced by using BigDye™™ Terminator v3.1
Ready Reaction Cycle Sequencing Kit in an ABI PRISM 3100 Avant sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Comparative sequence analysis of the CDSF2-CDSR3 and CDSI1F3-UAP mRNA
fragments from eight pigs belonging to Iberian, Landrace, Large White, Pietrain and
Meishan breeds to detect polymorphisms was carried out using the SeqScape™™ v1.1

software (Applied Biosystems).

Amplification and sequencing of the pig CDS2 mRNA

We amplified two overlapping fragments of the pig CDS2 mRNA from testis samples
by using two sets of oligonucleotides: CDSF2 and CDSR3; CDS2F1 and UAP (Table 1;
Figure 1). The first set of primers coamplified either the CDSL or CDS2 mRNA. The
second set of primers, CDS2F1 and UAP, was used to amplify specifically the 3° end of
the CDS mRNA. PCR and thermal conditions were performed as previously described.

The CDSF2-CDSR3 PCR product was cloned into the pCR®2.1-TOPO® vector
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(Invitrogen). The c¢cDNA inserts were sequenced (Applied Biosystems) to discern
between CDSL and CDS2 mRNA. Sequence analysis was carried out using the BLAST

program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

In order to characterize a fragment of the 5’UTR region we designed another set of
primers (CDS2pFw and CDS2pRv) (Table 1), by aligning human (GenBank accession
number NC 000020), mouse (GenBank accession number NC 000068) and rat
(GenBank accession number NC 005102) sequences of the CDS2 gene. The PCR was
performed with the GC-Rich PCR System (Roche) in the same conditions previously

described and sequenced.

Genomic organization of the pig CDS1 gene

In order to characterize the structure of the CDS1 gene, we designed primers (Table 2)
from the pig CDSL mRNA sequence previously obtained (GenBank accession number
DQ105588). PCR were performed by using Expand Long Template PCR System kit
(Roche) following the manufacturer’s instructions. The PCR products ends were

sequenced in order to determine the sequence flanking the exons.

Allele frequencies of the pig CDS1 gene

A primer extension protocol was used for genotyping the A/C polymorphism at position
1006 of the CDSL mRNA in 99 pigs from five different breeds (Iberian, Landrace,
Large White, Pietrian and Meishan). CDS1rhFw and CDS1rhRv primers (Table 1) were
used for amplifying exon 10. The PCR contained 30 ng of genomic DNA, 1.5 mM
MgCl,, 0.5 uM of each primer, 0.2 mM dNTPs, and 0.6 U Taq DNA polymerase
(Invitrogen) in a final 25-pl volume. The thermal profile was 95 °C for 3 min, 35 cycles

of 95 °C for 1 min, 58 °C for 1 min, 72 °C for 2.5 min, and a final extension time of 7

119



Pig CDSL1 and CDS2 genes

min at 72 °C. The PCR products were purified with the ExoSAP-IT kit (Amersham
Biosciences Europe GmbH) and genotyped by using the SNaPshot dANTP ™ Primer
Extension kit (Applied Biosystems) with the CDS1-1491 primer (Table 1). Genotypes

were analyzed in an ABI 3100 sequencer (Applied Biosystems).

Physical mapping of the CDSL and CDS2 genes

Radiation hybrid mapping was performed with the INRA, University of Minnesota
porcine Radiation Hybrid panel (IMpRH). Primers used were CDS1rhFw-CDS1rhRv
and CDS2rhFw-CDS2rhRv (Table 1) for CDS1 and CDX2 genes, respectively. The
amplified fragments from the two genes were sequenced to verify their specificity. The
PCR included 25 ng of genomic DNA, 1.5 mM MgCl,, 0.5 uM of each primer, 0.2 mM
dNTPs, and 0.6 U Tag DNA polymerase (Invitrogen) in a final 25 pl reaction. The
cycling profile was 95 °C for 3 min, 35 cycles of 95 °C for 1 min, annealing temperature
(Table 1) for 1 min, 72 °C for 2.5 min, and a final extension time of 7 min at 72 °C. The
PCR products were analyzed on 2.5% agarose gels stained with ethidium bromide.

Results were analyzed using the IMpRH mapping tool (16).

MRNA expression of the CDS1 gene

Total RNA isolation and cDNA synthesis were performed as previously described from
liver, stomach, backfat, testis, pancreas and longissimus dorsi muscle samples. All the
samples were diluted 1:50 with sterile water and 4ul of these dilutions were used for
each PCR assay. Quantitative Real-time PCR was performed using the SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), according to the manufacturer’s instructions in
an ABI PRISM 7700 HT Sequence Detection system (Applied Biosystems). All the

samples were tested in triplicate with the reference beta-2-microglobulin (B2M), a
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housekeeping gene for normalization of data. In our conditions, the B2M gene was
expressed at the same level in all tissues (Ct were between 16-18). For each assay, a
standard curve was prepared by serial dilutions of cDNA to quantify the mRNA
expression levels. The data were analyzed with the SDS v2.1 software (Applied
Biosystems). Two intron-spanning primers pairs, CDSIrtFw-CDSI1rtRv and
BmglobFw-BmglobRv (Table 1), were applied to exclude the possibility of genomic

DNA coamplification.

Phylogenetic analysis

A phylogenetic analysis of CDSL and CDX2 genes was performed. The analyzed
sequences were the porcine CDSL and CDS2 proteins translated from the nucleotide
sequences obtained in this work (GenBank accession number DQ105588 and
DQ105590, respectively); the human CDS1 (NM_001263) and CDS2 (NM_003818);
the chimp CDSL (XM 517179) and CDX2 (XP_525257); the murine CDSL
(NM _173370) and CDS2 (NM_138651); the rat CDS1L (NM 031242) and CDS2
(NM_053643); the dog CDSL (XP_544962) and CDX2 (XP_542903); the cow CD2
(XP_870767); the chicken CDS1 (ENSGALP00000018293) and CDS2 (XP_417669);
the zebra fish CDSL (XM 680662) and CDS2 (NM 201186); Drosophila CDS
(NM_079922) and the yeast (NP_009585). The Arabidopsis (X94306) was used as
outgroup. The alignment of a 374 amino acids homologous region was performed using
the ClustalX software (17) and a Neighbor-Joining tree was constructed with the Mega

v3 software by using bootstrap resampling (10000 replicates) (18).
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Results and Discussion

Characterization of the porcine CDS1 mRNA

We have sequenced a 2464 bp-long pig CDSL mRNA containing 949 bp of the 5’-UTR,
the 1383 bp of coding sequence and 133 bp of the 3’-UTR region. This nucleotide
sequence was submitted to GenBank with accession number DQ105588. The porcine
CDSI1 mRNA has 92, 86 and 85% nucleotide similarity in the coding region with the
human, mouse and rat counterparts, respectively. In accordance with the other species,
the pig CDSL mRNA codes for a protein of 461 amino acids with 96, 95 and 94%
identity to human, mouse and rat orthologs, respectively. Thus, both nucleotide and the
predicted protein sequences share high sequence similarity between these species,
indicating the conservation of this gene during evolution. Transmembrane domains have
been predicted in the pig CDS1 protein with the NPS@: Network Protein Sequence
Analysis (19). This program indicated the presence of seven transmembrane domains
that are conserved between pig, human, mouse and rat proteins (data not shown). Pig
amino acid sequence also contained a conserved sequence element (aa 375-401)
belonging to the phosphatidate cytidylyltransferase signature motif, which is found in

several other enzymes involved in the transfer of CTP (20).

Genomic organization of the porcine CDSL gene

Primers to determine the genomic organization of the pig CDSL gene were positioned in
contiguous exons according to the human CDSl gene structure. Each intron was
amplified independently and sequenced. The pig CDSL gene is composed of 13 exons
and 12 introns, in agreement with the human, mouse and rat orthologs
(http://www.ensembl.org). The alignment of these genomic sequences with the pig

CDS1 mRNA enabled the determination of exon and intron sizes and the splice
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junctions (Figure 2). The coding exons are relatively small, ranging from 59 to 153 bp,
and their lengths are well conserved among human, mouse and rat CDSL genes, being
identical in size, with the exception of exons 1 and 13 that are longer and more variable
between species. The pig exon 1 contains the ATG start codon and the exon 13 contains
the TAA stop codon and the whole 3’-UTR region. All exon/intron boundaries were
shown to follow the canonical AG-GT rule of splicing (21). The length of the introns
was estimated from agarose gel electrophoresis of the corresponding PCR products and
approximately 500 bp-long sequences were obtained at both 5°- and 3’- intronic ends.
However, we could not amplify introns 1 and 5, possibly due to their bigger size. In
humans, the introns 1 and 5 are approximately 21 and 13 kb-long, respectively,
according to the genome organization described in the Ensembl genome browser

(http://www.ensembl.org/index.html). Recently, the organization of the murine CDS1

gene has been published (22), consisting in 13 exons and spanning 55 kb. In humans,
the intron-exon organization and sequence for the human CDS2 gene has been described

(23). This gene also consists of 13 exons and spans approximately 65 kb.

Polymorphisms in the porcine CDS1 mRNA and allele frequencies

The CDSL mRNA was sequenced from the exon 2 to the 3’-UTR region in two animals
from five different breeds: Iberian, Landrace, Large White, Pietrain and Meishan. The
comparative analysis revealed three polymorphic positions in exons 10 and 11: A/Cge,
C/Tyo37, G/Tio3s (positions are indicated respect the start codon). The A/Cjs
polymorphism (exon 10) causes a Proline (C) — Threonine (A) amino acid replacement
at position 336 of the CDSI1 protein. This substitution implies the change of a
hydrophobic and aliphatic amino acid (Proline) to a polar amino acid (Threonine). The

C/Ty037 polymorphism (exon 11) produces an Alanine (C) — Valine (T) conservative
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amino acid replacement at position 346 of the CDS1 protein. Finally, the G/T;3s (exon
11) polymorphism is silent.

We decided to genotype the A/Cipos polymorphism in a panel of five different pig
breeds as it was the only that caused a non conservative amino acid substitution. A
primer extension protocol was designed to perform the CDS1 genotyping of 99 animals
including the Iberian, Landrace, Large White, Pietrain and Meishan breeds in order to
determine the distribution of allele frequencies among breeds. Our analysis showed that
the SNP segregated in every population analyzed (Table 3). Nevertheless, the allele C
was shown at higher frequencies than the allele A in all breeds, with the exception of
Iberian in which both alleles were observed at intermediate frequencies. The allele C
encodes Proline as is found in the human, mouse and rat homologous proteins in the
corresponding position. The highest frequency of the allele C was found in Pietrain

(95%).

Expression of the CDSlgene

For the analysis of the pig CDSL gene expression, we designed two primers, CDS1rtFw
and CDS1rtRv (Table 1), from the pig CDSL mRNA sequence previously reported in
this study (GenBank accession number DQ105588) to amplify a 127 bp-fragment by
Real-time RT-PCR. We performed a SYBR Green assay to measure the relative CDSL
mRNA expression levels to the endogenous B2M gene using the standard curve method.
This approach is based on the expression levels of a target gene versus a reference gene
and avoids the problems currently associated with PCR efficiency assessment (24). Six
tissues of two Iberian boars were analyzed: liver, longisssimus dorsi muscle, backfat,
stomach, testis and pancreas. Analyses of the Real-time PCR data showed that results

were similar between the two animals for each tissue except for testis, in which values
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were more different. Real-time PCR results indicated that the expression of the CDSL
gene is very low in all tissues analyzed except in testis, showing the highest expression
value as we expected. Liver and muscle had the same level of expression whereas
expression was not detected in stomach, backfat and pancreas (Figure 3). The
expression of the human, rat and mouse CDSl gene was previously analyzed by
Northern blotting and some discrepancies exist between experiments. Expression of the
human CDSl was found in brain, skeletal muscle, kidney, pancreas and placenta.
Nevertheless, it was particularly prominent in heart and liver (1). In contrast, a different
expression pattern was obtained in a posterior study (9), in which no expression was
found in kidney, skeletal muscle, liver and heart. However, expression was detected in
small intestine, ovary, testis, prostate, placenta and brain. A possible explanation of
these differences may be the cross-hybridization of the CDS1 probes with the CDS2
mRNA. In rat, expression of CDSI1 was found in retina and brain, but unexpectedly the
highest expression was also detected in testis; being weak in kidney, small intestine and
placenta and not detectable in heart, liver and ovary (2). Recently, mouse CDSL
expression was described in brain, kidney and testis (22). The functional significance of
the highest expression of the pig, rat and mouse CDSL mRNA in testis remains to be
elucidated. Further studies are necessary to know the regulation of expression and

biological function of the CDS1 gene.

Isolation of the porcine CDS2 mRNA

We have amplified and sequenced a 1240-bp fragment of the pig CDS2 mRNA. This
sequence was submitted to GenBank with accession number DQ105590. A BLAT
analysis of the pig mRNA against the UCSC human genome browser

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start) and comparison with the
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mouse CDX2 gene organization (22) suggest that the size of exons in the pig CDS2 gene
is conserved. As in the CDSI gene, exons are relatively small whereas introns are large.
The pig CDS2 mRNA obtained encompasses exons 3 and 13, and included 1125 bp of
an almost complete coding region and 115 bp of the 3’-UTR region. This sequence
displayed a 93, 89 and 89% nucleotide similarity with their human, mouse and rat CD2
orthologs, respectively. In contrast, the pig CDS2 mRNA showed a 70% similarity with
the pig CDSL. Furthermore, primers CDS2pFw and CDS2pRv were designed to amplify
a distal fragment of the 5’UTR region of the pig CDS2 mRNA until the start codon. The
sequencing of this fragment allowed us to determine a 505 bp of this region. This
nucleotide sequence was also deposited into GenBank with accession number
DQ105589.

The deduced partial protein sequence had 375 amino acids and revealed a 97, 97 and
96% of identity to the human, mouse and rat CDS2 proteins, respectively. At amino
acid level, the identity between pig CDS1 and CDS2 was of 75%. Transmembrane
domains have also been predicted in the pig CDS2 protein as we described above for the
CDS1 gene, showing also seven transmembrane domains that were conserved between
pig, human, mouse, and rat proteins. As expected, the porcine CDS2 protein contained a
conserved sequence element (aa 358-384) belonging to the phosphatidate
cytidylyltransferase signature motif.

