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RESUMEN

Este trabajo de investigacion forma parte de los proyectos Mapeo e identificacion de
genes implicados en el metabolismo lipidico en porcino, la calidad de la carne y la
calidad del jamén curado (AGL2007-66707-C02-02) y Estudio de caracteres
relacionados con el metabolismo lipidico y la calidad en porcino mediante el analisis
integral de datos masivos de genotipos y expresion genica (AGL2010-22208-C02-02),
cuya finalidad consiste en determinar la arquitectura genética de diversos caracteres
relacionados con el metabolismo lipidico, en particular aquellos vinculados al
metabolismo del colesterol, lipoproteinas plasmaticas LDL y HDL vy triglicéridos. La
presente tesis aborda la caracterizacion molecular de los genes Low density
lipoprotein receptor-related protein 12 (LRP12), Tribbles 1 (TRIB1), Adiponectin
(ADIPOQ) y diversos miembros de la familia Solute carrier family 27A (SLC27A1,
SLC27A2 y SLC27A4) porcinos, asi como la identificacion de polimorfismos y la
realizacion de estudios de asociacion con caracteres relacionados con el metabolismo
lipidico en una poblacibn comercial Duroc. En total, se ha detectado cuatro
polimorfismos sin6nimos en el gen LRP12 (c.507C>T, c¢.762C>T, c.771A>G vy
€.1101A>G), un indel en la regiébn 3'UTR del gen TRIB1 (c.*156_157del), una
sustitucién en la region 3'UTR del gen ADIPOQ (c.*1512G>T), dos polimorfismos
sinénimos (c. 441C>T, ¢.747A>G) y una sustitucién (c.*400C>T) en la regién 3'UTR del
gen SLC27Al1 y dos polimorfismos sin6nimos en el gen SLC27A4 (c.243T>G vy
€.837C>T). Asimismo, se ha observado que la variabilidad de los genes LRP12 y
TRIB1, localizados en el intervalo de confianza de un QTL para triglicéridos a 190 dias,
no esté asociada con dicho caréacter, y sin embargo presenta una fuerte asociacién con
el contenido de &cidos grasos saturados del musculo gluteus medius (P < 0.001). Para
los genes SLC27A1 y SLC27A4 se obtuvo resultados similares, aungque la asociaciéon
con el contenido de &cidos grasos saturados resultd ser no significativa después de
aplicar la correccién de Bonferroni. Finalmente, el genotipo ADIPOQ presenté una
asociacion muy significativa con el contenido de LDL a 190 dias (P=0.0027). Por otra
parte, se ha procedido a identificar polimorfismos del tipo copy number variation (CNV)
en la poblacién experimental Duroc. Para ello, se ha empleado la herramienta lllumina
Porcine SNP60 Beadchip Y los paquetes informéticos cnvPartition v3.1.6, CNstream y
PennCNV. Los resultados obtenidos han evidenciado la existencia de una notable

grado de variacion cromosémica estructural CNV en dicha poblacién



SUMMARY

This study forms part of the projects Mapping and identification of genes involved in pig
lipid metabolism and meat and cured ham quality (AGL2007-66707-C02-02) and Study
of traits related with lipid metabolism and meat quality in pigs by means of the integral
analysis of massive genotyping and expression data (AGL2010-22208-C02-02), whose
goal consists in determining the genetic architecture of diverse traits related with lipid
metabolism and, in particular, of those dealing with serum cholesterol, triglyceride and
low (LDL) and high density lipoprotein concentrations. More specifically, the current
thesis has undertaken the molecular characterization of the Low density lipoprotein
receptor-related protein 12 (LRP12), Tribbles 1 (Drosophila) (TRIB1), Adiponectin
(ADIPOQ) and several members of the Solute carrier family 27A (SLC27A1, SLC27A2
and SLC27A4), as well as the identification of polymorphisms and the performance of
association studies with lipid traits in a commercial Duroc population. By using this
approach, we have identified four synonymous SNP at LRP12 (c.507C>T, c.762C>T,
C.771A>G y c.1101A>G), an indel at the 3’'UTR of TRIB1 (c.*156_157del), a substitution
at the 3'UTR of ADIPOQ (c.*1512G>T), two synonymous polymorphisms (c. 441C>T,
c.747A>G) and one 3'UTR substitution (c.*400C>T) at SLC27A1 and two synonymous
polymorphisms at SLC27A4 (c.243T>G AND ¢.837C>T). We have also found that
variability of LRP12 and TRIB1, that map to the confidence interval of one QTL for
serum triglycerides, is not associated with the aforementioned trait but with gluteus
medius saturated fatty acid content (P < 0.001). Similar associations have been
observed for the SLC27A1 and SLC27A4 loci, althought they became non-significant
after applying the Bonferroni correction for multiple testing. Finally, we have detected a
very strong association between ADIPOQ genotype and serum LDL levels a 190 days
(P=0.0027). On the other hand, genotyping of the Duroc population with the lllumina
Porcine SNP60 Beadchip has revealed the segregation of a remarkable number of copy

number variants.
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1. INTRODUCCION

1.1. El cerdo como modelo biomédico

La similitud, respecto a humano, en peso y tamafo, la fisiologia, el desarrollo de
organos y la progresion de algunas enfermedades, han hecho del cerdo un modelo
biomédico de gran interés (Swanson et al. 2004; Lunney, 2007). La obtencion de un
borrador completo de la secuencia del cerdo puede tener un impacto notable en el
empleo de esta especie como modelo para estudiar enfermedades humanas (Schook
et al. 2005), siendo necesario destacar que la homologia entre los genomas porcino y
humano es mas elevada que la existente entre los genomas humano y del ratén
(Thomas et al. 2003; Humphray et al. 2007; Lunney, 2007). Desde un punto de vista
biomédico, resultan de especial interés aquellas patologias porcinas relacionadas con
el metabolismo (obesidad, diabetes etc.) y el aparato cardiovascular (Milan et al. 2000;
Lunney, 2007). En este sentido, la anatomia cardiovascular del cerdo en combinacion
con su respuesta a dietas aterogénicas, han convertido a esta especie en un modelo
para el estudio de aterosclerosis, infarto de miocardio y patologias de origen coronario
(Kuzmuk y Schook, 2011). Asimismo, debido a su naturaleza omnivora, el cerdo es
propenso a sufrir muchos de los problemas metabélicos que afectan a los humanos
(Kuzmuk y Schook, 2011). Dependiendo de la dieta y la genética, los cerdos pueden
sufrir hipertensién, hipercolesterolemia, dislipidemia, resistencia a la insulina y
aterosclerosis (Kuzmuk y Schook, 2011).

Hay dos razones fundamentales para llevar a cabo el estudio de genes
relacionados con la obesidad en cerdos. En primer lugar, como ya se menciond, el
cerdo es un modelo de interés para el estudio de la obesidad humana debido a las
similitudes fisioldgicas existentes entre ambas especies (Tumbleson y Schook, 2006).
Por ejemplo, en ambas especies se ha demostrado que la variabilidad de los genes
LDLR y APOB tiene efectos sobre las concentraciones de lipidos séricos, lo cual
sugiere la existencia de factores genéticos comunes para dicho fenotipo (Ajiello et al.
1994; Hasler-Rapacz et al. 1998). En segundo lugar, la identificacion de genes y
polimorfismos con efectos sobre el engrasamiento porcino tiene un indudable interés
productivo y economico, ya que fenotipos como el engrasamiento de la canal o el
contenido de grasa intramuscular son muy relevantes en el campo de la produccion

porcina.



1.2. Metabolismo de las lipoproteinas

Tal como indica su nombre, las lipoproteinas son macromoléculas formadas por
lipidos y proteinas (Fornaguera y Gomez, 2004), cuya funcién consiste en el transporte
de triglicéridos, colesterol y vitaminas liposolubles del higado hacia los tejidos
periféricos, asi como el transporte reverso del colesterol desde los tejidos hacia el
higado (Kathiresan y Rader, 2008). Las lipoproteinas también juegan un papel
importante en la vehiculacion del colesterol dietético, los acidos grasos de cadena
larga y las vitaminas liposolubles (Kathiresan y Rader, 2008). El transporte de lipidos
en mamiferos es explicado por la integracibn de varias vias fisiologicas,
fundamentalmente el transporte de lipidos de intestino, higado y tejido adiposo a otros
organos y donde son usados como fuente de energia (Frayn et al. 1998).

Las lipoproteinas plasmaticas se dividen en cinco categorias de acuerdo a su
densidad relativa, la cual viene determinada por la proporcion de lipidos (Ganong,
2006): quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta
densidad (HDL). Cada una de estas categorias abarca una serie de particulas que
varian levemente en cuanto a su densidad, tamafio, migracién durante la electroforesis
y composicion proteica. La HDL es la lipoproteina mas pequefia y la mas densa, y
esta compuesta por una elevada proporcion de proteinas. En cambio, los
quilomicrones y las VLDL son lipoproteinas mayores y menos densas.

Las HDL tienen como funcién principal el transporte reverso de colesterol desde
los tejidos hasta el higado para su excrecion, y por lo general se considera que valores
elevados de la relacion HDL/LDL estan asociados a un menor riesgo de sufrir
aterosclerosis y enfermedades coronarias (Kathiresan y Rader, 2008). Por el contrario,
niveles altos de LDL en plasma estan asociados a enfermedades aterosclerdticas
(Biggerstaff y Wooten, 2004). En el cerdo, las LDL son especialmente abundantes
durante la etapa fetal, mientras que en el lechon predominan mas las HDL (Chapman
y Forjez, 1985). Ello probablemente se deba a los altos niveles de lipdlisis de
triglicéridos exdégenos que acompafan a la ingestion de la leche (Chapman y Forjez,
1985). En lo referente al sexo, las hembras poseen niveles mas elevados de LDL, HDL
y colesterol que los machos (Kist et al. 1999).

Las apolipoproteinas constituyen una parte esencial del complejo lipoproteico y
entre otras funciones actian como ligandos para los receptores celulares del
colesterol. (Ye y Kwiterovich, 2000; Saito et al. 2004). Existen cinco clases principales
de apolipoproteinas: APOA (1,2 4y 5), APOB (48 y 100), APOD, APOE y APOH.



Una vez formados en el higado los &cidos grasos deben ser transportados tanto
al tejido adiposo, para su almacenamiento, como a otros tejidos (por ejemplo el
musculo) para su utilizacion directa en la produccion de energia (Cunningham vy
Bradley, 2009). Como los acidos grasos no son solubles, es necesario algun
mecanismo de transporte para su distribucion corporal (Cunningham y Bradley, 2009).
Este mecanismo se establece a través de la sintesis hepatica de lipoproteinas ricas en
triglicéridos, también conocidas como VLDL (Cunningham y Bradley, 2009). En la
sintesis de VLDL, los acidos grasos son esterificados para formar triglicéridos, que
estan recubiertos por una capa de fosfolipidos, colesterol no esterificado y diversas
apolipoproteinas especificas (Cunningham y Bradley, 2009).

Tal como se explicard a continuacion, existen dos vias principales para la

absorcion de lipidos por parte de los tejidos.

e Viaendogena del metabolismo de las lipoproteinas

La via endogena (Figura 1.1) se refiere a la secrecion hepética de los
triglicéridos y colesterol (este ultimo en menor cantidad). Las particulas de VLDL se
asemejan a los quilomicrones y para que se las considere maduras deben adquirir las
apolipoproteinas C2 y E a partir de las particulas HDL (Ye y Kwiterovich, 2000). Al
igual que los quilomicrones, los triglicéridos de VLDL son hidrolizados por la
lipoproteina lipasa (LPL) que es estimulada por la APOC2, liberandose glicerol y
acidos grasos. Estos Ultimos son reabsorbidos a nivel tisular, especialmente por los
tejidos adiposo y muscular (Frayn, 1998). A las particulas hidrolizadas de VLDL se las
denomina remanente de VLDL o lipoproteinas de densidad media (IDLs). Estas, por
accion de la APOE, interaccionan con los receptores IDLs que se encuentran en el
higado, donde se produce una reabsorcion hepética de dichas particulas o su hidrdlisis
por parte de la lipasa hepatica (Charlton-Menis y Durrington, 2008). Mediante un
mecanismo de endocitosis, el higado elimina aproximadamente un 40 a 60% de IDL
(Frayn, 1998). La hidrdlisis de las IDL libera glicerol y acidos grasos, generando
remanentes de IDL, que pasan a denominarse LDL. Las LDL son muy ricas en
colesterol libre y ésteres de colesterol y contienen APOB-100 como principal
apolipoproteina (Fornaguera y Gémez, 2004). Las particulas de LDL son absorbidas
por el higado vy los tejidos periféricos mediante receptores especificos (Frayn, 1998).
Los receptores de LDL hepaticos son especialmente importantes para regular las
concentraciones plasmaticas de colesterol. Si este mecanismo de regulacion falla por

alguna causa (p.e. una deficiencia genética), se incrementa la concentracién de



colesterol sanguineo, lo que implica un aumento en el riesgo de padecer
enfermedades cardiacas (Fornaguera'y Gomez, 2004).

La principal funcion de las HDL consiste en captar el exceso de colesterol de los
tejidos y transportarlo de nuevo al higado (Frayn, 1998), donde puede ser excretado a
través de la bilis (transporte reverso de colesterol). Es importante destacar que la
sintesis de &cidos biliares y su posterior excrecion en las heces representa la Unica via

de excrecioén de colesterol (Fornaguera y Gomez, 2004).

e Via exdgena del metabolismo de las lipoproteinas

La via exdgena del metabolismo de las lipoproteinas implica la absorcion y
transporte de los lipidos de la dieta, de los cuales entre el 95 y el 98% son triglicéridos,
y el porcentaje restante son fosfolipidos, vitaminas liposolubles y colesterol
(Fornaguera y Gomez, 2004). Los lipidos de la dieta son hidrolizados en el lumen
intestinal y emulsificados con los acidos biliares para formar micelas (Figura 1.1). El
colesterol, los 4cidos grasos y las vitaminas liposolubles son absorbidas en el intestino
delgado proximal (Frayn, 1998). El colesterol y el retinol son esterificados, mediante la
adicién de un acido graso en el enterocito, para formar los ésteres de colesterol y de
retinol, respectivamente (Frayn, 1998). Los acidos grasos de cadena larga (mas de 12
carbonos) son incorporados en los triglicéridos, uniéndose con la APOB-48, ésteres de
colesterol, ésteres de retinol, fosfolipidos y colesterol, para formar los quilomicrones
(Kathiresan y Rader, 2008). Los quilomicrones de origen intestinal poseen una vida
muy corta y su concentracion plasmatica durante el ayuno es muy baja (Fornaguera y
GOmez, 2004). La funcién principal de los quilomicrones es la de transportar lipidos
exdgenos hasta el higado, tejido adiposo y tejido muscular esquelético y cardiaco.
Desde el intestino, los quilomicrones viajan a través del sistema linfatico hasta ingresar
en la circulacién sistémica, siendo distribuidos hacia los distintos tejidos y érganos
corporales donde seran degradados. En el transcurso de este proceso, las particulas
de HDL ceden APOC2 y APOE a los quilomicrones aun inmaduros, dando lugar a los
quilomicrones maduros (Ye y Kwiterovich, 2000). A su vez, las HDL reciben colesterol
de los quilomicrones (Fornaguera y Gomez, 2004). A medida que los quilomicrones
circulan por los tejidos, especialmente tejido adiposo y muscular esquelético, tiene
lugar la hidrélisis de los triglicéridos. Mediante la accibn de Ila APOC2, los
quilomicrones maduros activan la lipoproteina lipasa (LPL), enzima que se encuentra
en el revestimiento endotelial de los vasos sanguineos, y los quilomicrones son
degradados dando lugar a moléculas de glicerol, acidos grasos libres y remanentes de

quilomicrones (Ye y Kwiterovich, 2000). Los remanentes de quilomicrones son



rapidamente eliminados de la circulacion por el higado, gracias a la interaccion de la
APOE y las APOB-48, presentes en la superficie de la particula de quilomicrén, con
sus correspondientes receptores (Ye y Kwiterovich, 2000; Fornaguera y Gémez, 2004,
Kathiresan y Rader, 2008).
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Figura 1.1. Diagrama simplificado de las vias exdgena y enddgena para el transporte
de lipidos. En la via exdgena, los quilomicrones, ricos en triglicéridos de origen
dietético, son degradados a nivel tisular por la lipoproteina lipasa, y los &cidos grasos
son absorbidos. En la via enddgena, el higado secreta VLDL ricas en triglicéridos que
son degradas por la lipoproteina lipasa a nivel tisular, facilitando la absorcion de acidos
grasos libres por parte de los tejidos. Las particulas resultantes reciben el nombre de
LDL y son particularmente ricas en colesterol. Asi pues, las LDL aportan colesterol a
los tejidos y asimismo cabe destacar que poseen un elevado potencial aterogénico. La
excesiva captacion de LDL por los macréfagos es el evento iniciador de la
aterosclerosis, en que los lipidos se depositan en la pared de las arterias ocasionando

la oclusién de las mismas.



1.3. Importancia nutricional y tecnoldgica del contenido y la composicién de la

grasa intramuscular

1.3.1. Efectos nutricionales

La grasa intramuscular estd compuesta por acidos grasos saturados (40%),
monoinsaturados (42%) y poliinsaturados (18%) (Wood et al. 2008). Los acidos grasos
saturados mas abundantes son el acido palmitico (C16:0), estearico (C18:0) y miristico
(C14:0), mientras que los acidos oleico (C18:1) y linoleico (C18:2) son los principales
acidos grasos monoinsaturado y poliinsaturado, respectivamente (Wood et al. 2008).
El contenido muscular de &cidos grasos estd determinado por una compleja
combinacion de factores genéticos y ambientales que interactian entre si (Wood et al.
2004, 2008). La raza es un factor importante en cuanto al contenido de grasa
intramuscular de las canales porcinas (Coma y Piquer, 1999), con valores que van
desde 1,2% en cerdos Pietrain hasta un 9% en la raza Ibérica (Casellas et al. 2012).
Estas diferencias se deben no solo al manejo y alimentacion, sino también al fondo
genético propio de cada raza (Casellas et al. 2012). Asi, al comparar cerdos de las
razas Berkshire, Duroc, Tamworth y Large White alimentados de forma idéntica, se
encontré diferencias en el depdésito de grasa intramuscular y en el contenido de oleico,
siendo mayor en la raza Berkshire y menor en la raza Large White (Wood et al. 2008).
Otro factor crucial en cuanto al contenido y composicion de la grasa es la dieta. Por
ejemplo, la adicion de aceite de palma y soja en la dieta de cerdos hibridos esta
asociada a una gran reduccion de los acidos grasos laurico (C12:0) y miristico (C14:0),
mientras que el 4cido linoleico se incrementa significativamente (Teye et al. 2006).

La composicion de la grasa también es importante desde un punto de vista
nutricional, ya que una carne mas rica en &cidos grasos poliinsaturados y con un
menor porcentaje de &cidos grasos saturados se considera que es mas
cardiosaludable (Gillingham et al. 2011). De este modo, el consumo de acidos grasos
saturados esta asociado a un incremento del peso corporal y a un mayor perimetro
abdominal (Gillingham et al. 2011). Asimismo, el elevado consumo de &cidos grasos
saturados y colesterol esté vinculado a mayores niveles plasméticos de LDL, uno de
los predictores mas consistentes del riesgo de sufrir aterosclerosis y enfermedades
coronarias. En cambio, los acidos grasos insaturados tienden a reducir el riesgo de
sufrir infarto de miocardio y otras enfermedades coronarias (Weggemans, 2001,
Gillingham et al. 2011).



1.3.2. Efectos tecnoldgicos

La calidad de la carne es un concepto que no tiene una definicién Unica y que
depende de cudl sea su destino comercial. Para la carne procesada, el principal
interés se centra en factores como el pH, la capacidad de retencion de agua,
estabilidad oxidativa, ausencia de sabores anémalos y la composicion y contenido de
grasa intramuscular (Tibau, 1992; Ciobanu et al. 2011). Un contenido elevado de grasa
esta asociado a un mayor sabor y jugosidad de la carne (Wood et al, 2008). El
acelerado crecimiento de algunas lineas comerciales porcinas no permite que haya un
deposito significativo de grasa intramuscular durante el periodo de cebo, lo que puede
afectar de forma determinante a la calidad sensorial y organoléptica de la carne. Si
bien un elevado porcentaje de magro es deseable, el veteado es importante tanto para
la industria de fabricacion de productos curados como para la aceptabilidad de la
carne por parte del consumidor (Tibau, 2004).

Los objetivos de seleccion han ido cambiando a lo largo del tiempo en funcién de
la demanda de los consumidores (Tibau, 1992). Durante los afios 80 se centraban en
caracteres de conformacion de la canal, principalmente en el porcentaje de magro,
mientras que posteriormente han cobrado importancia los objetivos relacionados con
la calidad de la carne (Tibau, 1992). Tal como se ha mencionado anteriormente, la
seleccion a favor de incrementar el porcentaje de magro ha conllevado una reduccion
de la grasa intramuscular, causando un paulatino deterioro de la terneza, aroma y
sabor de la carne y una disminucion de la consistencia de la grasa (Tibau, 1992).

La grasa intramuscular puede tener efectos sobre distintos caracteres
estrechamente ligados a la calidad de la carne (Tabla 1.1). Respecto a la terneza, hay
una cierta controversia en cuanto al efecto de la grasa intramuscular. En algunos
estudios se detecta una notable correlacion positiva entre grasa intramuscular y
terneza de la carne (Brewer et al. 2001), mientras que por ejemplo, Rincker et al.
(2008), encontraron una relacion no-significativa (es decir, ausencia de efectos de la
grasa intramuscular sobre la jugosidad, terneza y sabor de la carne). Todo ello
demuestra que la asociacién entre grasa intramuscular y terneza es muy compleja y
dependiente de mdltiples factores que varian dependiendo del material animal
analizado. A pesar de que los lipidos poliinsaturados tienen un efecto beneficioso
sobre la salud humana, desde un punto de vista tecnologico son perjudiciales ya que
se oxidan facilmente dando lugar a un enranciamiento de la carne, una mayor pérdida
por goteo y una disminucion de la vida atil de la misma (Wood et al. 2008). Dietas
suplementadas con aceite de colza o linaza, que son ricos en C18:3, inducen efectos

adversos sobre el flavor (mezcla de aroma y sabor, directamente traducido del inglés)



de la carne (Wood et al. 2008). Asimismo, la adicion de aceite de pescado en la dieta
de cerdos aumenta los niveles de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n: 3
en la carne, y también provoca la aparicién de un olor y sabor a pescado ((Wood et al.
2008). Otro pardmetro profundamente influenciado por la composicion de acidos
grasos es la firmeza de la grasa (Whittington et al. 1986), que disminuye a medida que

aumenta el contenido de &cidos grasos insaturados.

Tabla 1.1. Correlaciones fenotipicas entre el contenido de grasa intramuscular (IMF) y

algunos caracteres de calidad de la carne. Tomado de Sellier, 1998.

Perdida Capacidad de .
_ Terneza . Aceptabilidad
Fenotipos por goteo retencion de agua
Contenido IMF | -0.23-0.05 | -0.08-0.53 0.02-0.22 0.54-0.68

1.4 Parametros genéticos de los caracteres lipidicos y respuesta a la seleccidn

1.4.1. Lipidos séricos

Se ha demostrado que las concentraciones de lipidos séricos poseen
heredabilidades moderadas en porcino. Por ejemplo, Pond et al. (1986) han descrito
una heredabilidad de 0.45 para los niveles plasmaticos de colesterol en cerdos. De
modo similar, Young et al. (1993) estimaron la heredabilidad realizada para este
mismo parametro empleando dos lineas divergentes, y determinaron que oscila entre
0.31-0.33. Casellas et al. (2010) estudiaron la poblacién Duroc objeto de la presente
tesis y obtuvieron valores moderados de heredabilidad que oscilaban entre 0.27 (LDL
a 45 dias de edad) y 0.47 (HDL a 45 dias). Aunque las concentraciones de lipidos
séricos no han sido objeto de selecciéon a nivel comercial, cabe destacar un trabajo
experimental llevado a cabo por Pond et al. (1993, 1997) en una poblaciéon cruzada,
donde una linea fue seleccionada para niveles altos (HC) y otra para niveles bajos de
colesterol (LC). Al cabo de siete generaciones, las concentraciones de colesterol de la
linea HC casi doblaban las de la linea LC (115 mg/dL frente a 65 mg/dL), originando
también cambios indirectos en las concentraciones de HDL vy triglicéridos. Este trabajo
permite concluir que el perfil de lipidos séricos puede ser facilmente modificado

mediante técnicas de seleccion clasica.



1.4.2. Contenido y composicién de grasa intramuscular

De acuerdo a Sellier (1998), la heredabilidad del contenido de grasa
intramuscular varia notablemente dependiendo del estudio que se considere (h? de
0.26 a 0.86). Resultados publicados en la raza Duroc sugieren un intervalo mas
estrecho, oscilando entre 0.38 y 0.57 (Suzuki et al. 2009; Solanes et al. 2009; Schwab
et al. 2010). Fernandez et al. (2003), analizando este caracter en la raza Ibérica,
describié una h? de 0.25. En definitiva, la heredabilidad de la grasa intramuscular
puede considerarse entre moderada y alta. En cuanto a los acidos grasos mas
abundantes en la grasa intramuscular (p.e. acido palmitico, estearico, oleico y
linoleico), muestran valores de heredabilidad que van de moderados a altos (Cameron,
1990; Fernandez et al. 2003; Ntawubizi et al. 2010; Sellier et al. 2010). A modo de
ejemplo, para el &cido palmitico se ha descrito valores de h? que van desde 0.15
(Sellier et al. 2010) a 0.71 (Cameron, 1990). Casellas et al. (2010) describieron las
heredabilidades de mudltiples acidos grasos presentes en la grasa intramuscular,
observando valores que en general oscilaban entre 0.4 y 0.5. Dichos valores son
bastante coincidentes con los descritos en otras publicaciones (p.e. Fernandez et al.
2003); Sellier (1998); Suzuki et al. (2006) y Ntawubizi et al. (2010), quienes reportaron
valores que oscilaban entre 0.2 y 0.6.

Los acidos grasos mas abundantes presentan, en general, fuertes
correlaciones genéticas entre si. Por ejemplo, el acido palmitico y estearico muestran
correlaciones positivas que van de 0.74 a 0.91 (Cameron, 1990; Fernandez et al.
2010). Ntawubizi et al. (2010) al medir la composicion de acidos grasos en el musculo
longissimus dorsi de cerdos comerciales, encontrd correlaciones positivas (0.33) entre
acidos grasos saturados vs acidos grasos monoinsaturados. En cambio, las
correlaciones entre acidos grasos saturados y monoinsaturados vs acidos grasos
poliinsaturados fueron altas y negativas (valores de -0.41 a -0.88). En definitiva, existe
un claro antagonismo entre los contenidos de &cidos grasos saturados vy
monoinsaturados vs acidos grasos poliinsaturados en la grasa intramuscular porcina.

En la Tabla 1.2, y a modo de ejemplo, se muestran las correlaciones
fenotipicas entre el contenido y la composicion de la grasa en los masculos gluteus
medius y longissimus dorsi en la poblacién Duroc objeto de estudio.



Tabla 1.2. Correlaciones fenotipicas entre el contenido y la composicién de la grasa en los musculos gluteus medius y longissimus dorsi en

una poblacion Duroc. En la diagonal se muestran los coeficientes de correlacién entre ambos musculos. Tomado de Quintanilla et al. 2011.

IMF? CHOL® [ C14:0 |C16:0 [C16:1 |[C18:0 |[C18:1n9| C18:1n7|C18:2 |C20:4 |SFA® PUFA® | MUFA?
Gluteus medius

IMF? 0.71%* [ 0.05™ [0.43%* [0.37%* [0.39%* [0.11™ [0.39%* [-0-08" [-0.44* [.0,44%=* [ (0.36%* [-0.45%* | 0.40%*
CHOL? 0.07™ [0.00™ |-0.03™ [-0.05™ [0.03™ [0.03™ |[0.00™ [-0.01™ [0.01™ [-0.01™ |-0.02™ [0.00™ [0.01™
C14:0 0.42%* [ 0.13* | 0.40%* | 0.62*** | 0.72%* |-0.21*%* | 0.49%* |0.02™ |-0.56*** | -0.58** | 0.43*+* | .0,58** | 0,53%
C16:0 _ | 0.46%* [0.11* |0.80** | 0.45%** | 0.49** | 0.20** | 0.34** |-0.05 |-0.59** | -0.52** | 0.87** | -0.59** | 0.36***
C16:1 § 0.37** [ 0.11* | 0.75%* | 0.58** | 0.55%* |-0.31*** | 0.53** |(.32%* |.0.57** | .0.56** | 0.25%* | .0.58** | 0.61*
C18:0 2 10.11* [-0.09" [-0.13* |[0.18%* [-0.25%* [ 0.82%* | 0.27** [-0.23%* [ -0.40%* | -0.33%** | 0.65*** | -0.39%** | 0.20%**
C18:1 no % 0.42%* [ 0.02™ |0.55%* |0.54*= |(.55%* |(0.34*+* |(0.28%* |0.12* |-0.93** | .0.91** | 0.43** | .0.95%* | 0,99***
C18:1 n7 é’v -0.03™ [0.04™ [0.02™ [-0.10* |0.35%* |-0.22%* |0.07™ |0.58* |-0.12* |0.06™ |-0.17* |-0.11* | 0.21**
C18:2 S [-0.46* [0.03™ |-0.64"* | -0.69 | -0.61** | -0.42* | -0.96** | -0.07"* | 0.33"* | 0.89** | -0.68*** | 0.09** | -0.93**
C20:4 -0.45%* | .0.05™ | -0.64*** | -0.70*** | -0.59*** | -0.40*** | -0.94*** | .0.05"™ | 0.95** | 0.28%** | -0.60*** | 0.94*+* | .0.91*
SFA? 0.42%* [ 0.05™ |-0.62*%* | 0.88*** | 0.37** |0.62%* |0.62*%* |-0.17** |-0.78%* | -0.77** | 0.50%** | -0.67*** | 0.41**
PUFA? -0.47%* | -0.04™ | -0.65%** | -0.71%** | -0.61*** | -0.42%** | -0.97*** [ -0.07™ | 1.00*** | 0.97*** | -0.79*** | 0.30*** | -0.95**
MUFA? 0.43** [ 0.03™ | 0.58** |0.55%* |(0.64** |0.28** | 0.99** |(0.16** |-0.96** | -0.94** | 0.60** |-0.97* | 0.28***

’IMF: % de grasa intramuscular. CHOL: Contenido de colesterol en el misculo (mg/g). MUFA: % total de Acidos grasos monoinsaturados.

PUFA: % total de 4cidos grasos poliinsaturados. SFA: % total de acidos grasos saturados.
"0.05<P<0.1, *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, ":no significativo

10




1.5 Identificacion de quantitative trait loci en especies domésticas. Aspectos

generales.

El concepto de quantitative trait locus (QTL) se refiere a una region del genoma
gue contiene uno o varios polimorfismos con un efecto significativo sobre un caracter
cuantitativo (Falconer y Mackay, 1996). Los estudios de deteccion de QTL se basan en
determinar si existe una asociacion entre la variacion fenotipica bajo estudio y la
segregacion de un panel de marcadores moleculares (Georges, 2007). En caso de
existir una asociacién significativa, cabe inferir que en una zona del genoma mas o
menos proxima al marcador hay un polimorfismo con un efecto importante sobre el
caracter estudiado (Georges, 2007). La identificacion de QTL es una etapa principal en
el proceso de localizacibn de mutaciones causales que luego puedan ser empleadas
como fuente de informacion genética en los programas de seleccion. En el ganado
porcino, los primeros experimentos de identificacion de QTL se realizaron en
poblaciones F, que procedian del cruce de razas con fenotipos divergentes para el
caracter estudiado (Rothschild et al. 2007). Poco después, se abord6 el analisis de
poblaciones comerciales demostrando que un numero significativo de los QTL
detectados en cruces divergentes segregan en las mismas (Evans et al. 2003; Vidal et
al. 2005; Uddin et al. 2011). La aproximacion estadistica mas comunmente empleada
para la deteccién de QTL se basa en el método de cartografiado por intervalos descrito
por Lander y Botstein (1989), aproximacion que permite estimar de forma separada el
efecto y la localizacion de un QTL, pero que desde un punto de vista computacional,
resulta compleja. Un avance significativo fue la implementacion de un método basado
en la regresién (regression interval mapping) que computacionalmente resulta mas
sencillo y que ofrece buenas aproximaciones al método basado en la maxima
verosimilitud (Haley y Knott, 1992).

Tal como se ha mencionado anteriormente, el disefio experimental més habitual
en la identificacion de QTL implica el cruzamiento de dos razas divergentes para el
caracter que se pretende estudiar y la generacion de una poblacion F; que luego
puede retrocruzarse con una de las razas parentales (disefio retrocruzamiento o
backcross) o bien puede entrecruzarse dando lugar a una poblacién F, (Georges,
2007). Este ultimo disefio, aunque es mas complejo que el retrocruzamiento, es el
mas empleado dada su gran polivalencia (Georges, 2007). En general se asume que
en cada una de las poblaciones parentales se han fijado los alelos alternativos del
QTL, por lo que los individuos F; seran todos heterocigotos Qq y en la generacion F,
estaran presentes los tres genotipos QQ, Qg y qqg. El inconveniente de este método

es que basicamente permite detectar polimorfismos entre razas y los programas de
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seleccién, en cambio, estan enfocados a modificar la variacion genética dentro de las
razas que constituyen los nucleos de seleccion.