Comparative alignment of the CDS gene sequences used in the phylogenetic analysis
from mammals, chicken, zebra fish, Drosophila, yeast and Arabidopsis showed two
notable regions of homology. These regions have been previously reported (9) and it

was suggested that they probably correspond to the active sites of the protein.
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Physical mapping of CDSL and CDS2 genes

Radiation hybrid mapping was performed with the INRA, University of Minnesota
porcine Radiation Hybrid panel (IMpRH) (25,26). Two sets of pig-specific primers,
CDSIrhFw-CDS1rhRv and CDS2rhFw-CDS2rhRv (Table 1), were designed to amplify
a 151 bp and 139 bp fragments of the exon 10 of the CDSl and CDX2 genes,

respectively.

Analysis of the data with the IMpRH mapping tool (16) revealed that the CDSL gene
was linked to the SW1980 microsatellite (distance = 26 cR; LOD = 12.51) on the
porcine chromosome 8 (SSCS). This position fits the CDSL gene at the end of the q arm

of this chromosome (Figure 4).

With reference to the pig CDS2 gene, RH mapping results demonstrated that this gene is
physically mapped to the porcine chromosome 17 (SSC17) between SWR1120 (LOD =

10.7) and SWR1133 (LOD = 10.52) markers at 36 and 37 cR, respectively (Figure 4).

Comparative mapping between pig and human revealed that the assignment of the pig
CDSI and CDX2 genes was consistent with the position of the human orthologs genes.
The human CDSL gene was mapped to HSA4q21-22, whereas the human CDS2 gene
was located to HSA20p13 (4,5). These two human chromosomes share homology with
pig chromosomes 8 and 17, respectively (27,28). No fat QTL have been described in
either the CDS1 or the CDX2 loci. Nevertheless, QTL affecting reproductive traits, i.e.
prenatal survival, litter size, weight of the ovary and age of puberty, were detected near
the CDSI locus in the SSC8 (29, 30, 31). In the SSC17, we found a suggestive QTL
related to sensory evaluation traits, i.e. juiciness score, in an interval including the
CDS2 locus (32). Although these genes may not be responsible of the QTL, further
analyses would be necessary in order to elucidate the genes underlying these QTL and a
possible effect of the CDS1 and CDS2 genes.
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Phylogenetic analysis

Alignment of the homologous 374 aa region between the CDS1 and CDS2 proteins and
a phylogenetic analysis by the Neighbor-Joining method were performed. Arabidopsis
CDS sequence was used as outgroup. The Neighbour-Joining tree (Figure 5) shows
clearly two different clades for the CDS1 and CDS2 sequences. Both clades cluster in a
node that includes mammals, birds and fishes. This pattern is consistent with the fact
that the CDS1 and CDX2 genes were originated by gene duplication from an ancestral

CDS gene before the divergence of the vertebrate clade.
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Pig CDSL1 and CDS2 genes
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Figure 1. Primers used to amplify and sequence the porcine CDSL and CDS2 genes.

Design of the primers was derived from human CDSl and CDX2 mRNA.

133



Pig CDSL1 and CDS2 genes

Table 1. Primer sequences and conditions used for PCR amplifications

Primers Sequence 5’ — 3’ Temp.
CDSF2 TCTTCAAGGTGGAAAAACTGGTGG 60 °C
CDSR3 TGAATCCACTAGCAAAGAAGCCTCC
CDS1pFw  GCCAACCAGTCCGTCCTGCC 60 °C
CDS1pRv  GCTCTCGGTTTCGTGGTCGC
CDS1rtFw  AGTGGAATATCGCAGTGACATCAA 60 °C
CDS1rtRv. CAAGCTCACAGCTTCCTGTCTTAAC
CDS1F3 GTGAACCCTCAGAACTTTTCCAGC 62 °C
CDS1rr2 TGCCTAGAACAAGAAGCATCAG
CDS1-1491 TCAGAGCTACTCACTGCCT
CDS1thFw GCCGCCTACGTGTTATCC 58 °C
CDSIrhRv  GTCTTAACACGGCCTTCAGC
CDS2F1 GAGTACAACATTCCTGGGGTC 60 °C
CDS2pFw  GCCCTCAGTAACCGGTTACCT-3’ 58 °C
CDS2pRv  CCTCTGCCTCAGCTCKGTCAT
CDS2rhFw GTGATGTCCGGGTACAGATG 62 °C
CDS2rhRv. CAATGAGAGACTGGATGACC
BmglobFw GTCAGACCTGTCTTTCAGCAAGG 60 °C
BmglobRv GTTAGTGGTCTCGATCCCACTTAACT
UAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC
Oligo(dT) GGCCACGCGTCGACTAGTAC (T);30 G/A/CN

Temp : annealing temperature for each PCR
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Pig CDSL1 and CDS2 genes

Table 2. Primers used for determining the genomic organization of the pig CDSL gene

Exons Primers Sequence 5° — 3’ Temp.

Exon 1/2 EIF GGAGAGTGGGAGCTCAGGC 58 °C
E2R TCCGAGGATGGTGGAATGTC

Exon 2/3 E2F GATATGGAGATTTGGATCCCAGAA 56°C
E3R GCATCAGCATAAAGGATCCCA

Exon 3/4 E3F GAAAAACTGGTGGATTCGTGG 56 °C
E4R TCTAAACCAAGGTAGGTCATAAGAACG

Exon 4/5 E4F CTAGGCATCCAAGTGAAATGCTT 56 °C
ESR AGGATATAAATCTGTGGTAGCGAATGA

Exon 5/6 ESF GCTGATTACTTTGCTACATTTGTTCAA 58 °C
E6R TGACTACAGAATAATGGTTAATACGGACC

Exon 6/7 E6F GCATGTTTGTGCTAAGAATTGT 58 °C
E7R CATATCATGCCTTCAAACAGATTTTG

Exon 7/8 E7F ATGGACTCATGTCACTTTACTGATAACA 56 °C
ESR  AATTAGTGGCGTTCTCCCAAAA

Exon 8/9 E8F GTTCCTTGTTCCCATATCAAGTGTT 58 °C
E9R  AACTGTGGAAAAGAAACCGCC

Exon 9/10 E9F TTGTCTCCTAAGAAGACTTGGGAAG 56°C
E10R  CGAGGGAGGCAGTGAGTAGCT

Exon 10/11 CDS1F3 GTGAACCCTCAGAACTTTTCCAGC 62 °C
CDS1R3 TGAATCCACTAGCAAAGAAGCCTCC

Exon 11/12 E11F  CTGTGAGCTTGTATCCTTTCCAGATA 58 oC
E12R CACAAAAGTCGCCATCAAATACTG

Exon 12/13 E12F  TTTTGCGAACACCATTCCTG 56 °C
EI13R  AGGTTGGCTGTAGGATTCCTTTCT

Temp: annealing temperature for each PCR
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Figure 2. Pig CDSI gene organization. Solid boxes indicate exons (E); black lines: introns (I); White boxes represent the coding region. Exons

and introns sizes are indicated in bp. Introns sizes were approximated.



Pig CDS1 and CDS2 genes

Table 3. Allele frequencies of the A/Cjpo¢ polymorphism in the porcine CDSL gene

genotyped by primer extension analysis. Allele frequencies were calculated in 99 pigs

belonging to Iberian, Landrace, Large White, Meishan and Pietrain breeds.

Allele frequencies

Breed n A C
Iberian 23 0.52 0.48
Landrace 19 0.34 0.66
Meishan 17 0.12 0.88
Large

18 0.11 0.89
White
Pietrain 22 0.05 0.95
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Figure 3. Quantitative Real-time PCR analysis of the pig CDSL mRNA expression.
Ibl, Ib2: Are two Iberian pig males. The relative gene expression of the CDS1L mRNA is
indicated using liver Ib2 as calibrator. Gene expression of the CDSL was normalized

respect to the B2M gene using the standard curve method.
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Figure 5. Phylogenetic tree of the CDS1 and CDS2 proteins produced by the
Neighbour-Joining method. Numbers at the branch points in the tree are the bootstrap
values indicating the percentages of 10,000 replications. Only bootstrap values higher

than 70 % are shown. A homologous 374 amino acids region was analyzed.
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Discusién

4.1. Mapeo fino de la posicion de QTL

El primer objetivo del presente trabajo era llevar a cabo el mapeo fino de la
posicion de QTL detectados previamente por el proyecto IBMAP. Como se ha descrito
en la introduccion, los estudios de barrido gendémico detectan QTL pero con unos
intervalos de confianza muy amplios, en los que se pueden localizar centenares de
genes. Por tanto, es necesario disponer de estrategias que reduzcan estos intervalos para
incrementar la probabilidad de encontrar el gen candidato posicional para un
determinado caracter de interés. En este punto, disponer de la secuencia del genoma
porcino o de mapas de alta densidad facilitaria en gran medida la busqueda de genes.
Una estrategia muy util para el mapeo fino es la utilizacion de lineas congénitas. Estas
lineas difieren de las lineas parentales Unicamente en una regién cromosOmica
especifica y bien delimitada. Este método se ha desarrollado en algunos estudios como
en el que se realizé el mapeo fino de QTL en una region con efectos significativos para
grasa y crecimiento en el cromosoma 2 del raton (Jerez-Timaure et al. 2005).
Desafortunadamente, esta estrategia no es aplicable en especies domésticas, por lo que
se deben aplicar otros métodos para realizar el mapeo fino. La finalidad de estos
estudios es verificar el nimero de QTL, mejorar la estimacion de los efectos de los QTL
para diferentes caracteres y obtener la posicion del QTL con unos intervalos de
confianza lo mas estrechos posibles para facilitar la busqueda de genes candidatos y

llevar a cabo seleccion asistida por marcadores (MAS).

Mediante el cruce IBMAP se detectaron QTL en la mayoria de cromosomas
(Pérez-Enciso et al. 2000, 2002; Varona et al. 2002; Ovilo et al. 2002, 2005; Clop et al.
2003). Para realizar el mapeo fino se escogieron los QTL mas significativos implicados
en caracteres de crecimiento, engrasamiento, calidad de la carne y metabolismo lipidico,
debido a la importancia econémica de estos caracteres y a su repercusion en los
objetivos de seleccion actuales. Como el IBMAP es un proyecto de colaboracion entre
el INIA, la UdL-IRTA y la UAB, el trabajo se repartié por cromosomas. En nuestro
caso debiamos refinar la posicion de los QTL previamente detectados en los
cromosomas 2,4, 7, 8,13 y X.

Para llevar a cabo el mapeo fino de los QTL se obtuvieron dos generaciones

adicionales, para asi aumentar el nimero de meiosis informativas (Darvasi, 1998): una
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F3; y un retrocruce (RC). Este ultimo obtenido mediante el cruce de machos F, con
hembras Landrace,

Paralelamente también se incrementd el nimero de marcadores moleculares en
las regiones en las que se detectaron QTL. Estos marcadores fueron genotipados para
todos los individuos del pedigri. Los marcadores fueron elegidos en funcion de su

localizacion en mapas de ligamiento disponibles (http://www.genome.iastate.edu/

maps.marcmap/html), de su facilidad de amplificacién y de interpretacion de los

resultados y de su informatividad, calculada a través del indice de Ron (Ie) (Ron et al.
1995; Clop et al. 1998):
le=1-"%(Pi+Pj)

Pi y Pj son las frecuencias de los alelos Ai y Aj, respectivamente en las

hembras Landrace. Siendo Aiy Aj los genotipos de cada macho Ibérico.

Probamos un total de 46 microsatélites, de los cuales seleccionamos 18 (Tabla
4.1). Los marcadores con valores de Ie inferior a 0,5 fueron descartados (Anexo 1). En
la Figura 4.1 se muestra los valores de informatividad global de estos 18 marcadores.

La generacion F, fue genotipada para estos marcadores. Sin embargo, para la
generacion F3 y el retrocruce se priorizaron los QTL con efecto mds significativo o
destacable. Se escogieron los cromosomas 4, 8 y X y estas dos generaciones fueron
genotipadas para todos los marcadores disponibles en estos cromosomas, es decir, los
que se presentan en la Tabla 4.1 mas los que se utilizaron previamente para el barrido

genodmico, siendo un total de 29 marcadores (Anexo 1).

5_ —
5
S 41 T
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<
g | |
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g 3
3 ||
g 2
E N | Figura 4.1. Informatividad
Z
de los 18 marcadores
0.
0 0102030405060,708091,0 seleccionados para realizar
Informatividad de los marcadores el mapeo fino.
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Tabla 4.1. Marcadores seleccionados para el mapeo fino.

Cr Tamano  Num.

Marcador Secuencia de los cebadores5' — 3’ le aldlos(pb) alelos

sz, CCANCEACCANAAAMC™ 07, i aie ¢
* sy CAMTGATITIATCCATCCTION 055 ppais
s ATANSOGMNCACETIONSC 09 5105
s QOCTICTGATCAATOTT 177 o
o ASEROEIIORT o e
, o SSNMOGMATIOONS o s s
v JAMITISGAGATTCTONOC 1 g
e ACCASOTIONSTCACATCTC 30 sy 4
v TCCTACAGMATCCTACCACA a7 s ¢
D115 TGATGCACTGTGTGGGCCACACCA 0,90 191-207 3

ACCATGGCTTGAGCTTGAGCCAGC

AGGTAACTCAGGTGTCAGATAGC

7 SWI70l T AGTTTAAAAAGCCTGAATGC 00 107-128 6
TGGGAAATTACTGTGTGCTACC

SW2036 |\ GCTCTGATTAGACCCCAAGC 093 158176 4
0069 TGCAAAACTAATGTITGTGTTGCC

CATATGCCACAGGTGTGACCTAAA

0,53  160-175 7

ATTAGAGCCACCTGAAGGCT

D44 GTTGETCGGCAGCTATAGC L
ACAGGAAAGTGACCCTGCC

13 SMAS2 1 GGAACATGATGGAGGATAATG 023 8291 >
ATTCCCCTTGACACATTAATGG

VI3 1 TGGCTGAGTAGTATTCCATTTTG %!/  98-104 >

«  snposg  GCTGTCTGGCTTTGGACAG L0 17186 6

ACTAAGTTCCAGGCACTCAGAC
TAGTACCTAGGCTTCCCCAGG

W2470 T T GTCTCTCCCTCTCCATAC B Lezelie @

Cr: cromosoma; Ie: informatividad; Num. alelos: nimero de alelos detectados en el

marcador.
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4.1.1. Mapeo fino del cromosoma 4

La importancia de este cromosoma queda patente al observar que desde el
primer estudio de deteccion de QTL en porcino (Andersson et al. 1994) en el que se
encontraron QTL en este cromosoma, numerosos estudios posteriores con diferentes
cruces han detectado QTL en el cromosoma 4 relacionados con grasa, crecimiento y
caracteres de calidad de la canal y de la carne (ver apartado 1.5 de la introduccion). No
obstante, el principal efecto descrito en este cromosoma es para grasa. Concretamente,
el locus responsable de este efecto fue nombrado FAT1 por Marklund et al. (1999). Sin
embargo, otros estudios encontraron que este locus afectaba a crecimiento (De Koning
et al. 1999; Rattink et al. 2000), lo que indica que se trata de un cromosoma complejo.
A pesar de los esfuerzos realizados por diferentes grupos de investigacion para localizar
QTL, todavia no se ha encontrado el gen responsable del efecto observado, lo que
sugiere que la base genética de este QTL es complicada. Ademas, la falta de mapas
comparativos densos en porcino afiade limitaciones a la caracterizacion de posibles

genes candidatos.