La busqueda de QTL en poblaciones comerciales se realiza mediante el andlisis
de mdltiples familias de medios hermanos (Knott, 2005). Esta aproximacion, sin
embargo, también tiene inconvenientes. Por ejemplo, un individuo parental tnicamente
es informativo si posee un genotipo heterocigoto tanto para el marcador analizado
como para el QTL (Knott, 2005). Ademas un QTL puede segregar en ciertas familias y
no en otras, o puede hallarse en distintas fases de desequilibrio de ligamiento con los
distintos alelos de los marcadores analizados (Knott, 2005).

En cualquier caso, una vez que ha sido identificado un QTL, el siguiente paso
consiste en refinar de la posicion del mismo mediante el uso de marcadores
localizados en el correspondiente intervalo de confianza  (Georges, 2007).
Tradicionalmente se han empleado marcadores de tipo microsatélite con esta
finalidad, aunque la reciente caracterizacién de millares de polimorfismos nucleotidicos
sencillos (SNP) en el ganado porcino y la puesta a punto de metodologias de
genotipado a gran escala ha hecho que los SNP sean actualmente los marcadores de
eleccion. En este sentido, cabe destacar la optimizaciéon de un chip de SNP porcinos
de alta densidad (60K, es decir 62.000 SNP distribuidos en el genoma porcino) fruto
de la colaboracién entre la empresa lllumina y el International Porcine SNP Chip
Consortium  (http://www.reeis.usda.gov/web/crisprojectpages/212751.html).  Dicho
panel de SNP fue generado a partir de la secuenciacion masiva de individuos de
distintas razas porcinas (Duroc, Landrace, Large White, poblaciones chinas etc.). A
pesar de estos avances, la identificacion de las mutaciones causales subyacentes a
los QTL es un proceso extraordinariamente complejo y costoso, tanto en las especies

domeésticas como en los organismos modelo y en humano (Georges, 2007).

1.6. Deteccién de QTL relacionados con caracteres de interés productivo en el

ganado porcino

El nimero de QTL identificados en el ganado porcino es muy elevado (6432 QTL
identificados hasta la fecha, en un total de 284 estudios), siendo una de las especies
domésticas mas caracterizadas en este aspecto. Los caracteres vinculados al
crecimiento, al engrasamiento y, en menor medida al contenido y la composicion de la
grasa intramuscular han sido los méas estudiados. En cambio, fenotipos relacionados
con los lipidos séricos, parametros sanguineos (pH de la sangre, recuento de

eritrocitos y leucocitos etc.), contenido de colesterol, androstenona y escatol en el
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musculo etc. han sido poco estudiados desde un punto de vista molecular (Gallardo et
al. 2008, Chen et al. 2009; Uddin et al. 2011)

1.6.1. QTL relacionados con las concentraciones de lipidos séricos

Debido a la complejidad inherente a la medicion de lipidos séricos, estos
caracteres han sido poco estudiados a nivel genético en cerdos. No obstante, aunque
no tengan una aplicacién directa en produccién animal, estos caracteres son muy
relevantes desde un punto de vista biomédico ya que los cerdos con
hipercolesterolemia sufren lesiones ateroscleréticas muy similares a las observadas en
humano (Hasler-Rapacz et al. 1995). El barrido genomico para lipidos séricos
realizado por Gallardo et al. (2008) en cerdos de la raza Duroc a la edad de 45y 190
dias demostr6 la existencia de QTL significativos a nivel gendmico para la
concentracion de triglicéridos a 190 dias en SSC4 (23 cM) y para la ratio HDL/LDL a
45 dias (SSC6, 84 cM). También se detectd la existencia de QTL significativos a nivel
cromosémico en SSC3, SSC9, SSC12 y SSC13. Cabe destacar que se observo una
considerable correspondencia posicional entre los QTL de lipidos séricos detectados
en cerdo y en humano (Gallardo et al. 2008), y que la mayor parte de QTL detectados
en la poblacién Duroc s6lo segregaban en ciertas familias. Posteriormente, Gallardo y
colaboradores (resultados no publicados) procedieron a refinar la posicion del QTL de
SSC4 para triglicéridos a 190 dias y de los QTL para LDL a 190 dias y HDL a 45 dias
en SSC13. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 1.2. Puede observarse
que al realizar el refinamiento posicional, los intervalos de confianza de los QTL
apenas se redujeron e incluso en algun caso aumentaron. Este resultado tan
paradojico puede atribuirse al hecho de que aumentar el nimero de marcadores
genotipados tiene un efecto menor sobre la reduccion del intervalo de confianza de un
QTL, mientras que el tamafio poblacional parece tener un efecto mucho mas marcado
sobre este pardmetro (Darvasi y Soller, 1997).

Por otra parte, cabe destacar que Chen et al. (2009), en un cruce de cerdos de
las razas White Duroc y Erhualian, detectaron la existencia de QTL altamente
significativos para lipidos séricos en SSC2 y SSC8. Maés recientemente Uddin et al.
(2011) encontraron QTL significativos para colesterol total (SSC1, 80 cM; SSC6, 99cM;
SSC7, 70 cM y SSC12, 36¢cM), HDL (SSC2, 118 cM), LDL (SSC1, 82 cM), ratio
HDL/LDL (SSC1, 87 cM) y triglicéridos (SSC11, 28 cM; SSC17, 72 cM). Estos estudios
confirman la existencia de un importante nivel de variacién genética para caracteres

relacionados con las concentraciones de lipidos séricos en porcino.
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Figura 1.2. Intervalo de confianza de tres QTL para lipidos séricos detectados por
Gallardo et al. (2008). Puede observarse los resultados obtenidos antes y después de

la realizacion de un cartografiado fino con un panel de microsatélites.
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En la Figura 1.3 se muestran los QTL identificados hasta la fecha para lipidos
séricos. Puede observarse que QTL para distintos caracteres mapean en zonas
similares, lo cual sugiere la existencia de mutaciones causales con efectos
pleiotropicos. También se observa que los cromosomas SSC3, SSC9 y SSC13 son los

gue presentan un mayor nimero de QTL.
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Figura 1.3. Localizacion de QTL con efectos sobre las concentraciones séricas de
colesterol (CHOL), lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), triglicéridos (TRIGL) y ratio HDL/LDL. (Pig QTL Database)

1.6.2. QTL relacionados con el contenido y la composicién de la grasa intramuscular
En la ultima década, se ha realizado numerosos barridos genémicos para
caracteres relacionados con el porcentaje de la grasa intramuscular (p.e. Grindflek et

al. 2001; Ovilo et al. 2002; Sato et al. 2003; Mohrmann et al. 2006; Rohrer et al. 2006;
Sanchez et al. 2007; Duthier et al. 2008; Maet et al. 2009; Soma et al. 2011;
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Quintanilla et al. 2011). Como resultado de ello, un gran nimero de QTL han sido
anotados en la Pig QTL database (Figura 1.4). Puede observarse que los cromosomas
SSC6, SSC7 y SSC9 son los que presentan un mayor numero de QTL para este
caracter. Ello concuerda con la naturaleza poligénica del porcentaje de grasa

intramuscular.

Figura 1.4. Localizacion de QTL con efectos sobre contenido de grasa intramuscular
(Pig QTL Database).

Igualmente, se ha publicado numerosos estudios sobre QTL que afectan a la
composicion de la grasa intramuscular. Por ejemplo, se ha hallado QTL para palmitico
en los cromosomas SSC4, 7, 8, 12, 14, 15, 16 y 17; para oleico en SSC1, 4, 7, 8, 10,
12, 13, 15y X; para linoleico en SSC1, 2, 4, 5, 7, 8, 10 y 14 y para estearico en SSC1,
4, 8, 9, 10, 12, 14 y X. Dichos QTL estan representados en la Figura 1.5, donde
podemos observar como varios de los QTL detectados muestran concordancia
posicional, sugiriendo la existencia de factores pleiotrépicos.

Quintanilla et al. (2011) en cerdos de la raza Duroc, poblacién que forma parte
de la presente tesis, cartografio diversos QTL para el porcentaje y la composicién de la
grasa intramuscular. Pudo comprobarse que existe una notable falta de concordancia

posicional entre los QTL detectados para estos caracteres en los musculos gluteus
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medius y longissimus dorsi, lo cual sugeriria que los mecanismos que gobiernan el
almacenamiento de lipidos en estos dos musculos son, hasta cierto punto, distintos.
También resulta de interés destacar la existencia de un QTL significativo a nivel
genomico para colesterol muscular (SSC6), caracter que ha sido muy poco estudiado

en porcino y que podria ser de gran interés para obtener una carne mas saludable.
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Figura 1.5. Localizacion de QTL con efectos sobre el contenido de acidos grasos (Pig QTL Database).
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En la Tabla 1.3 se muestra de forma mas detallada distintos trabajos donde se

ha identificado QTL para la composicién de acidos grasos a nivel muscular.

Tabla 1.3 QTL asociados a la composicién de la grasa intramuscular

Carécter SSC Referencia
Araquiddnico 4y7 Guo et al. 2009
Estearico 8 Guo et al. 2009
14 Uddin et al. 2011
9y 14 Sanchez et al. 2007
1,9y X Nii et al. 2006
Linoleico 4 Clop et al. 2003
7 Quintanilla et al. 2011
4,17 Nii et al. 2006
4,7y8 Guo et al. 2009
1,7,10y 14 Sanchez et al. 2007
Miristico 9 Sanchez et al. 2007
16 Nii et al. 2006
10 Clop et al. 2003
10 Guo et al. 2009
Oleico 8 Clop et al. 2003
Quintanilla et al. 2011
14 Uddin et al. 2011
2y4 Nii et al. 2006
4y 7 Guo et al. 2009
1,7,10y 13 Sénchez et al. 2007
Palmitico 8 Clop et al. 2003
7y X Guo et al. 2009
8,14y 16 Sénchez et al. 2007
3,6,14y15 Nii et al. 2006
Palmitoleico 13 Guo et al. 2009
1y9 Nii et al. 2006
10y 12 Sanchez et al. 2007
Vaccénico 15 Nii et al. 2006
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1.7 Genes candidatos

Genes candidatos son aquéllos que por la posicion que ocupan en el genoma
(candidato posicional) y/o por las propiedades funcionales de la molécula que codifican
(candidato funcional) podrian contener una mutacion causal que explicase la
segregacion de un determinado QTL.

Al realizar barridos genodmicos, se definen los intervalos de confianza de los QTL
detectados y se analiza su contenido génico. A partir de dicha informacién, puede
seleccionarse genes cuya funcion esté relacionada con el fenotipo asociado al QTL.
Dichos genes son candidatos posicionales y funcionales. Segin Ron y Weller (2007),
para que un gen sea considerado como candidato a contener la mutacion causal debe
cumplir las siguientes condiciones:

= El gen debe tener una funcion fisiolégica relacionada con el fenotipo de
interés. Asimismo, debe existir evidencias funcionales previas, p.e.
experimentos con ratones knockout, que indiqguen que el gen
verdaderamente tiene un efecto detectable sobre el fenotipo bajo estudio.

= El gen debe estar preferentemente expresado en 6érganos o tejidos
relacionados con el caracter que se pretende analizar.

= El gen debe estar contenido en el intervalo de confianza del QTL.

En principio puede distinguirse a aquellas mutaciones que afectan a la estructura
proteica y que, por ejemplo, implican un cambio de aminoéacido (ya sea conservativo o
no-conservativo) o bien, aquéllas que inactivan la funcién proteica provocando la
aparicion de un codén prematuro de la traduccién. Otros polimorfismos, en cambio,
pueden afectar la expresién génica, localizdndose a nivel de promotor, intrones o
region 3'UTR, asi como en la secuencia o en la diana de RNA reguladores (Georges,
2007). Atendiendo al tipo de polimorfismos, también puede considerarse diversas
categorias. Particularmente abundantes son los polimorfismos nucleotidicos sencillos
(SNP, single nucleotide polymorphisms) que consisten en la sustitucion de una base
por otra. Otros tipos de polimorfismos serian los indels (inserciones/deleciones), los
microsatélites, las inserciones de retrotransposones, las variaciones en el nimero de
copias (copy number variation o CNV) y las reordenaciones cromosémicas p.e.
inversiones y translocaciones (Ibeagha-Awemu et al. 2008). En las Tablas 1.4y 1.5 se
detallan distintos polimorfismos que presentan asociaciones significativas con el
contenido y la composicion de la grasa intramuscular en ganado porcino (informacion

basada en el trabajo de Casellas et al. 2012).
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Tabla 1.4. Polimorfismos que presentan asociaciones con el contenido de la grasa

intramuscular en el ganado porcino (basado en Casellas et al. 2012).

Gen Polimorfismo Raza Referencia
ACACA €.4899G>A ¢.5196T>C DU Mufioz et al. (2007)
CMYA3 A7189C ME, DU, LW, LD, TO, QI Xu et al. (2011)

ENO3 G404delT YK, LD, YKXLD, YKxME Wu et al. (2008)
Haelll, Hinfl, Mspl, RFLP DU Gerbens et al. (1998)
Mspl RFLP PI, LW, LD Nechtelberger et al.
(2011)
Haelll RFLP IB x LD Ovilo et al. (2002)
FABP3 Hinfl RFLP LW, LD Urban et al. (2002)
Hinfl RFLP LD/DU x LD/YK Arnyasi et al. (2006)
Haelll, Hinfl, Mspl, RFLP Diversas razas chinas Pang et al. (2006)
Hinfl RFLP BE Lee et al. (2010)
Hinfl RFLP DU Schwab et al. (2009)
BE x YK Fan et al. (2007)
FTO €.594C>G , ¢.1119-261A>G
0.276T>G
Cerdos comerciales Fontanesi et al. (2010)
HDLBP €.3120 G>A DU Cénovas et al. (2009)
Hpall RFLP IB x LD Ovilo et al. (2002)
€.221C>T, ¢.1160A>C, IBx LD Ovilo et al. (2005)
LEPR c. 2002 C>T
T232A LD Mackowski et al. (2005)
€.2002C>T IB x DU Mufioz et al. (2011)
LPIN1 Co3T LW, TO y cruces He et al. (2009)
MC4R c. 1426 A>G IB x DU Mufioz et al. (2011)
MYODL Ddel RFLP LW, LD Verner et al. (2007)
Ddel RFLP LW x ME Liu et al. (2008)

BE: Berkshire, DU: Duroc, IB: Ibérico, ME: Meishan, LD: Landrace, LW: Large
White, TO: Tongsheng, YK: Yorkshire.
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Tabla 1.5. Polimorfismos que presentan asociaciones con la composicién de la grasa

intramuscular en el ganado porcino (basado en Casellas et al. 2012).

Gen Variante Raza Asociacion Referencia
Cl16:1, C18:0, C18:1] Mufioz et al.
c.5634T>C, c.6681G>T | IBxLD
(2007)
ACACA
C14:0, C16:0, C18:0f Gallardo et al.
c4899G>A, ¢.5196T>C DU
C18:1, C20:4 (2009)
Mercadé et al.
ACSL4 C.2645G>A IB x LD MUFA
(2006)
FABP3 | Haelll, Hinfl, Mspl RFLP BE SFA, MUFA Lee et al. (2010)
Mufioz et al.
FASN Cc.1256A>G IBx LD C20:3
(2007)
Mufoz et al.
GIP c.77A>G, c.394A>C IBx LD C16:1, C18:0
(2007)
C14:0, C16:0, C16:1
Estellé et al.
MTTP c. 2573T>C IBxDU | C18:0,C18:1, C18:3
(2009)
C20:1, C20:2
Uemoto et al.
SCD -353C>T, -233T>C C14:0, C18:0, C18:1
(2012)

BE: Berkshire, DU: Duroc, IB: Ibérico, LD: Landrace MUFA: Acidos grasos

monoinsaturados, SFA: Acidos grasos saturados.

Tal como se ha comentado anteriormente, el barrido gendémico realizado por
Gallardo et al. (2008) para lipidos séricos en una poblacion comercial Duroc permitié
identificar dos QTL de interés en los cromosomas 4 y 13 (Figura 1.2). El andlisis del
contenido génico de estas 2 regiones permitid identificar tres genes relacionados con
el metabolismo lipidico: low density lipoprotein receptor-related protein 12 (LRP12) y
Tribbles 1 (TRIB1), situados en SSC4, y adiponectina (ADIPOQ) en SSC13. Estos
tres genes han sido caracterizados en la presente tesis. En el marco de un proyecto de
colaboracion con investigadores del area de Geneética i Millora Animal, del IRTA de
Lleida, también se procedi6 a caracterizar tres genes (SLC27Al, SLC27A2 y
SLC27A4) que son candidatos funcionales para caracteres lipidicos.
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1.7.1 Tribbles 1, Drosophila homolog (TRIB1)

El gen TRIB1 pertenece a la familia génica Tribbles, que codifica una serie de
moléculas con distintas funciones bioldgicas. En Drosophila, las moléculas Tribbles
regulan distintos estadios del desarrollo embrionario (Hegedus et al. 2006). En
mamiferos, se ha descrito la existencia de tres moléculas Tribbles (TRIB1, TRIB2 y
TRIB3), que juegan un importante papel en distintas rutas de sefalizacién reguladas
por proteinquinasas activadas por mitdgenos (MAPK) (Kiss- Toth et al. 2004; Hegedus
et al. 2006). El gen TRIB1 humano se encuentra localizado en el cromosoma 8g24.13
(Wilkin et al. 1997, Hegedus et al. 2006), posee tres exones y codifica una proteina de
372 aminoécidos (base de datos Ensembl). En general, las moléculas Tribbles regulan
la actividad de distintas quinasas de MAPK, es decir de proteinas que fosforilan a las
MAPK (MAPKK). El gen TRIB1 humano esta sobre-expresado en arterias con lesiones
ateroscleréticas (Sung et al. 2007). Asimismo, la realizacion de estudios de asociacion
a nivel genémico (GWA) ha permitido demostrar la existencia de un SNP localizado
en la region 3'UTR del gen TRIB1 que presenta un efecto muy significativo sobre las
concentraciones de triglicéridos, HDL y LDL (Kathiresan et al. 2008, Willer et al. 2008).
La base molecular de dicha asociacion aun no ha sido definida.

Desde un punto de vista de gendmica funcional, en un trabajo realizado en
ratones se encontré que el aumento en la expresion del gen TRIB1 causaba una
reduccion en los niveles de triglicéridos y colesterol en plasma. Por el contrario,
ratones knockout mostraron niveles elevados de triglicéridos y colesterol en plasma,
fundamentalmente debido a una mayor produccion de VLDL. Dichos resultados
demuestran que TRIB1 esta directamente implicado en la lipogénesis hepética y en la
sintesis de VLDL (Burkhardt et al. 2010). Por otra parte, se sabe que ratones
transgénicos que sobre-expresan el gen TRIB3 muestran un menor engrasamiento
gue los individuos control cuando se les suministra una dieta rica en grasas (Qi et al.
2006) probablemente debido a que tienen una mayor tasa de B-oxidacién de acidos

grasos y un incremento del gasto energético.

1.7.2 Low density lipoprotein receptor-related protein 12 (LRP12)

La molécula LRP12 (también llamada ST7) es un miembro de la familia de los
receptores de LDL (LRP, Figura 1.6) (Blacklow et al. 2007). El gen LRP12 fue
caracterizado por primera vez por Qing et al. (1999), quienes determinaron su
localizaciébn en el cromosoma humano 8g22 y que codifica una proteina de 859

aminoacidos. La region codificante esta constituida por cuatro exones. Practicamente
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no se sabe nada acerca de la funciébn de la molécula LRP12 (ni siquiera en
organismos modelo), aunque existen evidencias de que podria estar implicada en

fendmenos de endocitosis de lipidos y transduccién de sefiales (Battle et al. 2003).
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Figura 1.6. La familia LRP esta formada por un conjunto de moléculas que comparten
distintos dominios estructurales y estan implicadas en fenédmenos de endocitosis de
lipidos y transduccion de sefiales. La molécula indicada como ST7 en realidad
corresponde a LRP12.

Hofmann y colaboradores (2007) produjeron ratones en los que el gen LRP1 se
hallaba inactivado a nivel del tejido adiposo y observaron que dichos ratones
presentaban un menor peso y engrasamiento, una mayor resistencia a la obesidad
inducida por la dieta y un elevado gasto energético. En este sentido, Hofmann y
colaboradores concluyeron que LRP1 ejerce un papel fundamental en la regulacion de
la homeostasis energética del adipocito. De modo similar, Mason et al. (2009)
produjeron ratones knockout para LRP1, demostrando diferencias en el deposito de

grasa al compararlos con ratones normales.
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En cuanto al gen LRP2, se sabe que es un receptor que, de forma similar a
LRP1, posee la capacidad de unirse a mudltiples ligandos como p.e. LDL, VLDL,
apolipoproteinas H y J, vitaminas A, B12, D y esteroides (May et al. 2009). Otros
miembros relevantes de esta familia son LRP5 y LRP6 que forman parte de la ruta de
sefalizacién Wnt, la cual juega un papel fundamental en el metabolismo de la glucosa
y los lipidos (Jin, 2008). De este modo, ratones deficientes en LRP5 alimentados con
una dieta alta en grasas presentan una elevacion de los niveles de colesterol
plasmaético (Jin, 2008). Mani y colaboradores (2007) establecieron la existencia de una
asociacion entre una mutacion del gen LRP6 (R611C) y susceptibilidad a patologias
de tipo coronario, hipertension, diabetes y baja densidad 6sea, asi como con un
incremento en las concentraciones de LDL y triglicéridos. Asimismo, mutaciones en los
genes LRP5 y LRP6 han sido asociadas con un incremento del riesgo de sufrir
obesidad, osteoporosis y el sindrome metabdlico (MacDonald et al. 2009; Prestwich y
Macdougald, 2007; Guo et al. 2009; Riancho et al. 2012).

1.7.3 Adiponectina (ADIPOQ)

La adiponectina es una adipoquina que regula diversos procesos metabdlicos
relacionados con la lipogénesifd3 la -oxidacion de los &acidos grasos y la
gluconeogénesis (Danniele et al. 2008; Scherer et al. 1995; Nakano et al. 1996).
Desde un punto de vista clinico, también juega un papel importante en el desarrollo de
resistencia a la insulina y diabetes de tipo 2, disminuyendo el riesgo de padecerla
(Menzaghi et al. 2007). Los efectos de la adiponectina se explican a través de su
interaccion con dos receptores AdipoR1 y AdipoR2 (DallOlio et al. 2009).

El gen ADIPOQ humano tiene un tamafio de 16 kb y esta situado en el
cromosoma 327 (Saito et al. 1999). En el cerdo, el gen ortdlogo esta situado en el
cromosoma 13, y mas concretamente en la regién 13g36-41 (Cepica et al. 2005; Dai et
al. 2006). El gen ADIPOQ contiene tres exones que codifican una proteina de 244
amino&cidos. En estudios realizados en cerdos, se determiné que el tejido graso
visceral posee un mayor contenido de adiponectina que el subcutaneo, (Danniele et al.
2008). Asi mismo, en humano se ha demostrado que el polimorfismo del gen ADIPOQ
esta asociado a la susceptibilidad a la diabetes de tipo 2 y la obesidad (Wang et al.
2006; Gable et al. 2006; Vaseur et al. 2003; Karki et al. 2011). En ratones con una
expresion aumentada del gen ADIPOQ se detectd una reduccién en la concentracion
de &cidos grasos en plasma (Shetty et al. 2012). Yang et al. (2012). Igualmente,

Karmelic y colaboradores (2012) identificaron dos mutaciones en el promotor del gen
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ADIPOQ humano que afectan a las concentraciones plasmaticas de adiponectina y
gque estan asociadas significativamente al perimetro abdominal y al riesgo de padecer
el sindrome metabadlico.

1.7.4 Solute carrier family 27A (fatty acid transporter), members 1, 2 y 4 (SLC27A1,
SLC27A2 y SLC27A4)

Las proteinas solute carrier family 27 member (SLC27A), también conocidas
como fatty acid transport proteins (FATP), estan relacionadas con la captacion de
acidos grasos de cadena larga (mas de 20 carbonos) a nivel tisular, tal como se indica
en la Figura 1.6 (Tomada de Stahl et al. 2001).
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Figura 1.7. Proteinas SLC27A (indicadas como FATP), las cuales participan en el

transporte a través de la membrana plasmatica de acidos grasos de cadena larga.

En humano y ratén los genes SLC27A codifican seis proteinas homologas

presentes en varios tejidos (Tabla 1.6, basada en Glatz et al. 2010).
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Tabla 1.6. Genes pertenecientes a la familia SLC27A y su patrén de expresion tisular.

Gen Expresion tisular
SLC27A1 Grasa, corazon, musculo esquelético, cerebro, rifion, piel, pulmoén
SLC27A2 Rifidn, higado, intestino
SLC27A3 Pulmén, higado, testiculo, piel
SLC27A4 Intestino, cerebro, rifidn, higado, piel, pulmoén, corazén, grasa, musculo
esquelético.
SLC27A5 Higado
SLC27A6 Corazon

En la presente tesis, y en el marco de un proyecto de colaboracién con el IRTA
cuya finalidad consistia en determinar la localizacibn genémica, expresion tisular y la
variabilidad de los genes SLC27A porcinos, se ha procedido a caracterizar el
polimorfismo de los genes SLC27A1, SLC27A2 y SLC27A4. Por ello, a continuaciéon se
describiran las caracteristicas generales de estos tres genes.

La proteina SLC27A1 se expresa mayoritariamente en el tejido adiposo
(Schaffer y Lodish, 1994). El gen que codifica esta proteina se encuentra localizado en
el cromosoma 19p13.11 humano (Strauberg et al. 2002). En un estudio realizado por
Meirhaeghe y colaboradores (2000), se ha identificado un polimorfismo en el intrén 8
del gen SLC27A1 asociado al aumento de los niveles de triglicéridos en plasma. El
analisis de ratones transgénicos con una expresion aumentada del gen SLC27A1 ha
permitido verificar un incremento muy significativo en la tasa de absorcion de acidos
grasos (Chiu et al. 2005). Por el contrario, en ratones knockout para el gen SLC27A1
no se observdé una reduccién importante en la absorcibn de &acidos grasos,
posiblemente debido a la existencia de redundancia funcional (Wu et al. 2006). En
cuanto al gen SLC27A2, Falcon y colaboradores (2010) demostraron que la
inactivacion funcional de este gen implica una reduccion del 40% en la captacion
hepatica de &cidos grasos de cadena larga y una menor susceptibilidad a la esteatosis
hepatica. Asimismo, SLC27A2 posee una actividad sintetasa de acidos grasos de
cadena larga a nivel de los peroxisomas del higado, por lo que se le considera una
molécula multifuncional. Respecto al gen SLC27A4, el correspondiente mRNA se
expresa mayoritariamente en el intestino (Stahl et al. 1999). La inactivacioén funcional
del gen SLC27A4 en enterocitos cultivados evidencié una disminucion del 50% en la
captacion de acido oleico (Stahl et al. 1999). De modo similar, Gimeno y colaboradores
(2003) eliminaron selectivamente un alelo del gen SLC27A4 en ratones y observaron
una drastica reduccion (40%) en la absorcién de é&cidos grasos por parte de los
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enterocitos. Asimismo, se comprobd que la eliminacion de los dos alelos del gen

SLC27A4 ocasionaba un cuadro de letalidad embrionaria temprana.

1.8 Copy number variation (CNV)

El término copy number variation o CNV engloba reordenaciones estructurales ,
con un tamafio entre 1 kb y varias megabases, que implican una ganancia
(duplicacién) o pérdida (delecion) en el nimero de copias de una region genémica
(lafrate et al. 2004; Sebat et al. 2004; Sharp et al. 2005; Tuzun et al. 2005). Esta
variacion estructural puede tener consecuencias fenotipicas, alterando la expresion
génica (p.e. pérdida de un elemento regulador) y la estructura de los transcritos p.e. a
través de la eliminacion de uno o mas exones (Lupski y Stankiewicz, 2006; Kleinjan y
van Heyningen, 2005). En humano, se ha identificado miles de CNV empleando
distintas metodologias (Conrad et al. 2010; Pang et al. 2010; Park et al. 2010). A modo
de ejemplo, Conrad y colaboradores (2010) identificaron 8599 CNV que globalmente
abarcaban un total de 112 Mb, es decir un 3.7% del genoma humano. Esta cifra podria
ser conservadora ya que existen evidencias de que los CNV podrian cubrir hasta un
13% del genoma humano (Stanklewicz y Lupski, 2010). Todo ello sugiere que los CNV
pueden ser una fuente muy importante de variacion fenotipica. Desde un punto de
vista biomédico, en humano se ha podido evidenciar la existencia de una notable
asociacion entre CNV y distintas enfermedades neurodegenerativas (De Cid et al.
2009; Glessner et al. 2010). Por otra parte, los CNV y otras variantes estructurales
podrian desempefiar un papel muy importante a nivel evolutivo, contribuyendo al
fendmeno de especiaciéon y diferenciacion poblacional (Nguyen et al.2008; Volker et
al. 2010).

1.8.1. Métodos de deteccion de CNV

Existen diversas técnicas para la identificacion de CNVs a escala genémica.
Entre ellas, cabe destacar la estrategia basada en el empleo de comparative genomic
hybridization arrays (aCGH). Dicha técnica se basa en la hibridacion competitiva de un
genoma de referencia y otro genoma problema (el que se pretende caracterizar). Los
genomas de referencia y problema son marcados con distintos fluoroforos e hibridados
en un array o chip que contiene millares de oligonucleétidos que representan distintos
segmentos del genoma. La ratio entre las intensidades de fluorescencia
correspondientes a los genomas de referencia y problema reflejan cambios en el

namero de copias. En humano, Conrad et al. (2010) emplearon una plataforma aCGH
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con 42 millones de sondas (la separacion media entre sondas era de 56 pb) y
detectaron 8599 CNV con una resolucién muy elevada (Conrad et al. 2010). En las
especies domésticas, la técnica aCGH se ha aplicado con éxito en la construccion de
mapas de CNVs (Tabla 1.7).

Otra aproximacion consiste en detectar CNV mediante el genotipado de la
poblacién bajo estudio con un chip que permita el andlisis simultdneo de millares de
SNP. En este caso, las variaciones en el nimero de copias se detectan como
alteraciones en la intensidad de la sefial detectada (aumenta en el caso de una
duplicacion, disminuye en el caso de una delecion). Este tipo de tecnologia ha sido
aplicada en la especie porcina (Ramayo-Caldas et al. 2010) y en la especie bovina
(Bae et al. 2010).

También se ha empleado las técnicas de secuenciacibn masiva (next
generation sequencing) para caracterizar CNV (CNV-seq). En este caso, los CNV se
detectan al comparar la distancia observada entre mapped read pairs con la distancia
media inferida a partir del genoma de referencia. Otra posibilidad consiste en asumir
que el niamero de secuencias correspondiente a una determinada region es
proporcional al nimero de copias de la misma (Figura 1.8) p.e. en el caso de un
homocigoto para una delecién no detectariamos ninguna copia. Recientemente, se ha
analizado mediante la metodologia CNV-seq el genoma de seis poblaciones bovinas,
detectando 1265 CNV que ocupaban un total de 55.6 Mb (Bickhart et al. 2012)
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Figura 1.8. Comparacion de los métodos aCGH y CNV-seq para la deteccion de CNV.
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Tabla 1.7. Deteccion de regiones genodmicas que contienen CNV (CNVR) en distintas especies domésticas.

Tomado de Clop et al. (2012).

Especie | N° muestras N Tamano medio Rango de Método de deteccion Referencia
CNVR CNVR (kb) tamafo (kb)
556 42 960,6 22,9 -11.050 BovineSNP50 BeadChip Matukumalli et al. (2009)
265 368 1715 50 - 200 BovineSNP50 BeadChip Bae et al. (2010)
Vacuno 20 304 72,3 1,7-2.000 Bovine 2.1 M aCGH arrays Fadista et al. (2010)
90 177 159 18 - 1.260 Bovine 385k aCGH arrays Liu et al. (2010)
539 682 204,9 32,5-5.569 BovineSNP50 BeadChip Hou et al. (2011)
Ovino 11 135 77,6 24,6 - 505 Bovine 385k aCGH arrays Fontanesi et al. (2011)
Caprino 10 127 90,3 24,6 -1.070 Bovine 385k aCGH arrays Fontanesi et al. (2010)
_ 12 37 9,32 1,7-619 Porcine 385k aCGH arrays Fadista et al. (2008)
Poreino 55 49 754,6 44,7 —10.700 Porcine SNP60 Beadchip Ramayo-Caldas et al. (2010)
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1.8.2. Caracterizacion de CNVR en distintas especies domésticas

En la especie bovina se ha realizado diversos estudios encaminados a
caracterizar la variacion estructural propia de esta especie (Bae et al. 2010, Fadista et
al. 2010, Liu et al. 2010, Hou et al. 2011, Bickhart et al. 2012). Hou et al. (2011)
analizaron 539 vacas (pertenecientes a 21 razas) detectando un total de 682 CNVRs
gue cubrian aproximadamente 139,9 Mb (aproximadamente 4,60% del genoma
bovino). También se observd que las regiones pericentroméricas y subteloméricas
contenian una mayor cantidad de CNV, especialmente en los cromosomas 1y 6 (Hou
et al. 2011). Otros estudios indican que alrededor del 50% de CNVRs en el ganado
bovino podrian ser compartidos por diferentes individuos y razas La existencia de
diferencias significativas entre razas en cuanto a las frecuencias de CNVR, sugiere
gque esta fuente de variabilidad posiblemente haya contribuido de forma importante al
proceso de diferenciacion racial (Matukumalli et al. 2009; Liu et al. 2010; Seroussi et
al. 2010; Hou et al. 2011). En ovino y caprino, se han detectado, mediante el empleo
de plataformas aCGH bovinas, 186 y 161 CNV, respectivamente (Fontanesi et al.
2010; 2011b). Sin embargo, esta aproximacion interespecifica no resulta idénea ya
gue la existencia de cambios nucleotidicos bovino vs ovino o bovino vs caprino puede
disminuir de forma muy significativa la eficiencia de la hibridacion (Clop et al 2012).