Previamente, en el proyecto IBMAP se detectaron QTL en el cromosoma 4
relacionados con grasa, crecimiento, rea del musculo, peso de las paletillas, longitud de
la canal, composicion de acidos grasos y color de la carne (Pérez-Enciso et al. 2000;
Varona et al. 2002; Ovilo et al. 2002a; Clop et al. 2003). Con el objetivo de precisar la
posicion de estos QTL y determinar si hay méas de un locus segregando en el
cromosoma 4 porcino, afiadimos seis marcadores adicionales, un mayor nimero de
animales (87 F3 y 85 RC) y utilizamos la metodologia estadistica implementada por el
programa QxPak (Pérez-Enciso y Mitszal, 2004). Mediante este programa se realizaron,
ademas de andlisis univariados, andlisis multicaracter y multi QTL con técnicas de
modelo mixto que permiten incrementar la potencia de deteccion de QTL respecto a los

modelos univariados.

A través del analisis univariado se detectaron multiples QTL (como se puede
observar en la Figura 1 de la pagina 54), pudiendo confirmar la presencia de QTL ya
descritos y detectar nuevos QTL. A partir de estos resultados se disefiaron modelos
multicaracter con la intencion de elucidar el nimero y posicion de estos QTL. A

continuacion se comentan los resultados obtenidos para cada caracter.
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- Deposicion de grasa dorsal

La inclusién de un mayor nimero de marcadores y animales permitié detectar
QTL relacionados con este caracter en dos loci diferentes: el primero en la region
proxima al gen FABP4 y el segundo entre los marcadores DECR y S0073. Sin embargo,
al aplicar modelos incluyendo dos QTL y modelos multicaracter se determind que
existe unicamente un QTL, posicionado muy préoximo al gen FABP4. De este modo,
mediante el mapeo fino se redujo practicamente a la mitad el intervalo de confianza del

QTL previamente detectado (Pérez-Enciso et al. 2002; Varona et al. 2002).

- Crecimiento

A pesar de que este QTL habia sido descrito en diferentes estudios, en el
proyecto IBMAP so6lo se encontrd un QTL sugestivo (Varona et al. 2002). A partir del
refinamiento de QTL se detectdé a nivel significativo y se acotd su posicion entre los

marcadores S0073 y S0214.

- Caracteres de forma

Dentro de estos caracteres se incluyen la longitud de la canal y el peso de las
paletillas. Previamente se detectaron QTL para cada uno de estos caracteres (Varona et
al. 2002). Sin embargo, mediante el mapeo fino se detectaron dos maximos: uno situado
en la misma posicion que el QTL de grasa (locus del FABP4) y el otro coincidente con
el QTL de crecimiento (intervalo S0073-S0214). Aplicando modelos multicaracter
multi QTL se determind que posiblemente los QTL de grasa y crecimiento afectaban

también a estos caracteres, existiendo efecto pleiotrdpico entre ambos.

- Caracteres de calidad de la carne

Se detectaron QTL relacionados con el color de la carne (Minolta a*, Minolta L*
y contenido de hematina) entre los marcadores S0214 y SW445, posiciones coherentes
con las previamente descritas (Ovilo et al. 2002a). A pesar de que se testaron modelos
multicaracter y multi QTL para estos caracteres, no se pudo rechazar el modelo
univariado.

Por otro lado, también se detectdé un QTL relacionado con el pH 24h post-
mortem, entre los marcadores SW445 y S0097, que no habia sido encontrado

previamente empleando un menor numero de animales y marcadores.
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De forma general, los resultados més destacados son que existen al menos dos
loci importantes en el cromosoma 4 porcino. Uno de ellos esta situado en la region del
gen FABP4 y afecta a la deposicion de grasa dorsal y, en menor medida, a los caracteres
de forma. El otro locus, situado alrededor de los marcadores S0073 y S0214, afecta a
los caracteres de forma pero mantiene un efecto pleiotropico sobre el crecimiento. Esta
segunda region se situa dentro del QTL FAT1], limitado por los marcadores SW1364 y
S0214 (Figura 4.2) (Moller et al. 2004).
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Los resultados obtenidos del mapeo fino del cromosoma 4 dieron lugar a una

publicacion en Mammalian Genome (Mercadé et al. 2005a).

Aunque se han descrito diferentes genes candidatos en la region del FAT1
relacionados con obesidad, diabetes o grasa, todavia no se ha determinado la mutacién
causal responsable de este locus. Una posible explicacion podria ser que el FAT1
estuviera localizado en el punto donde la homologia del cromosoma 4 porcino se divide

entre los cromosomas 8 y 1 humanos (Figura 4.3), dificultando la busqueda de genes.
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Figura 4.3. Mapa comparativo del cromosoma 4 porcino (SSC4), cromosomas 1 y 8

humanos (HSA1/HSAS8) y cromosomas de raton. Las distancias en porcino estin en

Rays y en humano en Mpb. Los genes enmarcados indican una posible inversion del

orden de los genes entre humano y porcino. La localizacion del QTL FAT1 esta

indicada con una barra roja (Moller et al. 2004).
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Para la busqueda de genes candidatos nos hemos centrado en la region del
cromosoma 4 ortologa al cromosoma 8 humano, debido a que los resultados obtenidos
indican, como se ha comentado anteriormente, que el QTL relacionado con grasa se

encuentra en la region del gen FABP4, en una posicion diferente a la del locus FAT1.

4.1.2. Mapeo fino del cromosoma 8

Previamente en el cruce IBMAP se habian descrito QTL relacionados con el
porcentaje de palmitico, palmitoleico, longitud media de la cadena de los acidos grasos
y valor Minolta a* (Ovilo et al. 2002a; Clop et al. 2003). También se detectaron QTL
sugestivos para el valor Minolta b*, peso de la canal, peso de las paletillas y espesor de

la grasa dorsal en la tltima costilla (Clop, 2001; Varona et al. 2002).

Para el refinamiento de estos QTL aumentamos, como en el cromosoma 4, el
nimero de meiosis informativas y de marcadores. EI mapa de ligamiento obtenido fue
el siguiente: SW2410 (0,0) — SW905 (21,6) — SWr1101 (42,9) — S0017 (67,1) — S0069
(79,8) — S0225 (87,0) - S0144 (93,5) — SW61 (109,5) (Figura 4.4). Los numeros entre
paréntesis indican las posiciones en ¢cM obtenidas con la opcion build del programa
CRI-MAP (Green et al. 1990). Para el analisis preliminar de los resultados utilizamos el
programa Qxpak (Pérez-Enciso y Mitszal, 2004).

Mediante un modelo univariado detectamos diferentes QTL (Tabla 4.2). Los
QTL mas significativos fueron los relacionados con el pH 24h post-mortem y con el
color de la carne (Minolta a* y b*). Los QTL para el pH 24h y a* se localizan en una
misma region, mientras que el QTL relacionado con el valor b* se encuentra en una
posicion diferente. De forma similar, los QTL relacionados con composicion de acidos
grasos (PA, PAL y ACL) se situan en la parte distal del cromosoma, entre los
marcadores S0069 y SW61. También detectamos QTL sugestivos para los caracteres de
crecimiento, % de grasa muscular y peso de las paletillas. Los perfiles de estos QTL se
muestran en la Figura 4.4. Respecto a los resultados obtenidos previamente en el cruce
IBMAP, se han confirmado los QTL para palmitico, ACL, a*, b* y peso de las
paletillas. Ademads, para los caracteres de composicion de 4cidos grasos y a* se ha
reducido el intervalo de los QTL al afiadir dos marcadores adicionales en esta region.
Finalmente, se han detectado dos nuevos QTL, para crecimiento y % grasa muscular, y

se ha incrementado la significacion del QTL para b*.
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Tabla 4.2. Resultados del analisis de QTL mediante un modelo univariado.

Simbolo® Posicion” P-valor®  azse’
Peso vivo (kg) LWeae 9 (SW2410-SW905) 022 x 102 2,65+ 0,86
Peso paletillas (kg) SW 33 (SW905-SWrl1101) 0,39 x 107 0,08 + 0,03
% grasa muscular MF 54 (SWrl1101-S0017) 0,29 x 10*  0.14 + 0.05
pH 24 h sm® pHas 86 (S0069-S0144) 0,60 x 10 0,07 + 0,02
Minolta a* a* 87 (S0069-50144) 0,30x 107 0,48+ 0,13
Minolta b* b* 46 (SWrl101- S0017) 0,54 x 10° -0,37+0,10
% palmitico (C16:0) PA 82 (S0069-50225) 0,43 x 10™ 023+0,11

% palmitoleico (C16:1) PAL 94 (S0225-SW61) 0,12 x 107 0,11+ 0,03

Longitud media de la 5
ACL 92 (S0225-SW61) 0.56x 10" _p87+032
cadena ’ g

% los caracteres estan corregidos para peso vivo, excepto para peso vivo que estd
corregido por edad al sacrificio (esac). *: las posiciones se muestran en cM. °: valor de P
nominal, el modelo nulo no incluye el QTL. El QTL se considerada significativo para
valores de P inferiores a 107. % a: efecto aditivo del QTL (efecto del Ibérico —

Landrace); s.e.: error standard. °: pH 24h post-mortem en el masculo semimembranoso.

Todos estos caracteres tienen un efecto aditivo, el efecto dominante no resultd
significativo para ningun carécter. Los alelos Ibéricos incrementan el peso de las
paletillas, el % de grasa muscular, el pH 24h post-mortem, el contenido de los 4cidos
grasos palmitico y palmitoleico, y disminuyen la longitud media de los 4cidos grasos y
los valores Minolta a* y b*. Estos resultados estdin de acuerdo con las diferencias
descritas entre estas dos razas (Serra et al. 1998) y con los efectos descritos previamente
en este cromosoma (Ovilo et al. 2002a; Varona et al. 2002; Clop et al. 2003). Sin
embargo, para el peso de las paletillas el efecto observado en este cromosoma es
contrario al que aparece en los cromosomas 2 y 4 (Estellé et al. 2005; Mercadé et al.
2005a). Cabe destacar que el no detectar QTL relacionados con la deposicion de grasa
indicaria que el QTL afecta directamente a los caracteres de composicion de acidos

grasos.
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Figura 4.4. Perfiles del -log;o del valor de P de los QTL significativos descritos
mediante el andlisis univariado. La linea horizontal en el valor 2 indica el nivel de
significacion del 10, LW: peso vivo; b*: valor Minolta b*; ph24h: pH a las 24h post-
mortem; %MF: % grasa muscular; C16:1: palmitoleico; ACL: longitud media de la

cadena de los acidos grasos; a*: valor Minolta a*.

De los resultados obtenidos en el cruce IBMAP, tnicamente el QTL para el
caracter de crecimiento o peso vivo coincide con QTL descritos en otros cruces (De
Koning et al. 2001a; Quintanilla et al. 2002). Para el resto de caracteres no se han
descrito QTL en otras poblaciones. En cambio, si se han encontrado QTL para
caracteres como deposicion de grasa (Rohrer 2000; Bidanel et al. 2001a), longitud de la
canal (Andersson-Eklund et al. 1998) o peso de los jamones (Milan et al. 2002) que no

han resultado significativos en nuestro cruce.

4.1.3. Mapeo fino del cromosoma X

En este cromosoma se han realizado dos tipos de trabajos diferentes. Por un lado

se ha realizado un analisis de QTL afiadiendo, como en los cromosomas 4 y 8, un mayor
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numero de marcadores y animales. Por el otro lado, también se ha realizado un anélisis

conjunto de QTL con diferentes cruces experimentales.

En el cruce IBMAP se habian detectaron QTL relacionados con el porcentaje de
grasa intramuscular y con el color de la carne (Pérez-Enciso et al. 2002). Con la
finalidad de obtener un mayor poder de deteccion de QTL, ya que se dispone de un
mayor nimero de animales, se realizd un estudio conjunto con diferentes cruces. De
este modo, se analizaron unos 3.000 animales de seis razas diferentes y procedentes de
cinco cruces independientes: Ibérico x Landrace, Large White x Meishan, Meishan x
Pietrain, jabali x Meishan y jabali x Pietrain.

En primer lugar se analizd cada cruce de forma independiente. E1 QTL mas
significativo fue el relacionado con deposicion de grasa dorsal, entre los marcadores
SW1994 y SW1943, en el cruce de Meishan x Large White. Este QTL fue confirmado
en los otros cruces que incluian Meishan en posiciones similares. Otros QTL
significativos fueron para peso de los jamones entre los marcadores SW2456 y SW1994
en el mismo cruce de Meishan x Large White, para crecimiento en el cruce IBMAP
entre los marcadores SW2476 y SW1943 y para longitud de la canal y peso de las
paletillas entre los marcadores SERPINA7 y SLC25A5 en el cruce Meishan x Pietrain.