En el cerdo, Fadista et al. (2008) realizaron la primera caracterizacion de CNV
mediante una plataforma aCGH con 384.979 sondas de oligonucleétidos para los
cromosomas 4, 7, 14 y 17. En este estudio se identificd un total de 37 CNVs con un
rango de tamafos de 1,74 Kb a 61,92 Kb y un tamafio medio de 9,32 Kb. Mediante
una plataforma de genotipado Porcine SNP60 BeadChip, Ramayo-Caldas vy
colaboradores (2010) identificaron 49 CNVR en 55 cerdos Landrace x Ibérico (Figura
1.9). Dichos CNV estaban localizados en 13 de los 18 cromosomas autosomicos, con
tamafios que iban desde 44,7 Kb a 10.700 Kb (tamafio medio: 754,6 Kb). En otro
trabajo realizado por Sili6 y colaboradores (2010), se identific6 49 CNVR en 84 cerdos
Ibéricos de la linea Torbiscal. EI tamafio minimo de los CNVR fue de 55.6 Kb y el
méximo de 1149 Kb. En los cromosomas 3 y 9 no se detectdé ningun CNV, mientras

que los cromosomas 11y 13 fueron los que presentaron un mayor nimero de CNV.
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Figura 1.9. Representacion gréfica de los 49 CNVRs detectados en el trabajo de

Ramayo-Caldas et al. 2010

1.8.3. Efectos de los CNV a nivel fenotipico

Las variaciones en el numero de copias pueden alterar la funcién génica de
diversas formas. Por ejemplo la expresién de un gen puede cambiar debido a la
pérdida o ganancia de elementos reguladores o al aumento/disminucion de copias del
mismo (Feuk et al. 2006). Asimismo, puede alterarse la estructura del trénscrito
(pérdida de uno o mas exones, duplicacién exdnica, fusion de genes adyacentes etc.).
En especies domésticas, hay varios ejemplos que ilustran las consecuencias
fenotipicas que puede tener este tipo de polimorfismo (Tabla 1.8). El color del pelaje
en caballos, cerdos y ovejas esta determinado en cierta medida por CNV que afectan
diversos loci implicados en la pigmentacion. En la Tabla 1.8 puede comprobarse que
una duplicacién de 4.6 Kb en el intrén 6 del gen STX17 equino esta asociada a una
capa gris y a una mayor susceptibilidad a sufrir melanomas (Rosengren- Pielberg et al.
2008). En cerdos, el color blanco ha sido asociado a un aumento en el nimero de
copias del gen KIT (Giuffra et al. 2002b; 1999), el cual tiene un papel fundamental en
la proliferacion, supervivencia y migracion de los melanocitos (Wehrle- Haller, 2003).
En el caso del ovino, la mutacion causal que explica el color blanco consiste en una
duplicacion de 190 Kb que abarca el gen ASIP, el cual codifica una proteina que,

uniéndose al receptor de la melanocortina 1, estimula la sintesis de feomelanina. Estas
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reordenaciones cromosOmicas son relativamente recientes (posteriores a la
domesticacion) debido a que a menudo segregan en razas especificas y no estan
presentes en el genoma de sus ancestros (jabali, muflon etc.).

El estudio de CNV en los animales domésticos se encuentra todavia en una
fase muy inicial, aunque en los cuatro ultimos afios se ha avanzado de forma muy
considerable (Clop et al. 2012). La mayoria de asociaciones entre CNV vs fenotipo
establecidas hasta la fecha en especies domésticas estan relacionadas con caracteres
mendelianos (Clop et al. 2012). Un préximo objetivo consistira en buscar asociaciones
entre CNV y caracteres complejos, como el crecimiento, el engrasamiento, la
produccion de leche, la prolificidad y la susceptibilidad a enfermedades infecciosas.
Igualmente, la busqueda de asociaciones entre CNV y expression QTL deberia abrir
nuevas vias para el esclarecimiento de como los CNV pueden influir en la expresion
génica (Clop et al. 2012). Este conocimiento no sélo seria muy relevante desde el
punto de vista biolégico, sino que también cabe esperar que tenga importantes
aplicaciones practicas en la produccion animal y la genética clinica (Clop et al. 2012).
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Tabla 1.8. Tabla representativa de CNV con efectos sobre la variacion fenotipica de

diversas especies domésticas de interés ganadero. Basado en Clop et al. 2012.

Especie

Fenotipo

Tipo de mutacion

Displasia anhidrética

ectodermal

Displasia tubular

Delecién del exén 3 del gen EDA.

Delecion de 37 kb (exones 1-4) o 56 kb (exones 1-4

renal y 21 pb de exdn 5) en el gen CLDN36.
Vaca
Osteopetrosis Delecién de 2.8 kb en el gen SCL4A2 (pérdida del
exon 2).
Aborto y paralisis al Delecién de 110 kb que implica la pérdida de los
nacimiento exones 3y 4 del gen MIMT1.
Oveja Color blanco Una duplicacién de 190 kb incluyendo el gen ASIP.
Duplicacién de un fragmento de 450 kb que incluye
Cerdo Color blanco
al gen KIT.
Color blanco y
Caballo susceptibilidad a Duplicacién de 4.6 kb en el intrén 6 del gen STX17.
melanoma
Crecimiento de las L _
Duplicacion de 176 kb conteniendo los genes PRLR
plumas
y SPEF2.
Pollo

Cresta en forma de

guisante

Duplicacién que altera la expresion del gen SOX5.
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2. OBJETIVOS

El presente trabajo forma parte de los proyectos Mapeo e identificacién de genes
implicados en el metabolismo lipidico en porcino, la calidad de carne y la calidad de
jamon curado (AGL2007-66707-C02-02) y Estudio de caracteres relacionados con el
metabolismo lipidico y la calidad en porcino mediante el analisis integral de datos
masivos de genotipos y expresion génica (AGL2010-22208-C02-02), cuya finalidad
general consiste en analizar la arquitectura genética de diversos caracteres de interés
productivo en una poblacion comercial Duroc. Asi, los objetivos especificos de la

presente tesis son los siguientes:

1. Caracterizar la secuencia y la variabilidad genética de los genes low-density
lipoprotein receptor-related 12 protein (LRP12) y Tribbles 1 (TRIB1), cuya
posicion coincide con una region del cromosoma 4 porcino que contiene un
QTL para la concentracion de triglicéridos a la edad de 190 dias. En caso de
hallar variantes genéticas, se realizaran estudios de asociacion con diversos

caracteres lipidicos en la poblacion Duroc objeto de estudio

2. Caracterizar la secuencia y variabilidad genética del gen que codifica la
adipoquina (ADIPOQ), situado en una region del cromosoma 13 que contiene
QTL para las concentraciones de LDL a 190 dias y HDL a 45 dias. Realizacién

de estudios de asociacion en la poblacion Duroc, si procede.

3. Construccién de un mapa de copy number variation a partir de la informacion
obtenida mediante el genotipado de la poblacion Duroc con el Porcine SNP60
Beadchip de Illumina.

En el marco de un trabajo de colaboracion (no adscrito a los dos proyectos
mencionados anteriormente) con investigadores del Area de Genética i Millora del

IRTA, se ha planteado un cuarto objetivo adicional.
4. Caracterizar la secuencia y variabilidad genética de tres genes candidatos de

la familia solute carrier family 27A (SLC27A1, SLC27A2 y SLC27A4), cuya

funcién esté relacionada con la absorcion de acidos grasos de cadena larga.
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3.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Material animal y caracteres fenotipicos

El material animal empleado en el presente experimento ha sido proporcionado
por la empresa Seleccién Batallé S.A., y consiste en una poblacion comercial de
cerdos de la raza Duroc (Gallardo, et al. 2008). La generacion parental G, esta
constituida por 5 machos y aproximadamente 400 hembras, mientras que la
generacién G; incluye 350 machos castrados (Figura 3.1). La raza Duroc tiene su
origen en el este de Estados Unidos, desde donde se ha expandido a lo largo del
mundo. Una caracteristica de dicha raza es que existe una considerable variedad de
capas, pudiendo ir desde un tono oro, casi amarillo muy ligero, a un rojo muy oscuro

gque se acerca a la caoba ( http://www.ansi.okstate.edu/ breeds/swine/). Esta raza se

utiliza como base para actuar como macho finalizador en los programas de hibridacion

de razas precoces e ibérica (http://www.anps.es/ duroc.php). Destaca por la buena

calidad de su carne, debido a la elevada infiltracion grasa de la misma, conservando
unos ajustados indices de conversion. Es una raza con una perfecta adaptacion a
todos los medios, alta prolificidad, buena produccion cérnica, y excelente respuesta a

las exigencias de la produccién intensiva. (http://www.anps.es/duroc.php). El nicleo

genético Duroc de la empresa Batallé estd seleccionado fundamentalmente para la
ganancia media diaria (peso relativo: 5%), el espesor del tocino dorsal (15%), el
porcentaje de grasa intramuscular (20%), nacidos vivos (45%) y numero de tetinas
(15%). Hembras Duroc se cruzan con machos Landrace obteniendo individuos
hibridos que son cruzados de nuevo para obtener el producto final destinado a

matadero (http://www.batalle.com/html/1al.htm).

El disefio experimental empleado en la presente tesis, que involucra el andlisis
de 5 familias de medios hermanos paternos y que, a su vez, son descendientes de un
namero muy elevado de hembras se asemeja mucho al que tradicionalmente se lleva
a cabo en los experimentos de deteccion de QTL en bovino lechero (Georges et al.
1995). Los machos heterocigotos para un QTL dan lugar a una descendencia con
medias fenotipicas diferentes dependiendo del alelo paterno (Q o q) que hayan
recibido, y la comparacion de los haplotipos de los mismos para los marcadores

asociados al caracter estudiado permite realizar un cartografiado preciso del QTL.
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Figura 3.1. Representacién esquematica de la generacion del material animal. La
generacion Gy incluye 350 machos castrados controlados en CCP-IRTA. Dichos
individuos se distribuyen en 5 familias de medios hermanos a excepciéon de 45 cerdos

que son hermanos completos.

El manejo de la poblacion comercial Duroc empleada en el presente trabajo fue
el siguiente: después del destete (3 a 4 semanas de edad) los cerdos fueron
transferidos a la estacién experimental IRTA-CCP y mantenidos en condiciones
estandar. Durante la primera etapa de cebo (90 kg de peso vivo, 150 dias de edad) los
cerdos fueron alimentados ad libitum con una dieta estandar con la siguiente
composicion: 18% proteina, 3.8% fibra, 7.0% grasa, 1.0% lisina y 0.3% metionina.
Durante los 30-40 dias previos al sacrificio, los cerdos fueron alimentados ad libitum
con una dieta ligeramente distinta: 15.9% proteina, 4.5% fibra, 5.2% grasa, 0.7% lisina
y 0.2% metionina. El aporte energético de dichas dietas fue de 2.450 y 2.375 kcal/kg,
respectivamente.

Se obtuvo muestras de sangre de los cerdos Duroc a las edades de 45 y 190

dias, aproximadamente. Se midieron las concentraciones séricas de colesterol, LDL,
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HDL vy triglicéridos. La metodologia empleada est4 ampliamente descrita en Gallardo
et al. (2008). Con posterioridad al sacrificio, se procedi6 a medir las siguientes
variables: peso de la canal, porcentaje de magro (medido con un equipo de
ultrasonidos AutoFOM), espesor del tocino dorsal entre las costillas 32 y 42, peso del
jamon, y espesor de la grasa del jamén. Se tomaron muestras de 200 g de los
musculos longissimus dorsi y gluteus medius para determinar distintas variables
relacionadas con la calidad de la carne y el porcentaje y la composicion de los lipidos
musculares. La metodologia empleada esta descrita en Gallardo et al. (2009). En las
Tablas 3.1y 3.2 se describen diversos registros fenotipicos obtenidos para un conjunto
de caracteres relacionados con el metabolismo lipidico en la poblacion experimental

Duroc.

Tabla 3.1. Registros fenotipicos relacionados con el porcentaje y la composicion de los

lipidos musculares en la poblacién comercial Duroc objeto de estudio.

Caracter Acronimo Longissimus dorsi Gluteus Medius

Media SD Media SD

(%) Grasa intramuscular IMF 3.91 1.53 5.21 2.05
(%) Miristico C14:.0 1.37 0.28 1.39 0.23
(%) Palmitico C16:0 23.47 1.63 23.22 1.42
(%) Palmitoleico Cle6:1 2.98 0.59 2.82 0.49
(%) Estearico C18:0 11.71 1.21 11.21 1.12
(%) Oleico C18:1(n-9) | 34.92 5.18 35.10 4.48
(%)Vaccénico C18:1(n-7) | 4.28 0.34 4.06 0.31
(%) Linoleico C18:2 14.16 511 14.95 4.10
(%) Araquidonico C20:4 3.53 1.81 3.20 1.55

Tabla 3.2. Concentraciones de lipidos séricos en la poblacion experimental Duroc a
las edades de 45y 190 dias.

] Media = SD (en mg/dL)
Caracter
45 dias 190 dias
Colesterol 77.46+£13.27 125.81+26.77
HDL 30.60+6.73 51.95+10.34
LDL 38.19+8.99 63.42+20.70
Triglicéridos 43.25+16.43 50.04+20.21

38



3.2. Caracterizacién molecular de genes candidatos

3.2.1 Extraccion de RNA a partir de tejido muscular

Las extracciones de RNA se realizaron a partir de muestras de musculo
estriado esquelético. Las muestras, mantenidas a —80 °C, se congelaron en nitrégeno
liguido y se pulverizaron en un mortero. A continuacién se afadio el reactivo Trizol
Reagent (Gibco BRL, Life Technologies) y se homogenizaron las muestras con un
politrén. Posteriormente, se afiadié cloroformo en una proporcion de 200 ul por ml de
reactivo Trizol, se mezclaron ambos componentes con un vortex y se mantuvo la
extraccion durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion la mezcla se
someti6é a centrifugacion a 4 °C y 12.000 r.p.m. durante 15 minutos para conseguir la
separacion de las tres fases: fase organica que contiene las proteinas, interfase donde
esta contenido el ADN vy la fase acuosa donde permanece el ARN. La fase acuosa se
transfiri6 a un nuevo tubo de 2 ml donde se afiadié isopropanol, para la precipitacién
del ARN, en la proporcién de 500 pl por ml de reactivo. La reaccion de precipitacién se
mantuvo toda la noche a —20 °C. Transcurrido ese periodo de tiempo, la mezcla se
centrifugd a 4 °C y 12.000 r.p.m. durante 10 minutos, formandose un precipitado
blanco de ARN en el fondo del tubo. Se eliminé el sobrenadante y el ARN se lavd con
etanol frio al 75%, en la proporcién de 1 ml por ml de reactivo utilizado. Se incub6
dicha mezcla durante 4 horas a -20 °C. A continuacion se someti6 a una
centrifugacion a 4 °C y 12000 r.p.m durante 5 minutos, se eliminé el etanol y se dejo
secar el precipitado de RNA durante 5 minutos. Dicho precipitado se rehidraté con 50
Ml de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

Para medir la concentracién y pureza del RNA se empled un espectrofotometro
NANODROP ND-1000 (NanoDrop), tomando medidas de absorbancia a longitudes de
onda de 260 y 280 nm. La relacion de las medidas de A260/A280, indica la pureza de
los &cidos nucleicos extraidos, considerandose que un cociente que oscila entre 1,8 y

2,0 denota un alto grado de pureza.

3.2.2. Sintesis de DNA complementario

La sintesis de DNA complementario (cDNA) se llevd a cabo mediante
transcripcion reversa (RT) con el kit ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen). Como
molde se empled 1-2 ug de RNA, combinadndose con 1 pl oligo dT a 50 uM y 2 pl de
una mezca de nucleotidos (dNTP mix) a 10 mM, ajustando el volumen final a 12 pl con

agua tratada con DEPC. Se realizé una incubaciéon de dicha mezcla a 65 °C durante
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15 minutos. Posteriormente se afiadid: 4 pl de 5 X cDNA Synthesis Buffer, 1 ul de
ditiotreitol 0.1 M, 1 pl de Rnasa outp a 40 U/ul, 1 pl de agua tratada con DEPC y 1
de transcriptasa reversa ThermoScript URT a 15 unidades /ul. La sintesis de cDNA se
llevé a cabo en un termociclador a 50 °C durante 60 minutos. Finalmente, la reaccion
RT se incubd a 85 °C durante 5 minutos. Se afiadié 1 [ ]1de RNAsa H y se incub6 a 37

°C durante 20 minutos. La reaccién de sintesis se almacen6 a —20 °C.

3.2.3. Optimizacion de las reacciones de amplificacion

El disefio de los cebadores se llevd a cabo mediante el programa
Primer Express 2.0 (Applied Biosystem) empleando, en los casos en que no existiera
una secuencia porcina, alineamientos de secuencias de distintos mamiferos para
identificar regiones altamente conservadas. Las reacciones de PCR se pusieron a
punto en un aparato de gradiente PTC-200 (MJ Research). Las PCR contenian 1.5
mM de MgCl,, 0.1 mM de cada nucleétido (dNTP), 0.5 uM de cada cebador, 0.25 U de
Tag DNA polimerasa (Ecogen) y 2 pl de cDNA, en un volumen final de 25 pl. El perfil
térmico fue de 94 °C durante 5 minutos, para la desnaturalizacién del cDNA molde, y
35 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, temperatura de hibridacion durante otro minuto vy,
finalmente, una etapa de extension de 72 °C durante 2 minutos. Finalmente se llevo a
cabo una reaccién de extension final a 72 °C durante 10 minutos,

Todas las reacciones de amplificacion se verificaron mediante electroforesis
en geles de agarosa a distintas concentraciones (1.5-2.5%) en tampdn TAE (TRIS 40
mM, EDTA 1 mM, pH7.7 y acetato), con voltajes de 100 a 120 voltios. La tincién de
acidos nucleicos se hizo con el colorante SYBR Safe, empleandose un transiluminador
para la visualizacion de los mismos.

Tras la amplificacion de las bandas esperadas se realiz6 la purificacion de las
mismas con el preparado comercial QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN). En el
caso de la amplificacién de mas de una banda, se utilizé el kit QIAquick Gel Extraction
Kit (QIAGEN), aislando y recortando la banda esperada del gel de agarosa.

3.2.4. Protocolo de amplificacion del gen Tribbles 1 (TRIB1) porcino

Los cebadores utilizados para la amplificacion de la region codificante del gen
TRIB1 se presentan en la Tabla 3.3. Dichos cebadores fueron disefiados a partir de
regiones conservadas de los genes ortblogos de humano (Ensembl;
ENSTO00000311922), bovino (GenBank: BC147945) y macaco (Ensembl;
ENSMMUT00000030618). Las condiciones de amplificacion fueron de 1.5 mM MgCl,,
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200 puM dNTPs, 0.5 pM de cada cebador, 1.25 U de Tag DNA polimerasa (Ecogen) y 2
ul de reaccion RT en un volumen final de 25 pl. El perfil térmico fue distinto para cada
uno de los fragmentos analizados:

- Fragmento 1: 94 °C-1 minuto, 60 °C-1 minuto, 72 °C-2 minutos.

- Fragmentos 2A, 2B y 5: 94 °C-1 minuto, 64 °C-1 minuto, 72 °C-2 minutos.

- Fragmento 3: 94 °C-1 minuto, 61 °C-1 minuto, 72 °C-2 minutos.

Tabla 3.3. Cebadores utilizados en la caracterizacion del gen TRIB1 porcino

Nombre Secuencia cebador

TRIB1_Fwl 5'- AACAATAGCGGCGGCTGC-3'

TRIB1_Rv1 5- ATTTTGTCCTGGTAGTGTTTAATGGG-3'

TRIB1_Fw2A 5- ATCGCCGACTACCTGCTG-3’

TRIB1_Rv2A 5-TGGGGTCTGAGTCATGGAA-3

TRIB1_Fw2B 5- CTCGGGGTGATGCTCTACA-3

TRIB1_Rv2B 5'- AAGGGCCTGTCCATCTTTAG-3

TRIB1_Fw3 5'- AGAGTACCAGGAGGACAGTGACATTA-3’

TRIB1_Rv3 5- ACGTTCGGCTGGTAAGTG-3’

TRIB1_Fw4 5'- GGGCCAATAAACCTGCCATCTT-3

TRIB1_Rv4 5- GGGGCTTGCTATTTCACTCCAGA-3’

TRIB1_Fw5 5- CAAGACCATCTCAGGGTGGA-3

TRIB1_RvV5 5- GCCTGTTTTTGTGCCATTTCT-3'

3.2.5. Protocolo de amplificaciébn del gen low density lipoprotein receptor-related
protein 12 (LRP12) porcino

Los cebadores usados en la amplificacion y secuenciacién del gen LRP12
porcino se presentan en la Tabla 3.4. Para la reaccion de amplificacién se disefiaron
los cebadores a partir de las regiones conservadas de los genes ortélogos de bovino
(ENSBTAT00000015304), humano (ENST00000276654) y perro (ENSCAFTOQO-
000001048), descritos en Ensembl: http://www.ensembl.org/index.html.
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Tabla 3.4. Cebadores utilizados en la caracterizacion del gen LRP12 porcino

Nombre Secuencia Cebador

LRP12_Fwl 5-CTCCTC CTC TCT CCC TCC ATC-3

LRP12_Rvl 5-ACATAATCACCATAACCAGTACCATC-3

LRP12_Fw2 5-TTCTCC CAATTATCC AGACTT TTAT-3

LRP12_Rv2 5'- GGT GGA ATT AAACCC TGA GC-3’

LRP12_Fw3 5-GCT TTATTC TCT GAG AAT GTT TGA A-3’

LRP12_Rv3 5- GGT CTG GAG CAG TCATTC AC-3’

LRP12_Fw4 5-TGG GTACGT TTT ACATTA GGG C-3

LRP12_Rv4 5'- GTT ACA AGA TGT ACT GGC AAA AGC-3

Las condiciones de amplificacion fueron 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.5 uM
de cada cebador, 0.625 U de DNA polimerasa Taq Gold (Applied Biosystems) y 2 ul de
reacciéon RT en un volumen final de 25 pl. La region amplificada del gen LRP12 abarcé
desde los exones 1 al 7.

El perfil térmico varié dependiendo de la region amplificada:

- Fragmento 1: 94 °C-30 segundos, 64°C-1 minuto, 72 °C-1.5 minutos.

- Fragmento 2: 94 °C-30 segundos, 59 °C-1 minuto, 72 °C-1.5 minutos.

- Fragmentos 3y 4: 94 °C-30 segundos, 61 °C-1 minuto, 72 °C-1.5 minutos.

3.2.6. Protocolo de amplificacion del gen de la Adiponectina (ADIPOQ) porcina

Los cebadores utilizados para la amplificacion de la region codificante del gen
ADIPOQ se presentan en la Tabla 3.5. Dichos cebadores fueron disefiados a partir de
la secuencia publicada en NCBI (Genbank: EF601160)

Las condiciones de amplificacion fueron de 2 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.5
UM de cada cebador, 1.25 U de Tag DNA polimerasa (Ecogen) y 2 ul de reaccion RT
en un volumen final de 25 pl. El perfil térmico fue distinto para cada uno de los
fragmentos analizados:

- Fragmento 1: 94 °C-1 minuto, 64 °C-1 minuto, 72 °C-2 minutos.

- Fragmento 2: 94°C-1 minuto, 61°C-1 minuto, 72 °C-2 minutos.

- Fragmentos 3y 4: 94 °C-1 minuto, 66 °C-1 minuto, 72 °C-2 minutos.
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Tabla 3.5. Cebadores utilizados en la caracterizacion del gen ADIPOQ porcino

Nombre Secuencia cebador
ADIPOQ_Fw1l 5- CTGTTGTTGGGAGCTGTTCT-3'
ADIPOQ_Rv1 5- TTGTCAGCATAGACCCCATT-3
ADIPOQ_Rvintl | 5-ATGCCCTGGGATACCCGC-3’
ADIPOQ_Fw?2 5- AATGGGGTCTATGCTGACAA-3
ADIPOQ_Rv2 5-TGGGCGTTCACTTAAGTCTC-3'
ADIPOQ_Ruvint2 5-GAAGACCTCAGCCTGGTGG-3
ADIPOQ_Fw3 5- CAGTCCTGAAGAAGGCACAT-3
ADIPOQ_Rv3 5-TTCTCGGTCATCACAAGGTT-3
ADIPOQ_Fw4 5'- GCAAGCTTTCCTCACACACT-3
ADIPOQ_Rv4 5- TCACTCAAGCTGTTGTCTCCT-3

3.2.7. Protocolo de amplificacibn de diversos genes de la familia Solute carrier

family 27A porcina

Los cebadores utilizados para la amplificacion de la region codificante del gen
SLC27A1 se presentan en la Tabla 3.6. Los cebadores fueron disefiados a partir de la
secuencia publicada de la especie porcina en Ensembl (Ensembl;
ENSSSCG00000013879).

Las condiciones de amplificacion fueron de 1 mM MgCl, (fragmentos 1y 3) y
2mM (fragmento 2), 200 pM dNTPs, 0.5 pM (fragmentos 1 y 3) y 0.3 uM (fragmento 2)
de cada cebador, 1.25 U de Tag DNA polimerasa (Ecogen) y 2 pl de reaccién RT en
un volumen final de 25 pl. El perfil térmico fue distinto para cada uno de los fragmentos
analizados:

- Fragmento 1: 94 °C-1 minuto, 59°C-1 minuto, 72 °C-2 minutos.

- Fragmento 2: 95 °C-20 segundos, 61 °C-20 segundos, 72 °C-40 segundos.

- Fragmento 3: 94 °C-1 minuto, 66 °C-1 minuto, 72 °C-2 minutos.
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Tabla 3.6. Cebadores utilizados en la caracterizacion del gen SLC27A1 porcino

Nombre Secuencia cebador
S1 Fgl F 5- CCAGTCTGCACAAACAGAAG -3’
S1 Fgl R 5- TGTTCCCTGCCGAGTGATA -3’
S1 _Fg2_F 5- CCACTCCTACCGCATGCA -3
S1 Fg2_ R 5-TTCTGCAGCTCCTGGTACAG -3’
S1 Fg3_F 5- CATGGCAGCCATCGCAGA -3
S1 Fg3_R 5- CCAGCCAGCACCATCTTCA -3’

En cuanto al gen SLC27A2, los cebadores utilizados se presentan en la Tabla
3.7. Los cebadores fueron disefiados a partir de la secuencia publicada de la especie
porcina en Ensembl (Ensembl; ENSSSCG00000004643).

Las condiciones de amplificacion fueron de 2.5 mM MgCl, (fragmento 1) y 2
mM (fragmento 2), 250 uM dNTPs, 0.3 uM (fragmento 1) y 0.2 uM (fragmento 2) de
cada cebador, 1.25 U de Tag DNA polimerasa (Ecogen) y 2 ul de reaccion RT en un
volumen final de 25 pl. El perfil térmico fue distinto para cada uno de los fragmentos
analizados:

- Fragmento 1: 95 °C-1 minuto, 60°C-1 minuto, 72 °C-1 minuto.

- Fragmento 2: 95 °C-1 minuto, 60°C-1minuto, 72 °C- 1 minuto.

Tabla 3.7. Cebadores utilizados en la caracterizacion del gen SLC27A2 porcino

Nombre Secuencia cebador

S2_Fgl_F 5- AGCCAGTAGTCTGCTGTGAGT -3
S2 Fgl R 5- AGTAGCACCACTCACGATACATC -3’
S2_Fg2_F 5- ATGTATCGTGAGTGGTGCTAC -3’
S2 Fg2_R 5-TCTCATTTCTTGGTGTTCATC -3

S2_Fg2_11_Fw 5- AAGATGAACCTGTCCGAGATC-3" *

S2_Fg2_12_Rv 5- ATCCATTTCCATCTCGGACAG-3' *

S2 Fg2_ I3 Fw | 5- CGATTACCTGCCCAATTATG-3' *

* Cebadores empleados para la secuenciacion de los amplicones

Finalmente, los cebadores utilizados para la amplificacion de la region
codificante del gen SLC27A4 se presentan en la Tabla 3.8. Los cebadores fueron
disefiados a partir de la secuencia publicada de la especie porcina en Ensembl
(Ensembl; ENSSSCG00000005648).
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Las condiciones de amplificacién fueron de 1 mM MgCl, (fragmentos 1y 2) y 2
mM (fragmento 3), 200 pM dNTPs, 0.5 uM (fragmentos 1y 2) y 0.3 pM (fragmento 3)
de cada cebador, 1.25 U de Tag DNA polimerasa (Ecogen) y 2 pl de reacciéon RT en
un volumen final de 25 pl. El perfil térmico fue distinto para cada uno de los fragmentos

analizados:

- Fragmento 1: 94 °C-1 minuto, 66 °C-1 minuto, 72 °C-2 minutos.
- Fragmento 2: 94 °C-1 minuto, 67.7°C-1 minuto, 72 °C-2 minutos.
- Fragmento 3: 95 °C-20 segundos, 64.7 °C-20 segundos, 72 °C-40

segundos.

Tabla 3.8. Cebadores utilizados en la caracterizacion del gen SLC27A4 porcino

Nombre Secuencia cebador
S4 Fgl F 5'- ACCACAGCAGAGCTGCATCT -3
Slc27a4 R1 5- AATACCTGCTGTGCACCA -3

Slc27a4_F2_nou | 5- TTCTACATCTACACGTCCGGCAC -3’

Slc27a4_R2_nou | 5- GCTTCGACGGCTACCTCAA -3

Slc27a4_F3 5’- TGGTGGGCACCATCGTCC -3

Slc27a4_R3 nou | 5- GGACTTGGGGCAAATCACAG -3

3.2.8. Protocolo de secuenciacién del producto amplificado y andlisis in silico de

secuencias

Las reacciones de secuenciacion se realizaron utilizando el preparado
comercial Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante. La precipitacion de las
reacciones de secuenciacion se hizo mediante una bomba al vacio en placas de
Millipore de 96 pocillos (Montage SEQg Sequencing Reaction Cleanup Kit) para
eliminar restos de reactivos. Los productos de amplificacién se analizaron en un
aparato de electroforesis capilar ABI Prism 3730 (Applied Biosystems).

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas de los fragmentos analizados,
se procedid a la edicién de las mismas mediante el programa SegScape v2.6. Los
alineamientos multiples se llevaron a cabo con el software Multalin (Corpet, 1998).
Dicha aproximacion permitié identificar posiciones polimorficas. También se realizo la
busqueda de dominios funcionales evaluando las secuencias aminoacidicas mediante

el programa ScanProsite (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite)
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3.2.9. Genotipado de los genes LRP12 y TRIB1 porcino

El genotipado de loci LRP12 y TRIB1 porcinos se realizé mediante la técnica de
primer-extension analysis. Esta técnica se basa en el uso de un cebador especifico
adyacente a la mutaciébn causal. Se realiza una reaccion de extension con 4
dideoxinucleétidos marcados con distintos fluorocromos (Makridakis y Reichardt,
2001). Dependiendo del dideoxinucleétido, incorporado, se observara un pico con una

u otra fluorescencia tal como se indica en las Figuras 3.2 y 3.3.

SNaPshot® Kit SBE Reaction

"~ CCATGAGTGATTGS »-
et Lt —= NNNNNNAGCC TG G TAC TGAC TAAGGCNNMMNMNN

S

ddGTP
EMaPshol Ready ddCTP Exiend and
Reaction Mix ddUTP Terminata Primar
CCATGACTGATTCCG

NHNMNHNASCCTGETACTGACTAAGGENNNNNNN

Electrophoresis

I

Figura 3.2. Reaccion de primer extension analysis: se observa la incorporacion de una

T, que en el electroferograma se visualizara como un pico de color rojo

Figura 3.3. Electroferograma correspondiente a una reaccion de primer-extension
analysis. (A) Genotipo GG, (B) Genotipo AA, (C) Genotipo AG.
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Los cebadores empleados en la amplificaciéon (Fw: forward, RV: reverse) y

genotipado (INT) de las regiones polimérficas se detallan en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Cebadores utilizados para el genotipado de los polimorfismos de los genes
LRP12 y TRIB1.