Posteriormente se analizaron todos los datos conjuntamente. El1 QTL mas
significativo continu6 siendo el relacionado con deposicion de grasa dorsal. Para este
QTL, el alelo de origen asiatico es el que posee un mayor efecto, lo que explicaria la
ausencia de significacion del QTL en el cruce IBMAP. De hecho, este QTL ha sido
detectado en diferentes cruces con animales Meishan (Cepica et al. 2004). Ademas,
también resultaron significativos los QTL para peso de los jamones, peso de las
paletillas y longitud de la canal. Para todos ellos aumento la significacién respecto al
analisis individual, demostrando que el analisis conjunto incrementa el poder de
deteccion de QTL. Para el caracter de longitud de la canal, el alelo de origen asidtico
vuelve a ser el de mayor efecto. No obstante, para los otros dos caracteres, peso de los
jamones y de las paletillas, las diferencias alélicas mas importantes se observaron entre
Pietrain y Large White. Del analisis multicaracter cabe destacar que para grasa y peso
de los jamones es muy probable que exista un efecto pleiotropico, aunque no se puede

descartar que se trate de dos QTL ligados.
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Mediante este estudio se ha podido determinar que en el cromosoma X existen al
menos 2 QTL para los caracteres estudiados. Uno de ellos relacionado con peso de los
jamones y longitud de la canal entre los marcadores SW259 y SW1994 y un segundo
locus mas distal, entre los marcadores SW2476 y SW1943, relacionado con grasa y

peso de las paletillas.

De forma general, este estudio ha demostrado la eficacia de estos andlisis para la
deteccion de QTL, en el cual se han obtenido valores de P mas significativos respecto a
los analisis incluyendo un solo cruce. Ademas, la metodologia estadistica aplicada en
este estudio mediante el programa Qxpak (Pérez-Enciso y Misztal, 2004) permite
estimar un efecto global por raza y tiene en cuenta si hay origenes comunes entre los

diferentes cruces.

Los resultados de este estudio generaron una publicacion en Journal of Animal

Science (Pérez-Enciso et al. 2005).

Algunos problemas que generalmente aparecen en este tipo de estudios
conjuntos son que los marcadores empleados no coinciden entre los diferentes cruces y
que los registros fenotipicos no siempre miden un caracter del mismo modo o a la
misma edad del animal, por lo que se deberian unificar criterios para poder incrementar
al maximo el poder de deteccion de QTL. También puede ocurrir que los intervalos de
confianza sean mayores en el analisis conjunto, esto aparece si las posiciones estimadas

de los QTL en las poblaciones individuales son muy distintas.

Ademas del estudio descrito previamente, existen otros dos trabajos que emplean
la informacion de diferentes cruces para analizarla conjuntamente. Walling et al. (2000)
analizaron conjuntamente siete cruces F, para detectar QTL en el cromosoma 4
relacionados con crecimiento y grasa. Cabe destacar que en el caso del QTL para
crecimiento, los analisis para cada poblacion individual no resultaron significativos. Por
el contrario, el analisis conjunto detectd6 un QTL altamente significativo. Sin embargo,
este estudio empled el método de minimos cuadrados (Haley et al. 1994) asumiendo
que las razas tenian los alelos del QTL fijados y que por tanto, no habia segregacion
intraracial. Posteriormente, Kim et al. (2005) detectaron QTL relacionados con

crecimiento, composicion de la canal y calidad de la carne en los cromosomas 2, 6, 13 y
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18 analizando conjuntamente dos cruces. Mediante este analisis detectaron QTL que
previamente no se habian encontrado analizando cada cruce de forma individual. Como
era de esperar, el analisis conjunto obtuvo, de forma general, una mayor significacion y
precision en la localizacion de los QTL. No obstante, QTL detectados en el andlisis
individual no pudieron ser confirmados en el analisis conjunto, esto puede ser debido a

que en una de las poblaciones no estén segregando estos QTL.

El segundo trabajo realizado en el cromosoma X fue un andlisis de QTL
utilizando Gnicamente el cruce IBMAP. Para este trabajo se analizaron los caracteres en
los cuales se habian detectado QTL previamente (Pérez-Enciso et al. 2002; Pérez-
Enciso et al. 2005) y también se afiadieron los caracteres de composicion de acidos
grasos, debido a que no habian sido analizados previamente.

Como era de esperar con los resultados descritos previamente (Pérez-Enciso et
al. 2005), el QTL mas significativo fue el relacionado con crecimiento. Sin embargo,
este QTL no fue detectado cuando se analizé por primera vez con un menor nimero de
animales y la mitad de marcadores (Pérez-Enciso et al. 2002). En la misma region del
QTL para crecimiento se detectaron también QTL para composicion de acidos grasos,
concretamente para el porcentaje de oleico y porcentaje de &cidos grasos
monoinsaturados. También se detectdo un QTL para porcentaje de gadoleico pero en una
posicion mas central en el cromosoma, entre los marcadores SW2126 y SW2470.
Finalmente, en la parte mas distal del cromosoma se detectaron QTL relacionados con
el color de la carne, entre los marcadores SW1943 y SW1608. Estos QTL afectan al
porcentaje del pigmento hematina y a la coloracién roja de la carne (color Minolta a*).
Para este Gltimo carécter (a*) se habia encontrado previamente un QTL (Pérez-Enciso et
al. 2002), pero para el porcentaje de hematina no se habia detectado ningun QTL.

Sin embargo, en este estudio no se han detectado los QTL relacionados con
grasa y caracteres de forma (longitud de la canal, peso de los jamones y de las paletillas)
descritos en el analisis conjunto que incluia el cruce IBMAP (Pérez-Enciso et al. 2005).
Esto es debido posiblemente a que estos QTL no estan segregando en nuestro pedigri.
Como se ha comentado previamente algunos alelos de estos QTL son de origen asiatico.
Por otro lado, tampoco se ha confirmado la presencia del QTL para grasa intramuscular
descrito previamente en el cruce IBMAP. En la literatura tinicamente se ha descrito un
QTL para este caracter en el cromosoma X (Harlizius et al. 2000), pero con un efecto

secundario ya que el principal efecto descrito es para grasa.
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Con los resultados del analisis de QTL del cromosoma X en el cruce IBMAP,
juntamente con la caracterizacion del ACSL4 como gen candidato, se ha preparado un

articulo que ha sido aceptado en Animal Genetics (Mercadé et al. 2006a).

4.1.4. Mapeo fino del cromosoma 2

De forma paralela a los otros trabajos, en el cromosoma 2 también se han
afiadido mas marcadores, en este caso tres marcadores adicionales, para confirmar y
refinar la posicion de los QTL previamente detectados (Varona et al. 2002) y/o
encontrar nuevos QTL. Sin embargo, ni la F3 ni el retrocruce han sido genotipados ya
que este cromosoma no habia sido considerado prioritario inicialmente. El interés por el
cromosoma 2 surgi6 después de que una mutacion en el gen IGF2 fuera identificada
como la mutacién causal para un QTL relacionado con deposicion de grasa, crecimiento
muscular y tamafio del corazéon (Van Laere et al. 2003). De este modo, quisimos
analizar el efecto de este polimorfismo de gen IGF2 en el cruce IBMAP y

paralelamente, realizar el analisis de QTL en este cromosoma.

A pesar de que el polimorfismo esta segregando Unicamente en una pequefia
familia F», el efecto de la sustitucion en el gen |GF2 result6 significativo para el espesor
de la grasa dorsal, peso de los jamones y area del musculo, siendo coherente con los
resultados descritos por Van Laere et al. (2003).

Por otro lado, se han detectado QTL para peso de la canal, area del lomo y pH
24h post-mortem entre los marcadores SW395 y SW1695. El QTL relacionado con el
peso de la canal habia sido detectado previamente pero a nivel sugestivo (Varona et al.
2002). Sin embargo, el QTL para pH 24h no habia sido descrito anteriormente. Ademas,
se han encontrado dos QTL, pero con valores de significacion menor, para el peso de
los jamones y para el peso de las paletillas entre los marcadores SW240 y SW395 que

no habian sido detectados previamente.

Los resultados de este estudio han sido publicados recientemente en Journal of

Animal Science (Estellé et al. 2005, anexo 2).
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4.2. Analisis de genes candidatos

El siguiente paso después de la deteccion de QTL y su mapeo fino es intentar
explicar la base genética que hay detras del QTL. Como se ha ido comentando a lo largo
del presente trabajo, el problema principal es la poca precision en la localizacion de
QTL sumada a la baja resolucion de los mapas disponibles, los cuales estan constituidos
basicamente por marcadores de tipo microsatélite que no siempre pueden ser usados
para el mapeo comparativo con otras especies. Ademas, se le debe afiadir que las
poblaciones empleadas para el analisis de genes candidatos son de tipo F», por lo que el
desequilibrio de ligamiento presente puede generar facilmente falsas asociaciones con
SNP de genes candidatos proximos ligados (Zhao et al. 2003). Una aproximacion para
mejorar la eficacia de deteccion de genes candidatos es combinar andlisis de QTL y
expresion, ya que se reduce considerablemente el nimero de genes candidatos. Las
limitaciones de esta metodologia son que todavia no se dispone de microarrays que
contengan todos los transcritos de una region de interés y que se asume la existencia de
diferencias de expresion en los niveles de ARNm para unas coordenadas de tiempo y
espacio elegidas para el estudio. Ademas, se le debe afiadir la necesidad de disponer de
ARNm de elevada calidad. No obstante, esta aproximacion se ha llevado a cabo con
éxito en varios estudios, como en el que se analizaron genes implicados en la regulacion
de los niveles de colesterol en babuinos (Cox et al. 2002). Otro tipo de estudio es
combinar expresion y analisis de ligamiento para detectar loci que regulen la expresion
de estos genes (Morley et al. 2004).

Sin embargo, como se ha comentado en la introduccion, la estrategia mas comin
para la identificacion de genes es la busqueda de genes candidatos posicionales. Estos
genes se eligen teniendo en cuenta su funcién bioldgica y su posicidn cromosoémica,
muchas veces obtenida a partir de la informacién disponible en humano o raton ya que
hay muchos més genes descritos. En estos casos, la posicion de estos genes en porcino
se extrapola a partir de los mapas comparativos. No obstante, hay dos factores que
provocan que el éxito de esta aproximacion sea limitado: la falta de mapas de alta
resolucion en porcino y que no todos los genes en humano y ratoén se han caracterizado,
muchos de ellos se han identificado mediante programas informaticos y aparecen como

predecidos o similares a otro gen y por tanto, no se conoce su funcion biologica.
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Una vez escogido el posible candidato, el gen se secuencia en diferentes
animales para obtener polimorfismos. Estos polimorfismos se genotipan en un pedigri y
finalmente, si los polimorfismos estan segregando, se realizan estudios de asociacion
para determinar su efecto. Cabe recordar que encontrar asociacion entre un SNP y un
caracter no implica necesariamente que se trate de la mutacioén causal, esto es debido,
principalmente, al tipo de material animal del que se dispone. En general consiste en
cruces experimentales de tipo F; en los cuales el desequilibrio de ligamiento existente es
elevado.

Sin embargo, cuando se disponga de la secuencia del genoma porcino en los
proximos afios, sera posible aplicar otros métodos para identificar la mutacion causal
responsable del efecto de un QTL. Uno de estos métodos consistiria en secuenciar el
fragmento gendmico que contiene el QTL. Esta metodologia también se puede llevar a
cabo actualmente mediante librerias BAC, aunque obtener la secuencia de estos BAC es
una tarea complicada y tediosa. Ademads, los métodos de secuenciacion permiten
obtener secuencias de 600-800 pb, por lo que obtener fragmentos de varias kb supone
un coste econdémico y de tiempo considerable, siendo por tanto muy importante
conseguir localizaciones precisas de los QTL y perfeccionar estas técnicas para que se

puedan llevar a cabo de una forma mas eficaz y rapida.

4.2.1. Genes candidatos analizados

El segundo objetivo del proyecto IBMAP era identificar genes candidatos
relacionados con el metabolismo lipidico por su implicacion en la calidad de la carne.
En los ultimos afios, la importancia de los caracteres relacionados con la calidad de la
carne ha aumentado debido a varios factores. Uno de ellos seria que la propia seleccion
ha generado la existencia de animales con crecimiento muy rapido y muy magros, cuyas
carnes son de baja calidad organoléptica y tecnoldgica. Otros factores son la presencia
de un mercado cada vez mas exigente, el cual requiere productos de calidad y esta
sensibilizado con las enfermedades cardiovasculares asociadas al consumo de

determinadas grasas.

De forma directa, los lipidos son los responsables de la deposicion de grasa en
la canal, del contenido de grasa intramuscular y de la composicion de los acidos grasos

de la carne. Ademas, estos caracteres estan correlacionados entre ellos. De esta forma,
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un incremento de la deposicion de grasa dorsal esta correlacionado positivamente con el
contenido de acidos grasos saturados y monoinsaturados (Cameron et al. 2000).
Asimismo, la calidad de los productos curados, de gran interés en razas como el Ibérico,
esta relacionada positivamente con los acidos grasos monoinsaturados, mientras que el
grado de insaturacion de los acidos grasos estd correlacionado positivamente con la
susceptibilidad al enranciamiento y con carnes de caracteristicas tecnoldgicas y
organolépticas inferiores. De forma mads indirecta, o menos evidente, los lipidos
también participan en numerosos procesos metabolicos a nivel celular. Ademas de los
lipidos, hay otros factores que también intervienen en la calidad de la carne; como el pH
post-mortem de la carne, la capacidad de retencion de agua o la estructura histoquimica
de las fibras musculares (Cameron et al. 2000; Van Laack et al. 2001; Paszek et al.
2001). Todo esto implica que pueden existir interacciones entre diferentes genes o loci
que pueden dificultar ain mas la identificacion de genes responsables de caracteres

complejos.

Por otro lado, la especie porcina ha sido empleada de forma importante en
modelos de investigacion biomédica debido a que comparte numerosas similitudes
fisiologicas con los humanos. De este modo, el estudio de genes implicados en el
metabolismo lipidico en porcino puede generar informacion de interés para genes

candidatos para la obesidad en humano y viceversa (Kim et al. 2004).

Los genes que fueron escogidos como candidatos posicionales y que se discuten
a continuacion son el acyl CoA:diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1) y el
adipocyte fatty-acid binding protein (FABP4) para el QTL del cromosoma 4, el CDP-
diacylglycerol synthase 1 (CDSL) para ¢l cromosoma 8 y el acyl-CoA synthetase long-
chain 4 (ACSL4) para el cromosoma X.