Nombre Secuencia Cebador

LRP12_Ex4_Fwl |5-GTGTCTGTCCCGGTTTACCAA -3’

LRP12_Ex4_RV1 | 5- AATACTTTAACCACTGCCCACACG-3’

LRP12_Ex4_INT1 | 5- GACTGACTGACTCCACTGCCCACACGT-3

LRP12_Ex5 Fwl |5- ATGCTGCCCGGGGATTTAAT-3

LRP12_Ex5 RV1 | 5- CCATTTGGGCAATGCCAATAC-3’

LRP12_Ex5_INT1 |5- GACTGACTGACTCCGGGGATTTAATGC-3'

TRIB1_3UTR_Fw | 5- GACTGACTGACTGACTGGCGTTAGGACCGTTGGACT-3

TRIB1_3UTR_Rv | 5- GACTGACTGACTGACTCCCCACCCAATCAGACAAAG-3

TRIB1_3UTR_S1 | 5-CCCGATGAGTGACTG-3

3.2.10. Genotipado del gen ADIPOQ porcino

Para el genotipado del polimorfismo del gen ADIPOQ se utilizé la técnica de
pirosecuenciacion en un equipo PSQ HS 96 system (Qiagen). Esta técnica implica la
realizaciobn de una reaccion de minisecuenciacion donde la incorporacion de un
determinado nucleétido se detecta mediante una reaccion luminosa producida por la
enzima luciferasa (Ronaghi et al. 1998). En la reacci6on de pirosecuenciacion un
cebador se une a la cadena de DNA. A continuacion, se produce la dispensacion de
los nuclettidos de forma secuencial. La incorporacion de un nucleétido genera la
liberacion de un grupo pirofosfato (PPi) que es usado por la enzima sulfurilasa para
producir una molécula de ATP, el cual a su vez es utilizado por la luciferasa para emitir
luz. Los nucleétidos no incorporados son degradados por la enzima apirasa sin
generar luz (Figura 3.4). Esta informacién se envia al ordenador convirtiéndola en
pirogramas, siendo la altura del pico proporcional al numero de nucleétidos

incorporados.
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Figura 3.4. Esquema de la reaccién de pirosecuenciacion.

Para genotipar el gen ADIPOQ porcino, se amplificé un fragmento de 177 bp de
la region 3’'UTR. Las condiciones de amplificacién fueron de 2.5 mM MgCl,, 250 yM
dNTPs, 300 nM de cada cebador, 1.25 U de Taq DNA polimerasa (Applied
Biosystems) y 60 ng de DNA gendmico en un volumen final de 25 pl. El perfil térmico
fue 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C - 1 minuto, 62 °C - 1 minuto y 72 °C - 1
minuto y una etapa de extension final de 7 minutos a 72 °C. La reaccién de
pirosecuenciacioén incluyd 20 ul de PCR, el cebador de secuenciacion a 300 nM vy el
reactivo PyroMark Gold Q96 (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los cebadores empleados en la amplificacion (Fw: forward, RV: reverse) y

genotipado (P) de las regiones polimorficas se detallan en la Tabla 3.10).

Tabla 3.10. Cebadores utilizados para el genotipado del polimorfismo del gen
ADIPOQ.

Nombre Secuencia Cebador
Fw1 5- CAA TGC AAA ACC CAT GAAGC -3
RV1 5-TCA CCACAATCAAGC TAATTAACA-3
P 5- GAG TAG ATT CAA GAG GCC -3
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3.2.11. Genotipado del gen SLC27A1 porcino

Para el genotipado de la mutacién c441 C>T se utiliz6 la técnica de PCR-RFLP
Esta técnica utiliza enzimas de restriccion que cortan el ADN en lugares especificos de
reconocimiento determinando el patron de restriccion y, generando de esta forma,
fragmentos de diferentes tamafios en funcion del genotipo del individuo. Los RFLP
(Restriccion Fragment Length Polymorphism) son marcadores bialélicos vy
codominantes.

En cuanto al genotipado del locus SLC27A1 porcino (polimorfismo c. 441C>T),
la reaccion de amplificacion contenia 1 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.2 uM de cada
cebador, 50 ng de ADN gendmico y 0.3 U de 5'Prime Tag DNA polymerase (Thermo
Fisher Scientific Inc., Madrid, Spain) en un volumen final de 15 pl. El perfil térmico fue
de 95 °C - 5 minutos, 35 ciclos de 95 °C - 20 segundos, 64 °C - 20 segundos y 72 °C -
40 segundos, con una etapa de extension final de 72 °C - 5 minutos. El producto de
389 pb fue digerido con 5 unidades de la enzima de restriccion Xagl (Fermentas, St.
Leon-Rot, Germany) durante 4 horas y visualizado en un gel de agarosa al 2 %. La
digestion Xagl del amplicon SLC27Al1 produjo dos patrones de restriccion
correspondientes a los alelos T (389 pb) y C (280 pb y 109 pb). Los cebadores usados
fueron: SLC27A1 SNP1 FW, 5-TCT CCG TGT TGA TCC GTG T-3 vy
SLC27A1_SNP1_RV, 5'-CAC TGC CAG CTC CTC TCC-3..

3.2.12. Genotipado del gen SLC27A4 porcino

Para genotipar la mutacion c. 837 C>T del gen SLC27A4 porcino se utilizo la
técnica de discriminacion alélica mediante sondas TagMan. En esta aproximacion, se
usan dos sondas alelo-especificas marcadas con fluoréforos distintos (VIC y FAM) y
portadoras de una molécula bloqueadora de la fluorescencia (quencher). Mientras la
molécula bloqueadora y el fluoréforo estén fisicamente préximos, no habra emision de
fluorescencia. Tal como se indica en la Figura 3.5, si un individuo tiene un genotipo CC
s6lo hibridara, con el producto amplificado, la sonda que sea perfectamente
complementaria (es decir, la sonda G marcada con VIC). Una vez hibridada, dicha
sonda serd degradada por la Tag DNA polimerasa, durante el proceso de
amplificacién, y las molécula bloqueadora y el fluor6foro se separaran, con lo cual
habra emision de fluorescencia VIC. Por el mismo principio, si un individuo fuera TT
s6lo habria emisién de fluorescencia FAM, y si fuera heterocigoto CT se observaria

fluorescencia VIC y FAM simultdneamente.
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Figura 3.5. Esquema de la técnica de discriminacion alélica mediante sondas TagMan.

Para llevar a cabo el genotipado del locus SLC27A4, se preparo las reacciones
de genotipado en un volumen final de 5 pl, el cual contenia 0.9 uM de cada cebador,
0.2 uM de cada sonda, 1x Master Mix TagMan Universal PCR (Applied Biosystems) y
10 ng de DNA gendmico. El perfil térmico fue de 60 °C - 1 minuto, 40 ciclos de 93 °C -
5 segundos y 60 °C - 1 min y una temperatura final de 60°C - 1 minuto. Los cebadores
usados fueron: pigFATP4_F, TGC CCT GGT GTA CTA CGG AT, pigFATP4_R, CCA
GGA TAC CTG CCG TGT GGT A; pigFATP4_V, VIC-GCC GGA CGA CGT CC -NFQ;
pigFATP4_F, FAM-GCC GGA TGA CGT CC —NFQ.

3.2.13. Andlisis de asociacion de los fenotipos estudiados.

El analisis de asociacion entre los genotipos LRP12, TRIB1, ADIPOQ,
SLC27A1 y SLC27A4 se llevd a cabo con la opcion PROC GLM del paquete
estadistico SAS (SAS 9.2, SAS Inst. Inc., Cary, NC). El modelo estadistico incluyé el
lote de engorde (4 niveles), el genotipo para cada uno de los polimorfismos y el error
residual. Las siguientes covariables fueron incluidas en el modelo:

e Edad del animal (cuando se analiz6 los lipidos séricos),

e Peso vivo al sacrificio (analisis de contenido de grasa intramuscular)
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e Contenido de grasa intramuscular (analisis de la composicién de acidos

grasos)

El umbral de significacion se determind mediante el método de Bonferroni,
dividiendo a por el producto del nimero de caracteres independientes multiplicado por
el nimero de SNP analizados para cada gen (p.e. para un gen en el que se analizan 2
SNP vs 16 caracteres independientes, el valor de ssignificacién seria 0.05 dividido por
32 = 0.001). Se consider6 como dependientes los siguientes caracteres:
Concentracioén de colesterol (viene explicado por los niveles de HDL y LDL), contenido
de acidos grasos saturados (en gran medida explicado por los &cidos miristico,
palmitico y esteérico), contenido de acidos grasos monoinsaturados (idem con el acido
oleico) y contenido de acidos grasos poliinsaturados (idem con el &cido linoleico).

Para analizar el efecto del genotipo ADIPOQ sobre la concentracion de LDL a
190 dias, se empled un andlisis mas complejo con la finalidad de discriminar entre el
efecto del gen ADIPOQ y el efecto del QTL para LDL a 190 dias localizado en el

cromosoma 13. Los modelos empleados en dicho analisis fueron los siguientes:

Yik = K+ bj + dj + B coviy + e Modelo 0
Yik = K+ bi + digy + B covig + geny + e Modelo G
Yi = K+ by + digy + B covi + a pix + €k Modelo Q
Vi = K+ by + dig + B coviyy + geny + a piw + eju Modelo GQ
where:

Yik observaciones fenotipicas (logaritmo de la concentracion sérica de LDL a 190 dias)

del individuo k en los niveles i™ and | de los efectos fijos;
b; es el efecto fijo del lote i (4 niveles);

di es el efecto fijo de la fecha de extraccion de sangre jth, anidado con el lote de

engorde i" (2 fechas de extraccion a 190 dias por lote);
B and covj, son el coeficiente de regresion y la covariable (espesor del tocino dorsal);
geny es el efecto del genotipo k™ para el gen ADIPOQ (tres niveles: AA, AC and CC);

pix es la probabilidad de que el individuo | haya heredado cierto alelo via padre en la

posicion de maxima significacion del QTL (72 cM en SSC13; Gallardo et al. 2008);
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a es el coeficiente de regresion del fenotipo sobre la probabilidad de haber heredado
un determinado alelo por via parental, es decir el efecto de sustitucion alélica del
QTL dentro de padre.

eju es el efecto residual.

3.3.  Anélisis de Copy Number Variation (CNV)

3.3.1. Genotipado de la poblacién mediante el Porcine SNP60 BeadChip

La totalidad de individuos de la poblacién Duroc (5 machos de la generacién
parental y 355 machos de la generacion G1) fueron genotipados con el Porcine SNP60
BeadChip (lllumina) utilizando el protocolo Infinium HD Assay Ultra (lllumina). Esta
técnica permite genotipar simultaneamente miles de SNP mediante una aproximacion
basada en primer-extension analysis (Figura 3.6). Para el analisis de los datos se usé
el programa GenomeStudio (lllumina), obteniéndose para todas las muestras un call
rate superior a 0.99. El Porcine SNP60 BeadChip esta disefiado para genotipar
aproximadamente 62.000 SNPs. Sin embargo, en nuestro estudio se seleccionaron
aproximadamente 45.000 SNP que corresponden a cromosomas autosomicos y cuyas
posiciones son conocidas.
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Figura 3.6. Protocolo Infinium HD Assay.
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3.3.2. Identificacion in silico de CNV

Winchester y colaboradores (2009) indican que existe una cierta falta de
concordancia de los resultados obtenidos a través de distintos softwares de deteccion
de CNV, por lo que recomienda usar al menos dos softwares distintos para obtener
resultados fiables. En el presente trabajo se utiliz6 tres programas distintos para
identificar CNV en la poblacion experimental Duroc. En primer lugar se utilizd el
software Genome Studio (lllumina) para comprobar la calidad de datos y, a
continuacion, se emple6 el mddulo Partition V2.4.4 para la deteccion de CNVs.
También se analizé los datos con el software PennCNV, que integra dentro de su
algoritmo cadenas ocultas de Markov (hidden Markov chains) considerando, entre
otros factores, la intensidad total de la sefial, la ratio de la intensidad alélica de cada
SNP (logRratio o LRR), la distancia entre SNP vecinos, las frecuencias alélicas de los
SNP y la informacion genealégica (Wang et al. 2007). La frecuencia del alelo B (BAF)
es una medida normalizada de la relacion de intensidad alélica de los dos alelos. La
combinacion de LRR y BAF pueden usarse para inferir cambios del nimero de copias
en el genoma (Wang et al. 2007). En la figura 3.7 se aprecia un ejemplo de un
individuo que presenta una delecion y una duplicaciobn en el cromosoma 20.
Finalmente, se empled el software CNstream como tercera fuente de informacion para
detectar CNV. El software CNstream se basa en un algoritmo de deteccion a nivel de
un solo locus robusto, seguido por un algoritmo de detecciéon basado en segmentos,
es decir en series de SNP consecutivos, lo cual incrementa la sensibilidad y exactitud

de los resultados (Alonso et al. 2010).
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Figura 3.7. Ejemplo de BAF (parte superior de la figura) y LRR (parte inferior de la

figura) observandose los valores en el cromosoma 20 de una persona que presenta

una delecion y una duplicacién (>1Mb).

Ulterior al andlisis con estos tres programas, se procedié a anotar Unicamente
los CNVs detectados al menos por dos programas y como minimo en tres individuos.
Por lo tanto, estas regiones pueden considerarse como regiones con variaciones en el
namero de copia (CNVRs). Para definir el tamafio de un CNVR se ha utilizado sélo la
region identificada por un minimo de dos programas y en tres animales.

Mediante el programa bioinformatico Biomart (www.biomart.org) y la base de

datos de Ensembl (Genes 66 Database, Sscrofal0.2 Dataset).se procediéo a anotar

los genes ubicados dentro de los CNVRs detectados.
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4. RESULTADOSY DISCUSION

ANALISIS DE LOS GENES LRP12 Y TRIB1 LOCALIZADOS EN EL INTERVALO DE
CONFIANZA DE UN QTL SSC4 PARA LA CONCENTRACION SERICA DE
TRIGLICERIDOS A 190 DIAS

4.1. Gen low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP12) porcino

4.1.1. Caracterizaciéon molecular del gen LRP12 porcino

Se amplific6 un fragmento de 2937 pb correspondiente a la totalidad de la region
codificante del gen LPR12 porcino, utilizando para ello cuatro pares de cebadores
(numero de acceso a GenBank: JX092265). Este fragmento fue secuenciado en ocho
cerdos de la raza Duroc.

El andlisis de la secuencia aminoacidica LRP12 porcina mediante el programa

Scan Prosite (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite) revelé cinco dominios LDL-

receptor class A, ricos en cisteina y tipicos de los receptores de LDL (Figura 4.1).

Los dominios CUB (abreviatura de complement Cl1r y C1s, the embrionic sea
urchin protein Uegf, Bone morphogenetic proteinl) son motivos estructurales de unos
110 aminoacidos habitualmente presentes en proteinas de membrana o extracelulares
(Bork y Beckmann, 1993). Las proteinas con dominios CUB ejercen un amplio rango
de funciones: activacion del complemento, reparacion tisular, angiogénesis,
sefalizacion celular, fertilizacion, homeostasis, inflamacién, neurotransmision,
supresion tumoral, etc. (Schultz et al. 1998; Finn et al. 2010). Con respecto al dominio
LDL-receptor class A, se caracteriza por poseer 6 residuos de cisteina, los cuales
forman puentes disulfuro y, un cluster altamente conservado de aminoacidos con
carga negativa; estos residuos, especialmente el cuarto y sexto juegan un papel
esencial en la union a ligandos LDL con carga positiva (Daly et al. 1995). Numerosas
mutaciones asociadas a hipercolesterolemia en la especie humana residen en los

dominios LDL-receptor class A, lo cual indica su gran importancia (May et al. 2007).
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Figura 4.1. Secuencia aminoacidica del gen LRP12 porcino, observandose los dos
dominios CUB (subrayados) y los cinco dominios LDL-receptor class A (recuadros

negros). El péptido sefial se halla doblemente subrayado.

En la especie humana se han descrito 2 isoformas del gen LRP12: Una isoforma
“larga” (LRP12-201) y otra “corta” (LRP12-202), que carece de 19 aminoé&cidos
(posiciones de 27 a 45, respecto a la isoforma larga). La secuencia LRP12 obtenida en
el presente trabajo corresponde a la isoforma “larga” del gen LRP12 humano. La
realizacion de un analisis BlastP permiti6 identificar la secuencia porcina
XP_001927311, la cual poseia una similitud del 99% con la secuencia LRP12
caracterizada en el presente trabajo. A nivel proteico ambas secuencias diferian en la
tercera posicion aminoacidica: Arg en el caso de XP_001927311 y Cys en nuestra

secuencia. La secuencia LRP12 humana, equina y bovina también presentaron una
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elevada similitud (98%) respecto a la descrita en el presente trabajo, indicando que se

trata de una proteina muy conservada a nivel evolutivo.