4.2.1.1. Acyl CoA:diacylglycerol acyltransferase 1 (DGATL)

El gen DGAT1 participa en la fase final de la sintesis de triglicéridos, los cuales
son las principales formas de almacenaje de energia y ademds, también participan en
diferentes procesos biologicos (Cases et al. 1998). Escogimos el gen DGAT1 como
candidato por su implicaciéon en el metabolismo lipidico y por su posicion en el

cromosoma 4 obtenida por mapeo comparativo entre humano y porcino. No obstante, al
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poco tiempo de empezar a analizar este gen aparecid un trabajo en porcino que describia
la secuencia, la presencia de SNP y el mapeo por ligamiento del gen (Nonneman y

Rohrer, 2002).

Con la finalidad de detectar polimorfismos, secuenciamos toda la regién
codificante y una parte de la region 5°-UTR y 3’-UTR del ARNm del gen DGAT1 en
dos animales de cada una de las siguientes razas: Ibérico, Landrace, Large White,
Pietrain y Meishan. Tras el andlisis de las secuencias obtenidas detectamos cuatro SNP.
Tres de ellos se encuentran en la region codificante pero no implican cambio
aminoacidico. Se trata de una transversion C933G en el exdn 8 y dos transiciones
G978A y C1230T en los exones 9 y 13, respectivamente. El cuarto polimorfismo es una
transicion C1676T en el exén 17 pero en la region no codificante. Las posiciones
indicadas son respecto a la secuencia de referencia GenBank AY093657. Los SNP de
las posiciones 933, 1230 y 1676 fueron también descritos en un estudio previo
(Nonneman y Rohrer, 2002). En este estudio secuenciaron el ADN gendémico y
detectaron quince polimorfismos: diez se localizan en intrones o en la region 3’-UTR y
los cinco restantes son SNP sinonimos detectados en los aminoacidos 173, 197, 245,

321y 344.

Los cuatro polimorfismos detectados fueron genotipados en el cruce Ibérico x
Landrace para comprobar si estaban segregando. Uno de ellos, el G978A, tenia fijado el
mismo alelo en ambas razas. Los otros tres estaban segregando Unicamente en las
hembras Landrace pero con unas frecuencias muy bajas por lo que descartamos realizar
un estudio de asociacion. Ademads, cuatro de los polimorfismos descritos previamente,
los SNP 321I, 30M, 223Y y 256M (Nonneman y Rohrer, 2002), fueron también
genotipados y todos resultaron ser monomorficos. Los resultados obtenidos con el gen
DGAT1 son muy parecidos con los obtenidos previamente con el gen DECR en este
mismo cruce. El SNP detectado en el gen DECR segregaba con unas frecuencias muy

bajas a pesar de estar posicionado dentro del QTL del cromosoma 4 (Clop €t al. 2002).

Paralelamente, también realizamos la localizacion cromosdémica de este gen
mediante el panel de células somaticas hibridas irradiadas IMpRH (Yerle et al. 1998).
Los resultados posicionaron el gen DGAT1 entre los marcadores SW2404 y S0227

(Figura 1, pag. 91). Esta localizacion es coherente con los resultados obtenidos por el
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mapa de ligamiento realizado por Nonneman y Rohrer (2002). Sin embargo, este locus
mapea fuera del intervalo de confianza de los QTL descritos en el cromosoma 4 de

nuestro cruce entre Ibérico x Landrace.

Descartamos el DGAT1 como gen candidato debido a la baja segregacion de los
polimorfismos detectados en nuestro cruce y a su localizacion fuera de los QTL
descritos. Cabe destacar que la localizacion cromosOmica obtenida del gen no fue la que
se esperaba inicialmente por mapeo comparativo. Por tanto, para poder intercambiar
informacion de forma precisa entre mapas de diferentes especies es muy importante
disponer de mapas comparativos densos para poder identificar correctamente las
pequefias reordenaciones cromosOmicas entre especies. El cromosoma 4 porcino
(SSC4) comparte homologia con los cromosomas 1 y 8 humanos (HSA1 y HSAS,
respectivamente). Sin embargo, el punto de rotura del SSC4 entre el HSA1 y el HSA8
no esta bien definido (Goureau et al. 1996; Sun et al. 2002; Lahbib-Mansais et al.
2003). Todo el brazo p y la parte proximal del brazo q (SSC4q15-16) es homologo al
brazo q del cromosoma 8 humano, mientras que el resto del brazo q comparte
homologia con el cromosoma 1 humano, del HSA1p22 al HSA1q25. El orden de los
genes en estos dos bloques se conserva pero en sentido inverso (Figura 4.5) (Fujishima-
Kanaya et al. 2003). Este hecho explica que el gen DGAT1 se encuentre en el otro
extremo del que se habia esperado inicialmente al seleccionarlo como candidato.
Aunque no existen reordenaciones importantes entre los dos bloques conservados, es
posible que exista una pequefia inversion en el orden de los genes comparado con el
HSAS alrededor del centromero del SSC4 (Moller et al. 2004). Aun asi, existen genes
que han sido localizados en regiones distintas a las esperadas. Este seria el caso del
MGT8 que esta en HSA8q22 y mapea en el SSC4q24 (Lahbib-Mansais et al. 1999) o el
F13B que estd en el HSA1q31, region homodloga al SSC9, y se posiciono en el SSC4
(Marklund et al. 1996).
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Figura 4.5. Mapa comparativo humano-porcino del cromosoma 4 porcino (Fujishima-

Kanaya et al. 2003.

Finalmente, para determinar la distribucion y las frecuencias alélicas del SNP
GO978A se analizd un panel de 111 animales formado por cinco razas porcinas
diferentes. Se escogid este SNP porque contenia una diana de restriccién y podia ser
genotipado por PCR-RFLP. El alelo G estaba fijado en Ibérico, Landrace, Large White
y Pietrain. Unicamente se encontr6 a frecuencia intermedia en los animales Meishan.
Aunque no existen evidencias suficientes, estos resultados sugeririan que esta mutacién

podria ser de origen asiatico. De Koning et al. (1999) detectaron un QTL con efecto
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sugestivo para el contenido de grasa intramuscular en la region de este gen en una
poblacion F, de Meishan x lineas holandesas comerciales. Posteriormente, en el mismo
cruce detectaron un QTL sexo-especifico relacionado con el crecimiento hasta los 25 kg
en esta region (De Koning et al. 2001a). De este modo, el efecto del gen DGATL se
podria analizar en cruces con Meishan para determinar su posible implicacion como gen

candidato.

Los resultados de este estudio han sido publicados en Journal of Animal
Breeding and Genetics (Mercadé et al. 2005b).

4.2.1.2. Adipocyte fatty-acid binding protein (FABP4)

El gen Fatty acid binding protein (FABP4) participa en el transporte de los
acidos grasos hacia los lugares de sintesis o de oxidacion de los lipidos (Veerkamp y
Maatman, 1995). Este gen fue escogido como candidato debido a su implicacion en el
metabolismo de los lipidos y porque se sitia muy proximo a la posicion con el valor de
P maximo de un QTL relacionado con deposicion de grasa dorsal en el cromosoma 4
porcino (Mercadé et al. 2005a). Ademas, un estudio previo detectd una asociacion entre
un microsatélite en el intron 1 de este gen y el contenido de grasa intramuscular en una
poblacion Duroc en la que se analizaron 992 animales. Los animales heterocigotos
ATA3 (Al y A3 representan 22 y 19 unidades de repeticion del microsatélite,
respectivamente) tenian hasta un 1% mas de grasa intramuscular que el resto de
animales. Paralelamente, los animales A1A2 (A2 son 33 unidades de repeticion)
presentaban una diferencia significativa en el peso a los 180 dias (Gerbens et al. 1998).
También se ha descrito una posible asociacion de este microsatélite con el espesor de la
grasa dorsal en una poblacion Meishan x razas europeas (Large White y Landrace)
(Gerbens et al. 2000). Todas estas evidencias indican que el gen FABP4 es un candidato

logico para este QTL detectado en el cromosoma 4.

La secuencia del gen FABP4 porcino fue descrita por Gerbens et al. (1998). En
esta secuencia se detectaron tres polimorfismos: el microsatélite previamente
mencionado en el intréon 1 y dos SNP en las posiciones 6723 y 6845 del gen (GenBank
Y16039). Con el objetivo de encontrar polimorfismos que segreguen en el cruce de

Ibérico x Landrace secuenciamos diferentes fragmentos de este gen. Concretamente se
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secuenciaron tres fragmentos que incluian la secuencia completa de los exones con la
intencion de encontrar polimorfismos que determinaran cambio aminoacidico. Se
secuenciaron los tres machos Ibéricos y siete hembras Landrace del cruce Ibérico x
Landrace y en total se detectaron 22 SNP, todos ellos se encuentran dentro de los
fragmentos de intrones secuenciados (Tabla 4.3). La existencia de este elevado numero
de polimorfismos es debido a que los intrones estdn menos conservados que las regiones
codificantes y por tanto, la tasa de mutacion es mas elevada. Ademas, es de esperar que
aparezcan mas SNP al secuenciar las regiones intronicas que no se incluyeron en este
estudio. Los SNP localizados en las posiciones 1381, 1412, 4629 y 6611 son diferencias
nucleotidicas con respecto a la secuencia de referencia, es decir, todos los animales
secuenciados presentan el mismo alelo que es diferente al de la secuencia de referencia
(GenBank Y16039). Esto puede ser debido a un error en la secuencia de referencia o a

la existencia del alelo polimédrfico en ésta ultima.

Tabla 4.3. Polimorfismos detectados en los tres machos Ibéricos y en las siete hembras

Landrace secuenciadas.

Posiciones (GenBank Y16039)

Animales
1381' 1412' 2634° 4205 4217‘ 4466 4555 4629' 4750 4782 4788
Ref. T A - G CAT T T G A T A
i10/Tier* - G C  G/A CAT- T/G T/C - AIC T/IC AIC
i20%* - G C A - G C - C C C
LD** - G - G CAT T T - A T A

Posiciones (GenBank Y16039)

5005 5069 6252° 6367 6553 6611' 6627 6723 6845°

Ref. T T G G C C « C A AIG AG

i10/Tier*  17/6 T/C G/A G/A TIC AC TG T GIA AG AG
i20% G C A A T A T T G G A

LD** T T G G C C G T A A G

' Polimorfismos respecto a la secuencia de referencia (GenBank Y16039). *:
Polimorfismos descritos en la secuencia de referencia. *: Polimorfismos genotipados en
el cruce IBMAP. *: machos Ibéricos parentales. **: hembras Landrace parentales, todos

los individuos secuenciados presentaban el mismo genotipo.
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De los 22 SNP detectados, el mas informativo es la insercion/delecion (indel) en
la posicion 2634. Todos los machos Ibéricos eran homocigotos para el alelo C mientras
que ninguna hembra presentaba este alelo. Esta posicion fue genotipada en toda la
poblacion IBMAP mediante pirosecuenciacion. Los resultados del estudio de asociacion
mostraron que este polimorfismo estaba altamente asociado con el espesor de la grasa
dorsal y caracteres de forma (peso de las paletillas y longitud de la canal) pero no estaba
asociado con el crecimiento. Estos resultados son coherentes con los obtenidos
previamente con el analisis de QTL del cromosoma 4 (Mercadé et al. 2005a). E1 QTL
para crecimiento estaba localizado dentro del locus FAT1 (Moller et al. 2004), mientras
que el gen FABP4 estaba localizado en la regién del QTL para grasa. No obstante, no
podemos asegurar que la indel sea la responsable de toda la variabilidad para grasa y
caracteres de forma. Los valores de P varian entre 0,02 y 0,05 (Tabla 3, pag. 108) al
testar el efecto del QTL considerando la existencia de la indel, por lo que no se puede
descartar la presencia de otro locus adicional segregando.

Por otro lado, los resultados obtenidos no confirmaron la asociacion del FABP4
con el contenido de grasa intramuscular previamente descrita (Gerbens et al. 1998).
Cabe destacar que esta asociacion tampoco fue detectada ni en una poblacién formada
por cerdos austriacos (Landrace, Large White y Pietrain) (Nechtelberger et al. 2001) ni
en un cruce de Meishan x cerdas europeas (Landrace y Large White) (Gerbens et al.

2000).

Con la intencion de comprender mejor la base genética de estos caracteres
realizamos un analisis con haplotipos, por lo que analizamos un SNP adicional. En un
principio quisimos genotipar conjuntamente los polimorfismos de las posiciones 4205 y
4217, pero su genotipado por pirosecuenciacion no funcion6 correctamente. De este
modo, escogimos la transicion C/T en la posicion 6252 porque era la unica que nos
permitia aplicar esta metodologia. Considerando Unicamente la indel y la transicion
existen tres haplotipos diferentes (CC, CT y DelC). Sin embargo, este analisis no nos
aport6é ninguna informacion adicional debido a que toda la variabilidad era explicada
por la indel, los efectos entre CC y CT no eran significativamente diferentes.

Debido a la falta de significacion de la transicion, analizamos mediante
haplotipos la indel, el microsatélite del intron 1 del FABP4 y el SW35. El microsatélite
del FABP4 es muy polimorfico, en nuestra poblacion hemos detectado nueve alelos,

siete de los cuales estan segregando en Landrace y dos en Ibérico. La elevada diversidad
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de alelos de este microsatélite también ha sido descrita en otros estudios (Gerbens €t al.
1998; Nechtelberger et al. 2001). Para no perder poder estadistico debido a la presencia
de multiples alelos y para poder interpretar mejor los resultados, agrupamos los alelos
en pools diferentes en funcion de sus efectos y de su valor de verosimilitud, por lo que
obtuvimos cuatro haplotipos. Para no complicar excesivamente el modelo sélo
analizamos un caricter relacionado con grasa, el BF1 por ser més significativo que el
BF2 (Tabla 3, pag. 108). Los resultados obtenidos de este andlisis indican que existe
heterogenicidad entre los animales Landrace y que hay una interaccion entre la indel y
los microsatélites FABP4 y SW35, este hecho podria ser debido a la presencia de

desequilibrio de ligamiento parcial entre el haplotipo y la mutacion causal.

Este estudio nos ha permitido obtener dos conclusiones. Por un lado, el andlisis
de haplotipos indica que este modelo explica toda la variabilidad para grasa asociada al
QTL del cromosoma 4, por lo que una mutacion en el gen FABP4 o en un locus
proximo es la responsable del efecto para grasa. Por este motivo, resultaria de gran
interés continuar buscando polimorfismos en esta region y realizar estudios de
expresion génica y de funcionalidad proteica con estas variantes alélicas, asi como
analizar estos SNP en poblaciones distintas, tanto en poblaciones de origen diferente,
como Meishan, o en poblaciones comerciales. Por otro lado, este estudio también indica
que la mutacion responsable del QTL de crecimiento se deberia buscar dentro de la
region limitada por los marcadores S0073 y S0214, dentro del locus FAT1 (Moller et al.
2004).

La posicion por RH del gen FABP4 en el cromosoma 4 fue descrita por primera
vez por Gerbens et al. (1998). Con la finalidad de realizar el mapeo fino de los QTL de
este cromosoma afiadimos, entre otros marcadores, el microsatélite de este gen. El mapa
de ligamiento obtenido con el CRI-MAP (Green et al. 1990) situdé el FABP4 entre los
marcadores SW35 y SW839 (Mercadé et al. 2005a). Posteriormente, al afadir dos
polimorfismos adicionales en el analisis del gen FABP4, repetimos el mapa de
ligamiento obteniendo un orden ligeramente diferente. El nuevo orden situa el FABP4
entre los marcadores SW317 y SW35. Esta nueva localizacion coincide con la descrita
en el mapa comparativo entre cerdo y humano para el cromosoma 4 porcino disponible

en la pagina web de Beattie (http://www.ag.unr.edu/beattie/) (Figura 4.6). En este mapa

comparativo aparece la posicion cromosdémica (mapa RH) de diferentes marcadores y
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clones. Uno de estos, el EST-AR037HO03 contiene el gen FABP4 y como se puede
observar en la Figura 4.6, se sitia entre los marcadores SWr981 y SW45. Estos
marcadores se sitian proximos al SW317 y SW35, como aparece en el mapa de

ligamiento de esta figura.

Finalmente, analizamos las frecuencias alélicas de la indel en un panel de 147
animales correspondientes a diez razas diferentes (Tabla 8, pag 113). Babirusa y Pecari
fueron utilizados como outgroup y permitieron determinar que el alelo C es,
probablemente, el mas ancestral y que la delecion de esta C origind el alelo mutante.
Asimismo, se observo que la delecion segregaba a frecuencias intermedias en razas no
seleccionadas como Ibérico, Meishan y jabali, lo que indicaria que se trata de una
mutacion antigua. Por el contrario, la delecion se encontrd a frecuencias elevadas en
razas altamente seleccionadas para crecimiento y bajo contenido en grasa, sugiriendo

que se ha producido una seleccion indirecta de esta mutacion.

Los resultados del andlisis del gen FABP4 como candidato y su asociaciéon con
grasa han generado un manuscrito que se encuentra bajo revision en Journal of Animal

Science (Mercadé et al. 2006b).

Figura 4.6. Mapa comparativo porcino-humano del cromosoma 4 del cerdo

(http://www.ag.unr.edu/beattie/). En este mapa aparece el mapa de ligamiento y fisico

(mapa RH) del cromosoma 4 porcino y su regién de homologia con los cromosomas 1y
8 humanos. El clon EST-AR037HO03, los marcadores SW1364 y S0214 que limitan el
locus FAT1 y los marcadores SW317 y SW35 estan sefialados.
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4.2.1.3. CDP-diacylglycerol synthase 1 (CDSL)

El enzima CDS1 genera CDP-diacilglicerol a partir de 4cido fosfatidico. De este
modo, el gen CDSL interviene en el metabolismo de los fosfolipidos y en otros procesos
celulares, aunque sus funciones bioldgicas no estan del todo establecidas (Kent et al.
1995; Heacock et al. 1996). Este gen no habia sido caracterizado ni localizado en
porcino y fue escogido como posible candidato para un QTL relacionado con la

composicion de acidos grasos detectado en el cruce IBMAP en el cromosoma 8.

En primer lugar, disefiamos cebadores en las regiones mas conservadas del
ARNm de humano, rata y raton que permitieron amplificar y secuenciar 2.464 pb del
ARNm de este gen en porcino, el cual contiene 949 pb de region 5°-UTR, 1.383 pb de
region codificante y 133 de regién 3’-UTR y codifica para una proteina de 461
aminoacidos. Esta secuencia fue depositada en el GenBank con numero de acceso
DQ105588. La similitud a nivel nucleotidico y aminoacidico es elevada, del 85-92% y
del 94-96%, respectivamente entre porcino, humano, raton y rata. Mediante el programa
NPS@: Network Protein Sequence Analysis (Combet et al. 2000) predecimos los
dominios. Encontramos siete dominios transmembranales y el motivo phosphatidate

cytidylyltransferase que estan conservados entre las diferentes especies.

Otro objetivo de este trabajo era determinar la estructura del gen CDSL. La
organizacion de este gen no habia sido descrita en ninglin trabajo hasta que, muy
recientemente, se ha publicado en raton (Inglis-Broadgate et al. 2005). Para determinar
la estructura del gen en porcino nos basamos en la organizacion de su ortélogo humano

que aparece en el Ensembl Genome Browser (http:/www.ensembl.org). Los resultados

obtenidos nos indicaron que el gen estaba constituido por 13 exones y 12 intrones
(Figura 2, pag. 136). De forma general, los exones son de tamafio pequefio y los
intrones son mayores (Tabla 4.4). Estos resultados concuerdan con la estructura de los

genes CDS1 de humano y raton.
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Exon

Intron 3°

Tabla 4.4. Estructura del gen CDSL porcino.

Intron 5°

1 ACCTGCTGCG 654 CAGTGACAAA - -

2 - GAAACAGATA 128 TGTCTTCAAG GTATGAGTTG ~6000
3 TCCCTTGTAG GTGGAAAAAC 97 GATGCTTCTT GTAAGTGTTT ~7000
4 TTGGTTTCAG GTTCTAGGCA 98 CACTCAGCTG GTAAGTGACA ~4000
5 TAAATTATAG GTATTTTCTA 140 TATCTGGCAG - -

6 - GTTTCTGCAT 59 GTTTTATATG GTACGTATTA ~2000
7 CTATTAACAG TTCGCATGGA 83 GCATGATATG GTAAGCCGAC ~2200
8 CTTTTTTAAG GTTCCTTGTT 88 ACTAATTAAG GTCACGGAGA ~4000
9 CCTTGTGCAG TTGTCTCCTA 69 TGGATTCATT GTGAGTTTTA ~9000
10 TGCGATTTAG GCCGCCTACG 153 GTTAAGACAG GTAAGATGCA ~1100
11 TCCTCTTCAG GAAGCTGTGA 120 CAAAATCAAG GTGTGTATTT ~2300
12 TTTCCTGAAG GATTTTGCGA 104 GTTTTATAAG GTACTTGTTC ~5300
13 CTGTTATCAG GGGTCCAAAT 260 TTTTACAGAC

La secuencia y el tamafio de los intrones 1 y 5 no se pudieron determinar

Una vez conocida la secuencia del ARNm del CDSL, buscamos polimorfismos
mediante la comparacion de las secuencias obtenidas en dos animales de cada una de las
siguientes razas: Ibérico, Landrace, Large White, Pietrain y Meishan. Encontramos tres
SNP en los exones 10 y 11, dos de los cuales implican cambio aminoacidico. El primer
SNP es una transversion A1006C que causa un cambio de prolina por treonina en la
posicion 336 de la proteina. La prolina es un aminoacido hidrofébico con un grupo a-
amino en la cadena lateral, mientras que la treonina es polar y contiene un grupo
alcoholico en la cadena lateral. A pesar de que estos dos aminoacidos presentan
caracteristicas diferentes, no disponemos de evidencias suficientes para suponer que un
unico cambio aminoacidico pueda afectar a la estructura de la proteina y por extension,
a su funcionalidad. Los otros dos SNP se localizan en el exon 11. Uno de ellos es una
transicion C1037T que produce un cambio aminoacidico de una alanina por una valina
en la posicion 346 de la proteina, al ser un cambio conservativo, en principio no tendra
ninguna repercusion ni en la expresion del gen ni en funcionalidad de la proteina. El
ultimo SNP es una transversion G1038T que no implica cambio aminoacidico. De estos
SNP elegimos el que causaba un cambio aminoacidico no conservativo para calcular sus
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frecuencias alélicas en cinco razas porcinas diferentes (Tabla 3, pag. 137). El alelo C es
el mas frecuente en todas las razas, excepto en Ibérico, y posiblemente se trata del alelo
ancestral ya que éste es el nucledtido que presentan, en esta posicion, los genes

ortdlogos en humano, rata y raton.

La expresion de este gen se ha detectado en diferentes tejidos humanos, de rata 'y
ratobn pero no tiene una expresion ubicua. De forma general se expresa en cerebro,
intestino delgado y testiculo, aunque en cada especie presenta particularidades (Heacock
et al. 1996; Lykidis et al. 1997; Saito et al. 1997; Inglis-Broadgate et al. 2005). La
expresion del gen en porcino no se conocia, para analizarla hemos empleado PCR
cuantitativa. Debido a las exigencias de esta técnica y del material animal que
disponiamos, analizamos la expresion del gen en siete tejidos de dos machos Ibéricos
comparables. Estos tejidos fueron: higado, musculo esquelético, grasa dorsal, estémago,
pancreas y testiculo. Los resultados indicaron que la expresion de este gen es muy baja
en todos estos tejidos, excepto en testiculo (Figura 3, pag. 138). Este patron de
expresion es coherente con los obtenidos en las otras especies. Hasta el momento no se
ha determinado porqué en testiculo se expresa de forma abundante, no obstante, conocer

el motivo de esta expresion diferencial ayudaria a entender mejor la funcion del gen.

Al caracterizar el gen CDSI amplificamos de forma simultdnea un fragmento del
gen CDX2. Como tampoco se habia descrito este gen en porcino, intentamos amplificar
todo su ARNm. Obtuvimos una secuencia de 1.240 pb que contiene de forma casi
completa la region codificante y 115 pb de la region 3°-UTR. Esta secuencia también ha
sido depositada en el GenBank con niimero de acceso DQ105590. Al igual que el gen
CDSl, el CDX2 porcino mantiene una elevada similitud nucleotidica respecto a sus
ortdlogos en humano, rata y raton, siendo del 89-93%. En cambio, la similitud entre los
dos genes porcinos es del 70%. Sin embargo, cabe destacar que los porcentajes estan
calculados considerando la region codificante comuin de secuencia, es decir, no se ha
incluido los dos primeros exones de ambos genes. De la secuencia del gen CDX2
obtenida hemos deducido una proteina parcial de 375 aminoacidos, la cual mantiene una
identidad del 75% respecto a la proteina CDSI1 porcina. En el anexo 3 se muestra el
alineamiento de la region homoéloga de ambas proteinas con las secuencias disponibles.
Finalmente, obtuvimos un fragmento de 505 pb del gen CDX2 que contiene el

fragmento distal de la region 5’-UTR hasta el codéon de inicio. Esta secuencia fue
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depositada en el GenBank con numero de acceso DQ105589.
Como era de esperar, en este gen también hemos detectado siete dominios
transmembranales y el motivo phosphatidate cytidylyltransferase ya que se encuentran

conservados en todos los miembros de esta familia génica.

Debido a que estos dos genes no habian sido caracterizados previamente en
porcino ni tampoco se habia realizado ningiin estudio para determinar su origen,
realizamos un estudio filogenético mediante el método Neighbor-Joining empleando las
secuencias de proteina disponibles e incluyendo Arabidopsis como outgroup. Los
resultados obtenidos muestran dos agrupaciones diferentes, una con las secuencias del
gen CDSL y la otra con las secuencias del gen CDX2. Sin embargo, todas estas
secuencias parten de un nodo que incluye los mamiferos, peces y aves, lo que indicaria
que la duplicacion del gen ancestral CDSfue anterior a la divergencia de los vertebrados

(Figura 5, pag. 140).

Finalmente, hemos llevado a cabo la localizacion cromosémica de los dos genes
en porcino mediante el panel de células somaticas hibridas irradiadas IMpRH (Yerle et
al. 1998). El gen CDSL porcino se localizo en el cromosoma 8 a 26 cR del marcador
SW1980. Esta region mantiene homologia con el cromosoma 4 humano. El gen CDS2
porcino se mape6 en el cromosoma 17 entre los marcadores SWR1120 y SWR1133,
region homologa al cromosoma 20 humano (Figura 4, pag 139). Estos dos genes fueron
posicionados en humano en el HSA4q21-22 y HSA20p13, respectivamente (Halford et
al. 1998; Volta et al. 1999), por lo que las posiciones obtenidas en estos dos genes
porcinos son coherentes con las localizaciones descritas en humano. Sin embargo, la
posicion obtenida del gen CDSL porcino lo sitia fuera del intervalo de confianza de los
QTL relacionados con caracteres de composicion de acidos grasos detectados en el

cromosoma 8.
Con los resultados obtenidos de la caracterizacion de los genes CDSL y CDS2

porcinos se ha generado un manuscrito, el cual ha sido aceptado en Animal

Biotechnology (Mercadé et al. 2006c¢).
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4.2.1.4. Acyl-CoA synthetase long-chain 4 (ACSL4)

El gen AC3.4 participa en la reaccion de activacion de los acidos grasos para
que estos puedan participar en diferentes rutas metabdlicas. De este modo, el ACSL4 es
imprescindible tanto para sintesis de lipidos como para su catabolismo (Suzuki €t al.
1995). Los estudios previos realizados en el cruce Ibérico x Landrace han detectado
varios QTL para caracteres de grasa, crecimiento y composicion de acidos grasos en el
cromosoma X. Escogimos el gen AC3.4 tanto por su posicion obtenida por el mapa

comparativo humano-cerdo como por su funcioén en el metabolismo de los lipidos.

El primer objetivo fue mapear fisicamente el gen ACS. 4 para determinar su
posicion en el cromosoma X porcino. Mediante el panel de células somaticas hibridas
irradiadas IMpRH (Yerle et al. 1998) este gen se localiz6 a 53 cR del microsatélite
SW1426. Esta posicion obtenida era coherente con la esperada por el mapa comparativo

(McCoard et al. 2002).

Los resultados del mapeo fisico por RH han sido publicados en Animal Genetics
(Mercadé et al. 2005¢).

El gen ACSL4 no habia sido caracterizado previamente en porcino. Por tanto, el
segundo objetivo fue secuenciarlo y detectar polimorfismos. Para amplificar el ARNm
del AC3_4 porcino disefiamos cebadores en las regiones mas conservadas del ARNm de
humano, rata y raton. Mediante la secuenciacion de los fragmentos amplificados
obtuvimos la secuencia casi completa del ARNm. Esta secuencia consta de 4.906 pb, de
los cuales 124 pb son region 5°-UTR, 2.013 pb region codificante y 2.769 pb region 3’-
UTR. Esta secuencia fue depositada en el GenBank con nimero de acceso DQ144454.
La region codificante del gen mantiene una elevada identidad tanto a nivel nucleotidico
(89-93%) como a nivel aminoacidico (97%) con sus ortélogos en humano, rata y raton.

En humano y raton se han descrito dos variantes del ARNm del gen ACSL4. La
variante 2 contiene 313 nucledtidos adicionales que determinan a que el codén de inicio
se sitlie antes. En porcino también hemos detectado esta segunda variante, en este caso
el fragmento es de 291 nucleodtidos pero, al igual que en humano y raton, la proteina
resultante contiene 41 aminoacidos adicionales. Esta secuencia fue también depositada

en el GenBank con niimero de acceso DQ144455.
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Con la finalidad de determinar la expresion de estas dos variantes analizamos,
mediante RT-PCR, diferentes tejidos disponibles: higado, corazén, pulmoén, bazo,
estomago, cerebro, musculo, grasa, itero, ovario y testiculo. La variante 1 se expresa en
todos los tejidos analizados, mientras que para la variante 2 Unicamente se detectd
expresion en cerebro. Estos resultados concuerdan con los descritos en humano y raton.
El hecho de que la variante 2 se exprese s6lo en cerebro ha sugerido que se trata de una

isoforma especifica de este tejido (Cao et al. 2000; Meloni et al. 2002).

Paralelamente predecimos los dominios mas conservados de la proteina
mediante el programa NPS@: Network Protein Sequence Analysis (Combet et al. 2000).
El resultado de este analisis revelé dos dominios ATP/AMP-binding (aminoacidos 234-
245 y 424-429, respectivamente), que se encuentran conservados en todos los enzimas
de esta superfamilia, y un motivo acil-CoA sintasa (aminoacidos 506-531), que es
esencial para la actividad catalitica del enzima y determina la especificidad para el acido

graso (Kee et al. 2003; Weimar et al. 2002).

Por otra parte, para detectar polimorfismos secuenciamos el ARNm del ACS.4
en dos animales de cada una de las razas siguientes: Ibérico, Landrace, Large White,
Pietrain, Meishan y Duroc. Encontramos un total de diez SNP, todos ellos situados en la
region 3°-UTR que se agrupan en dos haplotipos, al menos en los animales
secuenciados (Tabla 1, pag 84). Los polimorfismos en la region 3’ no codificante, a
pesar de que no implican un cambio aminoacidico, pueden tener un efecto funcional, en
otros genes se ha descrito que son importantes para la estabilidad del ARNm y para la
regulacion de la expresion génica (Hesketh, 2004).

Para evaluar el efecto de estos polimorfismos y analizar su segregacion en el
cruce IBMAP, desarrollamos un método de genotipado por pirosecuenciacion para la
transicion G/A en la posicion 2645. La frecuencia del alelo G en la poblacion parental es
del 67% en los machos Ibéricos y del 14% en las hembras Landrace. Al no estar fijadas,
realizamos un estudio de asociacion con diferentes caracteres para determinar el efecto
de estos polimorfismos. En primer lugar realizamos el mapa de ligamiento con el
programa CRI-MAP (Green et al. 1996), localizando el gen ACS.4 entre los
marcadores SW2476 y SW1943. Esta posicion coincide con los resultados obtenidos

previamente con el mapeo por RH (Mercadé et al. 2005c).
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Detectamos asociacion de este gen con el porcentaje de acidos grasos
monoinsaturados y en concreto, con el porcentaje de oleico. Ademas, cuando testamos
el efecto del gen considerando la presencia de un QTL, éste ultimo no resultd
significativo, en cambio, el SNP aument6 su significacion (Tabla 4.5), por lo que nos
aporta mayores evidencias de la implicacion de este gen en el metabolismo de los acidos

grasos.

Tabla 4.5. P valor de los QTL y del analisis de asociacion.

1(QTL) 2 (Asociacion) 3 (QTL+SNP)

Fos Pl 2 N Eal Pori+acsia Porl Pacsia
LW 73 5x10°  0.60 1x10° - - -
C20:1(n-9) 52  2x10° 0.04 - - - -
C18:1(n-9) 72  5x10° 0.22 3x107 3x10°  0.17 7x10™
MUFA 73 6x10°  0.15 3x107 3x10°  0.15 9x10™
%Haem 82  4x10" 0.24 - - - -
a* 80  3x10° 0.14 - - - -

LW: peso vivo; C20:1(n-9): gadoleico; C18:1(n-9): oleico, MUFA: acidos grasos
monoinsaturados; % Haem: hematina; a*: valor Minolta a. *: posicion del QTL en cM;

el gen AC3.4 se localizo a 70.4 cM. ® P valor nominal

Sin embargo, estos resultados se deben interpretar con precaucion debido a que
se trata de un cruce experimental, en el cual el desequilibrio de ligamiento existente es
importante. Por tanto, es probable que los efectos significativos detectados sean
causados en realidad por genes mas o menos proximos al QTL y no por el polimorfismo
analizado (Zhao et al. 2003; Varona et al. 2005). Ademas, el gen ACSL4 se encuentra
en una region del cromosoma en la que se ha descrito la existencia de bajas tasas de
recombinacion (Stumpf, 2002; Cepica et al. 2004). En teoria, los estudios de asociacion
dan resultados significativos cuando los polimorfismos son la mutacidon causal, pero en
la mayoria de los casos, debido al desequilibrio de ligamiento, inicamente podemos
afirmar que los efectos significativos son debidos a que la mutacion causal se encuentra
en un locus proximo. Para disminuir parcialmente el efecto del desequilibrio de
ligamiento hemos incluido, tanto en el caso del gen ACSL4 como en el FABP4, un

modelo que testa el efecto del SNP considerando la presencia de un QTL (ultima
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columna tabla 4.5) (Zhao et al. 2003). Sin embargo, para evitar esta problematica, los
estudios de asociacion se deberian realizar idealmente en poblaciones comerciales en las
cuales los polimorfismos estén segregando y no haya alelos alternativos fijados. De este
modo, a pesar de detectar asociaciones significativas del gen ACSL4 con el porcentaje
de acidos grasos monoinsaturados, no podemos concluir que este gen sea el responsable

de los efectos observados.

Como ya se ha apuntado en la introduccion, la importancia de detectar genes
candidatos relacionados con la composicion de los acidos grasos es debida a que estos
caracteres afectan a la calidad de la carne. La calidad de la carne en porcino no sélo es
importante para el consumo de ésta, sino también es importante para la industria de los
productos curados, cuyo consumo ha aumentado en los ultimos afios y se exigen
productos de mayor calidad. Para esta industria, un alto contenido en grasa
intramuscular y dorsal son caracteristicas interesantes ya que estos productos tienen una
deshidratacion mas lenta y el proceso de curado puede ser mas largo, el cual favorece
las reacciones producidas por proteinas y lipidos generadores de compuestos volatiles
responsables del gusto y aroma. Estas reacciones estan influidas por la composicion de
acidos grasos, un alto contenido en oleico es el responsable de un aroma agradable,
mientras que un alto contenido en 4cidos grasos poliinsaturados, como el linoleico,

pueden causar procesos de enranciamiento (Silié y Rodriguez, 2002).

De forma general, todos los trabajos de barrido genémico en este cromosoma
posicionan la mayoria de QTL dentro de un intervalo méas o menos amplio flanqueado
por los marcadores SW259 y SW1943. A pesar de que se han ido cartografiando
diferentes genes en el cromosoma X porcino (McCoard et al. 2002; Mikawa et al.
2004), pocos se sitiian en este intervalo concreto. Con la finalidad de obtener un mapa
mas fino de esta region, Cepica et al. (2004) posicionaron siete genes adicionales dentro
de este intervalo (Figura 4.7) que nos pueden ayudar a afinar un poco mas en la

busqueda de genes candidatos en esta region.
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Figura 4.7. Mapa de ligamiento del cromosoma X porcino. A la derecha en rojo

aparecen los 7 genes cartografiados por Cepica et al. 2004. Adaptada de USDA-MARC.

Finalmente, analizamos las frecuencias alélicas del SNP de la posicion 2645
para evaluar su distribucion en diez razas porcinas (Tabla 2, pag. 85). Mediante la
secuencia obtenida en Babirusa determinamos que el alelo G era probablemente el
ancestral. Este alelo se encuentra a frecuencias intermedias en las razas europeas, tanto
en razas altamente seleccionadas, como Landrace o Pietrain, como en razas rusticas,
como Ibérico o jabali, mientras que este alelo se encuentra casi fijado en razas de origen

asiatico.

Con los resultados de este estudio se ha elaborado un manuscrito que ha sido

aceptado en Animal Genetics (Mercadé et al. 2006a).

176



Discusién

4.3. Discusion general

Actualmente se conoce un elevado nimero de QTL en la especie porcina,
generalmente obtenidos por el cruce experimental de razas o poblaciones
fenotipicamente divergentes. La mayoria de estos QTL estan relacionados con el
crecimiento y con caracteres grasa. Ademads, algunos de ellos han podido ser
confirmados en poblaciones comerciales. El siguiente paso es identificar los genes
candidatos posicionales para estos QTL. En este punto, disponer de la maxima
informacion gendémica es importante para elegir los genes candidatos. Actualmente

existen algunas bases de datos de las cuales se puede extraer informacion, como seria el

Obesity Gene Map Database (http:// obesitygene.pbrc.edu) donde aparece una revision
de genes candidatos relacionados con el engrasamiento. En esta base de datos se
presentan resultados de estudios de asociacion realizados en humano, estudios de
knockout en ratones para determinar la funcion bioldgica de los genes y QTL descritos
en diferentes especies, entre otros. Este tipo de informacion se debe considerar en el
momento de seleccionar los genes candidatos en las diferentes especies domésticas. De
hecho, muchos genes previamente descritos en humano se han analizado en otras
especies y al contrario, genes asociados con caracteres de interés en otras especies
pueden aportar informacién valiosa para la salud humana. Por otro lado, disponer de la
secuencia completa del genoma humano, ratdon y otras especies modelo, asi como la
secuencia en porcino y de la informacion obtenida de estudios de expresion génica nos

puede ayudar en gran medida a seleccionar el gen de interés.

Ademas de tener en cuenta la informacion disponible en otras especies, para
incrementar en cierta medida las posibilidades de detectar la mutacion causal se
necesitan localizaciones de QTL mas precisas. Mediante el mapeo fino de los QTL se
puede aumentar el poder de deteccion del estudio y reducir el intervalo de confianza.
Otra estrategia es afnadir informacién obtenida por estudios de expresion (eQTL), en
estos estudios los niveles de expresion de un gen o locus se tratan como un caracter
cuantitativo. Mediante estas aproximaciones se obtienen loci mas delimitados en los que
se buscan polimorfismos y se realizan estudios de asociacion con caracteres de interés.
Sin embargo, como se ha ido comentando a lo largo de este trabajo, el éxito en la
deteccion de mutaciones causales es muy bajo, en parte debido a la importante presencia

de desequilibrio de ligamiento en los cruces utilizados. Aunque estos resultados no nos
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permitan detectar la mutacion causal, algunos de los polimorfismos pueden ser
empleados en modelos de seleccion asistida por marcadores (MAS).

El éxito de la aplicacion de la MAS depende de varios factores. Entre los cuales
hay la capacidad de identificar genes o marcadores ligados a los genes que explican el
efecto del QTL, la capacidad de testar si la variabilidad alélica estd segregando en la
poblacion y en entender como estos genes interaccionan con el ambiente o con otros
genes que afectan a estos caracteres de interés econémico. Ademas, todo ello de debe
llevar a cabo de una manera eficiente y econdmica para que esta tecnologia pueda ser
aplicada en las granjas de seleccion. Sin embargo, se debe tener cuidado al implementar
métodos MAS cuando so6lo se consideran uno o pocos marcadores, la seleccion con un
marcador puede tener efectos negativos en otros caracteres debido a efectos
pleiotropicos del gen o debido a genes proximos ligados al marcador que afectan a otros

caracteres.

De forma general, hemos realizado el mapeo fino de QTL previamente
detectados en el cruce IBMAP en los cromosomas 4, 8 y X. Ademds de incrementar el
nivel de significacion y delimitar la localizacion de estos QTL, hemos podido detectar
nuevos QTL. Por otro lado, hemos analizado cuatro genes candidatos (FABP4, DGAT]1,
AC3 4 y CDSl), para el ACS 4y el CDSL no se conocia la secuencia nucleotidica del
gen, ni del ARNm ni tampoco su localizacion cromosdmica en la especie porcina. En
los cuatro genes hemos detectado polimorfismos, aunque la mayoria se localizan en
regiones no codificantes o no determinan cambio aminoacidico. Este hecho no es de
extraiar ya que la mayoria de variaciones dentro de regiones codificantes generan
sustituciones silenciosas o cambios conservativos con efecto pequefio o no aparente
sobre la funcion de la proteina (Kim et al. 2001). Finalmente, para los genes FABP4 y
ACSL4 hemos realizado estudios de asociacidon con caracteres de grasa y calidad de la
carne. A pesar de detectar asociaciones significativas no se puede asegurar que se ha
encontrado la mutacion causal. Por tanto, seria de gran interés realizar estudios de

expresion o testar estas asociaciones en otras poblaciones.
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1.) Se ha realizado el mapeo fino de QTL previamente detectados incrementando la
densidad de marcadores y el nimero de meiosis informativas. Para los cromosomas
2,4,7,8,13 y X se han genotipado 18 marcadores adicionales en los 321 animales
F,. Para los cromosomas 4, 8 y X se han genotipado 29 marcadores en 87 animales

F5 y 85 animales procedentes del retrocruce.

2.) En el cromosoma 4 se han identificado al menos dos QTL. El primero se sitia
proximo al gen FABP4 y afecta a la deposicion de grasa dorsal. El segundo se
localiza dentro de la region del FAT1 y esta relacionado con el crecimiento. Ambos
QTL mantienen efecto pleiotropico con caracteres de forma (peso de las paletillas y
longitud de la canal). También se ha detectado un QTL para el pH 24h post-mortem

que no habia sido descrito previamente en este cruce.

3.) En el cromosoma 8 se ha reducido el intervalo de confianza de los QTL que afectan
al porcentaje de 4cido palmitico, longitud media de la cadena de los 4cidos grasos y
valor Minolta a*, detectados previamente. Asimismo, se han identificado dos
nuevos QTL para crecimiento y porcentaje de grasa muscular y se ha aumentado la

significacion del QTL con efecto sobre el valor Minolta b*.

4.) El andlisis conjunto de unos 3.000 animales procedentes de cinco cruces diferentes
ha permitido incrementar el poder de deteccion de QTL en el cromosoma X. Se han
identificado dos loci. Uno entre los marcadores SW259 y SW1994 relacionado con
el peso de los jamones y longitud de la canal y el segundo, entre los marcadores
SW2476 y SW1943, que afecta a la deposicion de grasa dorsal y al peso de las
paletillas.

5.) Al analizar el cromosoma X considerando unicamente el cruce IBMAP, se han
detectado diferentes QTL que no habian sido descritos previamente. Se han
encontrado QTL para crecimiento, porcentaje de acidos oleico y gadoleico,

porcentaje de acidos grasos monoinsaturados y contenido de hematina.

6.) Se han identificado cuatro polimorfismos en el ARNm del gen DGATI1, pero
ninguno implica cambio aminoacidico. Ademads, todos ellos segregan a frecuencias

muy bajas en la poblacion IBMAP. Este gen se ha posicionado por RH en el
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cromosoma 4 entre los marcadores SW2404 y S0227, situdndolo fuera del intervalo

de confianza del QTL para deposicion de grasa dorsal.

7.) La secuenciacion del gen FABP4 ha permitido identificar 22 polimorfismos, todos
ellos situados dentro de intrones. Para uno de ellos, la insercién/delecion en la
posicion 2634, se detectd una asociacion altamente significativa con la deposicion

de grasa dorsal y con caracteres de forma.

8.) El andlisis por haplotipos de los polimorfismos del gen FABP4 determin6 que toda
la variabilidad estaba explicada por la indel. Se realiz6 un segundo analisis por
haplotipos con la indel, el microsatélite del FABP4 y el SW35, el cual indico la
presencia de heterogenicidad dentro de las hembras Landrace y una interaccion

entre estos tres marcadores.

9.) Se ha obtenido una secuencia de 2.464 pb del ARNm del gen CDSl y se ha
determinado la estructura de este gen, el cual consta de 13 exones. También se han
identificado tres polimorfismos, dos de ellos producen cambio aminoacidico. Se ha
observado una reducida expresion de este gen en todos los tejidos analizados,
excepto en testiculo. Este gen se ha posicionado en el cromosoma 8 a 26 cR del
marcador SW1980, fuera del intervalo de confianza de los QTL detectados en este

cromosoma.

10.) Se han aislado y secuenciado dos fragmentos del ARNm del gen CDX2, uno de
1.240 pb que incluye préacticamente la totalidad de la region codificante y otro de
505 pb que contiene la parte distal de la region 5°-UTR. Este gen se ha localizado en
el cromosoma 17 entre los marcadores SWR1120 y SWR1133.

11.) En el estudio filogenético de los genes CDSlL y CDX2 se observa una clara
diferenciacion entre las secuencias del gen CDS1 y las del gen CDS2, sugiriendo
que la duplicacién del gen ancestral CDS fue anterior a la divergencia de los

vertebrados.
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12.) Se ha determinado una secuencia de 4.906 pb del ARNm del gen ACS.4 y se han
observado dos formas de este ARNm, una de ellas contiene 313 nt adicionales y se
expresa unicamente en cerebro. Este gen ha sido localizado por RH en el
cromosoma X a 53 cR del marcador SW1426, situandose dentro del QTL para el

porcentaje de oleico.

13.) El anélisis comparativo de la secuencia del ARNm del gen AC3.4 en diferentes
razas porcinas ha permitido encontrar 10 polimorfismos, todos ellos situados en la
region 3’-UTR, que determinan dos haplotipos. Mediante el analisis estadistico se
ha detectado una asociacion significativa de este gen con el porcentaje de acido

oleico y el contenido de 4cidos grasos monoinsaturados.
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Anexo 1

Marcadores excluidos del analisis de QTL por su baja informatividad o dificultad
de amplifiacion

Cr. Marcador Cr. Marcador

S0307 DG33
SW1883 SW763
2 SW2167 SW1085
SW2134 ° SW1337
SW2442 SW1679
S0023 SW2160
* SW2435 SW864
SW252 13 SWI1378
SW352 SW1691
SW472 S0218
7 SW859 SW1426
SW1409 X SWI1903
SW1856 SW2588
SW2428 SWr1861

Cr.: cromosoma

Marcadores genotipados en la F3 y RC

Cr. Marcador Secuencia de los encebadores 5 —» le Tamafio aldlos Num.

3 (pb) alelos
GGTACTTTCTGATCTAATGGTG

aFABP  GGeaacTcTTGasGTCTTTCTC 77 249-252 9
001 reaTiceTAGOGTGAGAAGE 090 182196 5
STE  fpaomiTmaTecoaTcaama  BE1 LB
awor ST, o0 e
Yomae e GToATTaG 098 123134 S
DL [GATGIGTITATOTGTTTGA 083 250263 8
SNADA , corcrcorrorriTicieree. | 7L 127075 s
s SEACIMCTONE o see
wes IMTEAITOG e s
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CCTCCCTGGCACTCATTG

VA4S ACACACACAAGCAGGTGC 1,00 183-206 6
ACCAGGTTGAGTCACATCTGC

524\ GGTCTGGTACCCGTCCTG 0,80 147-213 4

onsg  TCCTACCAGAAATCCTACCACA 057 205219 6

ATGGGAAGAGAATCTGACAAGG
GGAAACCAGGATAACAGGAGG

VB39 1A ACCCACTGTACCACCAAGG 1,00 143-171 4

0017 CTAGGAGAAAATCTGAGGTT 098 161-174 5

GTTTGAATGGAGGTGCTGTA
TGCAAAACTAATGTTTGTGTTGCC
0069 CATATGCCACAGGTGTGACCTAAA 0,53 160-175 7
ATTAGAGCCACCTGAAGGCT
144 CGTTGGTCGGCAGCTATAGC 0,83 209216 6
GCTAATGCCAGAGAAATGCAGA
80225 CAGGTGGAAAGAATGGAATGAA 0.81 168-185 4
8 ATTTGCCCCCAAGGTATTTC
S\2410 CAGGGTGTGGAGGGTAGAAG 1,00 105-120 5
GAGAGGGATGAGCACTCTGG
SWe1 AGAGCATTCCAGGCTTCTCA 1,00 237-265 10
ATCCCAACCTTCTTTCAAAGG
SAB05 TCCAGTGGCAGAACAACATG 0,63 130-146 5
AACTTCCATATGCCACAGGTG
SAMr1101 GGTCCTCCTCAGAAAGTCCC 1,00 118-170 9
TGGAACATGATGGAGGATAATG
CTAATGTTGACTTGATTAATGGGC
SN1608 TGAAGCTTCTACTTAAGGAAGAATC 0,90 122-136 6
ATTCCCCTTGACACATTAATGG
SN1943 TATGGCTGAGTAGTATTCCATTTTG 0,77, 98-104 5
GCTGTCTGGCTTTGGACAG
SN2059 ACTAAGTTCCAGGCACTCAGAC 1,00 172-186 6
CCTAAATGTCCATCTATAAATGAATGAC
X SN2126 CATTATTTTGTCCTTTTTAATAGCTGAG 0,65 134-152 7
SAD456 GAGCAACCTTGAGCTGGAAC 095 186208 6

AATGTGATTGATGCTGTGAAGC
TAGTACCTAGGCTTCCCCAGG
SN2470 CTTTGTCTCTCCCTCTCCATAC 0,73 162-170 6

GAGAGGGACAGAGCTGAGAGC

SN2476 T TGAGGTTTGATGGCACG 0,85 91-101 5
TGAGCAATGAGTTCAATGCC
VM9 1 CGTTGGTGAAGGCATCC 1,00 181-206 6

Cr.: cromosoma; le: informatividad; Num alelos: niimero de alelos del marcador
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Effect of the porcine | GF2-intron3-G3072A substitution in an

outbred Large White population and in an I berian by Landrace

J. Estellé, A. Mercad¢, J. L. Noguera, M. Pérez-Enciso, C. Ovilo, A. Sanchez, J. M.
Folch

Journal of Animal Science (2005) 83(12):2723-2728



ANEXO 3

Alineamiento de la region homologa de 374 aa de los genes
CDS1 y CDS2 de diferentes especies mediante el programa
Clustal X



PigCdsl
DogCds1
HumanCds1
ChimpCds1l
MouseCds1
RatCds1l
ChickenCdsl
ZefrafishCDS1
PigCds2
CowCds2
DogCds2
HumanCds2
ChimpCds2
MouseCds2
RatCds2
ChickenCds2
ZebrafishCds2
Drosophi laCds
YeastCdsl
Arabidopsis
Clustal Consensus

PigCdsl
DogCds1
HumanCds1
ChimpCds1
MouseCds1l
RatCds1
ChickenCdsl
ZefrafishCDS1
PigCds2
CowCds2
DogCds2
HumanCds2
ChimpCds2
MouseCds2
RatCds2
ChickenCds2
ZebrafishCds2
Drosophi laCds
YeastCdsl
Arabidopsis
Clustal Consensus
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IRTVWTFVMISGFFITLASGHAWCIVLILGCQIATFKECIAVTSASGREKNLPLTKTLNWYLLFTTIYYLDG——-——KSLFKFFQATFYEYPVLNFIVTNH
VRTYSTLWMIGGFVLVVYMGHLY ITAMVVVIQ IFMAKELFNLLRKAPEDKCLPY IKQLNWHFFFTAMLFVYGRILSQRLANTMTADQFFYRLVSGLIKYH
e - *xooox oo > : *: o* ook - *xooo o F_Fococo: . * i - - >

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

R PR b----1---- SO R R e R EEEEY PR EEEEY PR PRy |
RFEISFALYLAGFCMFVLSLVKKHYRLQFYMFAWTHVTLLITVTQSHLVIQNLFEGMIWFLVPISSVICNDITAYLFGFFFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGG
RFISFALYLAGFCMFVLSLVKKHYRLOQFYMFAWTHVTLLITVTQSHLVIQNLFEGMIWFLVPISSVICNDITAYLFGFFFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGG
RFISFALYLAGFCMFVLSLVKKHYRLQFYMFAWTHVTLLITVTQSHLVIQONLFEGMIWFLVPISSVICNDITAYLFGFFFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGG
RFEISFALYLAGFCMFVLSLVKKHYRLQFYMFAWTHVTLLITVTQSHLVIQNLFEGMIWFLVPISSVICNDITAYLFGFFFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGG
RFISFALYLAGFCMFVLSLVKKHYRLQFYMFAWTHVTLLITVTQSHLVIQNLFEGMIWFLVPISSVICNDITAYLFGFFFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGG
RFISFALYLAGFCMFVLSLVKKHYRLQFYMFAWTHVTLLITVTQSHLVIQNLFEGMIWFLVPISSVICNDITAYLFGFFFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGG
RFEISFALYLAGFCMFVLSLVKKHYRLQFYMFAWTHVTLLITVTQSHLVIQNLFEGMIWFLVPISSVICNDIAAY IFGFFFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGG
RFISFALYLAGFCMFVLSLVKKHYRLOQFYMFAWTHVTLLIVVTQSHLVIQNLFEGMIWFIVPISIVICND IMAYLFGFFFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGG
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KIKDFANTIPGHGGIMDRFDCQYLMATFVHVY ITSFIRGP--NPSKVLQOLLV-LQPEQQLNIYKTLKTHLIEKGILQPTLKV-
KITKDFANT IPGHGG IMDRFEDCQYLMATFVHVY ITSFIRGP-=NPSKVLQQLLV-LQPEQQLNIYKTLKTHLIEKGILQPTLKV-
KITKDFANT IPGHGG IMDRFEDCQYLMATFVHVY ITSFIRGP--=NPSKVLQQLLV-LQPEQQLNIYKTLKTHLIEKGILQPALKNE
KIKDFANT IPGHGG IMDRFEDCQYLMATFVHVY ITSFIRGP--NPSKVLQQLLV-LQPEQQLNIYRTLKIHLTEKGILQPTLKV-
KIKDFANTIPGHGGIMDRFDCQYLMATFVHVY ITSFIRGP--NPSKVLQOLLV-LQPEQOQLNIYRTLKIHLTEKGILQPTWKVY -
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KITKDFADT I PGHGG IMDRFEDCQYLMATEFVHVY ITSFIRGP--=NPSKVLQQLLV-LQPEQQLGIFNTLRNQLREKGLLPPAVEEA
KITKDFANT IPGHGG IMDRFEDCQYLMATEFVNVY TASF IRGP--NPSKLVQQFLT-LRPDQQLHIFNTLRSHLMDKGMLTAATEDE
RLKDFANTIPGHGGIMDRFDCQYLMATEFVNVY IASFIRGP--NPSKLVQQFLT-LRPDQQLHIFNTLKSHLTDKGMLTAATEDK
KIKDFANT IPGHGG IMDRFEDCQYLMATFEFVNVY TASFIRGP-=NPSKLIQQFLT-LRPDQQLHIFNTLRSHLADKGMLTVATEDE
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KITKDFGDS IPGHGG I TDRMDCOQMVMAVEFAY 1YLQSF IVSQSVSVDKILDQILTNLTFEEQQALFVKLGOQMLKDK—--LS——————
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