4.1.2. Busqueda de polimorfismos en la region codificante del gen LRP12

Al realizar el alineamiento de las ocho secuencias obtenidas del gen LRP12
porcino se hallaron cuatro SNP sindnimos: ¢.507C>T, c.762C>T, c.771A>G vy
€.1101A>G Todos los SNP encontrados se hallan en el exén 5. Estos niveles de
variacion son inferiores a los encontrados en la especie humana, probablemente
debido a diferencias en el nimero de individuos secuenciados. Asi, en humanos se ha
identificado tres mutaciones no sinénimas (D217Y, S694G y T716P) y cinco sinénimas
(Ensembl database). Los SNP identificados en el presente trabajo han sido
caracterizados en una poblacién comercial bastante consanguinea, por lo que es de
esperar que la secuencia de un mayor nimero de individuos de otras razas porcinas
permitan revelar nuevos polimorfismos adicionales. Uno de los objetivos del presente
trabajo consistia en identificar las mutaciones causales subyacentes a los distintos
QTL identificados. Por este motivo se procedié a desarrollar métodos basados en la
técnica de primer extension analysis para el genotipado de dos de los cuatro
polimorfismos encontrados en la poblacion Duroc. En las Figuras 4.2 y 4.3 se
observan los tres posibles genotipos para los polimorfismos SNP c.771A>G vy
c.1101A>G.
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Figura 4.2. Electroferogramas del SNP c.771A>G procesados mediante el software
Gene Mapper (en este caso se ha empleado un primer de extension reverse). Carril

superior: AG, carril intermedio:GG, carril inferior: AA.
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Figura 4.3. Electroferogramas del SNP ¢.1101A>G procesados mediante el software
Gene Mapper (en este caso se ha empleado un primer de extension forward). Carril

superior: AG, carril intermedio:AA, carril inferior: GG.
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Las frecuencias genotipicas obtenidas para los SNP ¢.771A>G y ¢.1101A>G se
muestran en la Tabla 4.1, indicandose las frecuencias absolutas por familias y las
frecuencias relativas en la poblacion total. Con respecto al SNP ¢.771A>G, se aprecia
gue la frecuencia del alelo G es relativamente baja, segregando el genotipo GG sélo
en dos familias, lo cual dificulta la estimacién de medias fenotipicas fiables para dicho
genotipo en relacion a los distintos caracteres estudiados. En el caso del SNP
€.1101A>G, el alelo minoritario es el A, aunque la frecuencia genotipica AA (15%) no
es extremadamente baja y dicho alelo segrega en cuatro de las cinco familias. Las
frecuencias alélicas desequilibradas de estos SNP pueden deberse a distintos factores
como la seleccién, la deriva genética y muy posiblemente la consanguinidad, que en

esta linea comercial parece ser considerable.

Tabla 4.1. Frecuencias del genotipo LRP12 en la poblacién experimental Duroc

SNP Genotipo Frecuencias

AA 0.381
SNP

AG 0.558
C.771A>G

GG 0.061

AA 0.154
SNP

AG 0.478
c.1101A>G

GG 0.368

4.1.3. Estudio de asociacion entre el polimorfismo del gen LRP12 porcino y

caracteres lipidicos

Una vez aplicada la correccién de Bonferroni, se ha considerado que las
asociaciones con un P-value menor o igual a 0.001 son significativas mientras que
aquellas con un P-value mayor a 0.001 e inferior o igual a 0.05 serian meramente
sugestivas. En cuanto al gen LRP12, no se detectd ninguna asociacion con la
concentracion de triglicéridos a 190 dias, caracter para el cual se habia hallado un
QTL en la region genémica que contiene el locus LRP12. Ello implica que la mutacion
causal que explica la existencia de este QTL no esta en desequilibrio de ligamiento
con los dos polimorfismos analizados. Por el contrario, se observé la existencia de una
asociacion sugestiva entre el genotipo SNP ¢.771A>G y la concentracién sérica de
triglicéridos a 45 dias (Tabla 4.2), caracter para el cual no se ha identificado ningin

QTL en esta region. Este mismo SNP presenta asociacion con HDL a 190 dias (Tabla
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4.2). Respecto al genotipo SNP ¢.1101A>G no presentd ninguna asociacion con
caracteres lipidicos (Tabla 4.2). Aunque la funcion precisa de LRP12 no se conoce con
exactitud, se sabe que los distintos miembros de la familia LRP juegan un papel
importante en el metabolismo de las lipoproteinas. Por ejemplo, los quilomicrones,
particulas lipoproteicas ricas en triglicéridos, son hidrolizados a nivel tisular por la
lipoproteina lipasa dando lugar a los remanentes de quilomicron, que son
especialmente ricos en ésteres de colesterol (Lillis et al. 2008). Dichos remanentes son
captados, a nivel hepatico, por LRP1 (y otros receptores) a través de la unién con la
apolipoproteina E, y se sabe que alteraciones en este receptor causa cambios en el
almacenaje de grasa en organismos modelo (Hofmann et al. 2007; Masson et al.
2009). De forma similar, LRP2 es un receptor que puede unirse a multiples ligandos
entre los cuales cabe destacar las particulas VLDL y LDL (May et al. 2009), por lo que
cualquier mutacién que afecte a la funcionalidad de esta molécula puede tener efectos
pleiotropicos. Seria interesante conocer mejor la funcion y los ligandos de LRP12 para
interpretar las asociaciones observadas. Los polimorfismos identificados en el gen
LRP12 porcino son sinénimos por lo que, en principio, no cabe esperar que tengan
efectos causales. En cualquier caso, lo mas probable que es que las asociaciones
observadas se deban a que los SNP analizados se hallan en desequilibrio de

ligamiento con la mutacién causal.
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Tabla 4.2. Andlisis de asociacién entre el genotipo LRP12 porcino y concentraciones

de lipidos séricos en una poblacion comercial de cerdos Duroc a los 45y 190 dias de

edad.
Caracter SNP c.771A>G SNP c.1101A>G

(mg/dL) AA AG GG P-value AA AG GG |P-value
Niveles séricos a 45 dias de edad

COL 81.703 81.687 78.705 0.46 81.991 | 80.681 | 80.370 0.87

HDL 32.392 | 32.119 | 30.788 0.30 32.208 | 31.659 | 32.388 0.81

LDL 40.034 | 41.226 | 38.696 0.31 40.980 | 40.107 | 39.138 0.81

TG 46.387% | 41.508" | 46.075* | 0.04 | 43.903 | 44.451 | 44.268 0.96
Niveles séricos a 190 dias de edad

COL 12207 126.123 | 123.301 0.40 |125.378 |126.076 |121.108 0.74

HDL 54.760% | 51.846" | 50.445° [ 0.04 | 53.100 | 50.914 | 50.296 | 0.19

LDL 65.088 | 63.818 | 62.628 0.76 61.829 | 65.093 | 60.225 0.31

TG 45.320 | 51.723 51.111 0.21 51.240 | 50.289 | 52.596 0.88

COL: Colesterol, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, LDL: Lipoproteinas de baja
densidad, TG: Triglicéridos.

Se ha encontrado asociaciones sugestivas y significativas entre el genotipo
LRP12 y diversos caracteres ligados al porcentaje y a la composicion de la grasa
intramuscular (Tablas 4.3 y 4.4). Este resultado es resefiable puesto que en el barrido
genomico para caracteres relacionados con el porcentaje y composicion de la grasa
intramuscular no se detecté ningun QTL localizado en el cromosoma 4 porcino. Por lo
general, se observa una baja concordancia en cuanto a los resultados obtenidos en
ambos musculos. EI SNP c¢.771A>G tiene efectos sugestivos en el masculo gluteus
medius sobre el contenido de &cido graso palmitico, mientras que dicha asociaciéon no
se observa para el muasculo longissimus dorsi. Respecto al SNP c.1101A>G se
observa una asociacion significativa en el musculo gluteus medius con el porcentaje
de acidos grasos saturados (P = 0.0006), y asociaciones sugestivas con los acidos
grasos palmitico y estearico asi como con el porcentaje de grasa intramuscular. En
humano, varios miembros de la familia LRP han sido consistentemente relacionados
con variacién de caracteres lipidicos. Por ejemplo, polimorfismos de los genes LRP5,
LRP6 y LRP8 han sido asociados con obesidad (Guo et al, 2006), concentraciones de
LDL (Tomaszewski et al. 2009), tamafio y composicion de particulas LDL, asi como

concentraciones de colesterol (Dolley et al. 2011).
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Tabla 4.3. Analisis de asociacién entre el SNP ¢.771A>G del gen LRP12 porcino y
caracteres relacionados con la composicion de grasa en musculos longissimus dorsi y

gluteus medius en una poblacion comercial Duroc.

Caracter Musculo Longissimus dorsi Muasculo Gluteus medius

(%) AA AG GG P-value AA AG GG P-value
IMF 3.84 3.85 3.78 0.92 5.01 5.11 5.11 0.94
Palmitico |23.485 |23.314 |23.285 0.63 23.559* [23.101° [23.179" 0.04
Estearico |11.534 |11.669 [11.780 0.48 11.142 11.149 | 11.211 0.87
Oleico 33.58 |34.82 |34.54 0.26 34.41 34.95 35.07 0.64
Linoleico  |15.379 |14.338 |14.567 0.35 15.325 15.087 | 15.108 0.91
SFA 36.941 |36.878 (36.971 0.93 36.753 | 36.261 | 36.440 0.2
PUFA 21.244 |19.940 (20.191 0.25 42.503 | 43.064 | 43.103 0.71
MUFA 41.816 |43.193 |42.836 0.45 20.743 | 20.673 | 20.456 0.93

IMF: Grasa intramuscular, SFA: Acidos grasos saturados, MUFA: Acidos grasos

monoinsaturados, PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

Tal como se ha comentado, la concordancia de efectos entre ambos musculos
es relativamente baja. Cuando se ha realizado un barrido gendmico para la
composicion de acidos grasos se ha observado el mismo fenbmeno, es decir, la
localizacién de los QTL para composicidn y porcentaje de la grasa intramuscular tiene
un bajo nivel de coincidencia cuando se comparan los musculos longissimus dorsi y
gluteus medius (Quintanilla et al. 2011). Ello posiblemente se deba a que la
“penetrancia” de los QTL tenga relacién con los niveles de expresion génica, la cual es
bastante distinta en ambos musculos tal como se ha evidenciado mediante el andlisis
de microarrays (Quintanilla et al., resultados no publicados). Este fenbmeno es
relevante desde el punto de vista de la seleccién porcina porque implica que un
determinado polimorfismo puede tener efectos distintos dependiendo del musculo que
se tome en consideracion. Incluso seria posible que un SNP con efectos deseables en
un determinado musculo tuviera efectos negativos en otro. Ello se ve complicado por
el hecho de que lo que resulta deseable desde un punto de vista tecnoldgico (disminuir
los acidos grasos poliinsaturados puesto que estdn asociados a fendémenos de
enranciamiento y oxidacion) es indeseable desde una perspectiva de salud humana
(una dieta rica en acidos grasos poliinsaturados disminuye el riesgo de sufrir

enfermedades cardiovasculares).
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Tabla 4.4. Analisis de asociacién entre el SNP ¢.1101A>G del gen LRP12 porcino y
caracteres relacionados con el porcentaje y la composicion de la grasa en los

musculos longissimus dorsi y gluteus medius en una poblacién comercial Duroc.

Caracter Muasculo Longissimus dorsi Muasculo Gluteus medius

(%) AA AG GG P-value AA AG GG P-value
IMF 3.82 3.89 3.52 0.26 5.35% 5.05° 4.12° 0.02
Palmitico 23.477 | 23.267 | 23.146 0.32 23.4617% 23.040°| 22.998°| 0.008
Estearico 11.846 | 11.634 | 11.486 0.28 11.391% 11.069°| 10.802°| 0.01
Oleico 34.05 | 34.93 | 34.48 0.29 34.56 34.06 34.19 0.48
Linoleico 14.829 | 14.901 | 14.874 0.57 15.165 | 15.140 | 15.992 0.62
SFA 37.243 | 36.797 | 36.514 | 0.14 36.890% 36.119°| 35.903°| 0.0006
PUFA 20.527 | 19.870 | 20.313 0.21 20.545 | 20.703 | 21.819 0.43
MUFA 42.248 | 43.332 | 42.869 0.65 42.564 | 43.176 | 42.279 0.65

IMF: Grasa intramuscular, SFA: Acidos grasos saturados, MUFA: Acidos grasos

monoinsaturados, PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

4.2. Gen Tribbles homolog 1 (TRIB1) porcino

4.2.1. Caracterizacion molecular del gen TRIB1 porcino

Se amplificd un fragmento de 2256 pb, correspondiente a parte de la region
codificante del gen TRIB1 (75%) asi como un fragmento de la region 3’ UTR, mediante
seis pares de cebadores (NUmero de acceso a GenBank: JX092266). Este fragmento
fue secuenciado en 8 individuos con genotipos alternativos para el QTL de
concentracioén de triglicéridos localizado en el cromosoma 4.

El andlisis de la secuencia aminoacidica mediante el programa Scan Prosite

(http://www.expasy.ch/tools/scanprosite) revelé la existencia de un dominio funcional

proteinquinasa (Figura 4.4). La familia de las proteinquinasas es muy extensa aunque
todos sus miembros poseen un dominio catalitico comdn en el que pueden distinguirse
dos motivos estructurales: un motivo N-terminal rico en glicinas proximas a un residuo
lisina con la capacidad de unirse al ATP, y otro motivo, en el centro del dominio
catalitico, que contiene un residuo aspartato importante en el proceso de catdlisis

enzimatica.
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LLPLAEREHVSRALCIHTGRELRCKVFPIKHYQDKIRPY IQLPSHRNITGIVEVILGETKAYVFFERDFG
236
DMHSYVRSRKRLREEEAARLFKQIVSAVAHCHQSAIVLGDLKLRKFVFSTEERTQLRLESLEDTHI IKGE
306
DDALSDKHGCPAYVSPEILNTTGTYSGKAADVWSLGVMLYTLLVGRYPFHDSDPSALFSKIRRGQFCIPD
373
HISPKARCLIRSLLRREPSERLTAPEILLHPWFQSVLEPGYVDPEIGTSDQIVPEYQEDSDISSFFC

Figura 4.4. Secuencia aminoacidica parcial de la proteina TRIB1 porcina. El residuo
aspartato que forma parte del centro catalitico se indica con un recuadro gris El

dominio proteinquinasa esta subrayado.

4.2.2. Busqueda de polimorfismos en la region codificante y regién 3'UTR del gen
TRIB1

Al proceder con el alineamiento de las secuencias obtenidas en los 8 individuos
analizados no se encontraron posiciones polimorficas en la region codificante de este
gen. Sin embargo, se hallé una insercion de dos nucledtidos en la region 3° UTR
(posiciones 156 y 157). Mediante la técnica de primer extension analysis se procedio
a genotipar dicho polimorfismo en la poblacién Duroc (Figura 4.5).

Las frecuencias genotipicas obtenidas se muestran en la Tabla 4.5,
indicAndose las frecuencias absolutas por familias y las frecuencias relativas en la
poblacion total. El alelo minoritario es la insercidon TG, segregando a baja frecuencia
en tres de las cinco familias.
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Figura 4.5. Electroferogramas de la region 3' UTR procesados mediante el software
Gene Mapper (en este caso se ha empleado un primer de extension forward). Carril

superior: Insercion TG, carril inferior: Sin insercion TG.

Tabla 4.5. Frecuencias del genotipo TRIB1 en la poblacion experimental Duroc.

Genotipo Frecuencias
DelTG/Del TG 0.415
DelTG/TG 0.497
TGITG 0.088

4.2.3. Estudio de asociacion entre el polimorfismo del gen TRIB1 porcino y caracteres

lipidicos

El andlisis de asociacion para lipidos séricos revel6 una asociacién significativa
entre el genotipo a estudio con HDL a 190 dias de edad (umbral de significacion para
TRIB1. P-value < 0.003), y otra sugestiva con el colesterol a la misma edad (Tabla
4.6). Estudios de asociacion entre un SNP ubicado en la regién 3' UTR del gen TRIB1
en humanos han evidenciado la existencia de una fuerte asociacion con la
concentracion de triglicéridos (Willer et al. 2008), asi como un aumento de los niveles
de HDL vy reducciéon de colesterol y LDL (Kathiresan et al. 2008). Los resultados
encontrados por Burkhardt y colaboradores (2010) en ratones demuestran el rol

fundamental que tiene el gen TRIB1 en la lipogénesis hepatica y sintesis de VLDL. De
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este modo, se demostré que el incremento de la expresion hepatica de TRIB1 esta
asociada a una disminucién de los niveles de triglicéridos y colesterol (debido a una
disminucion en la sintesis de VLDL), mientras que la inactivacion de TRIB1 implica el
fendmeno contrario, con un aumento muy significativo de la expresion de genes

lipogénicos.

Tabla 4.6. Andlisis de asociacion entre el genotipo TRIB1 porcino y concentraciones
de lipidos séricos en una poblaciéon comercial de cerdos Duroc a los 45y 190 dias de
edad.

Carécter Genotipo c*156_157del
(mg/dL) DelTG/Del TG DelTG/TG TGITG P-Value
Niveles séricos a 45 dias de edad
COL 80.900 79.720 85.397 0.40
HDL 32.597 30.886 32.827 0.13
LDL 39.739 39.957 43.974 0.30
TG 42.701 44.243 43.083 0.72
Niveles séricos a 190 dias de edad
CoL 125.255° 123.372" 136.954° 0.04
HDL 51.343" 50.913" 57.895° 0.003
LDL 64.165 62.134 68.022 0.35
TG 48.575 50.935 55.435 0.34

COL: Colesterol, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, LDL: Lipoproteinas de baja
densidad, TG: Triglicéridos.

Finalmente, se ha encontrado asociaciones muy significativas entre el genotipo
TRIB1 ¢c*156_157del y caracteres ligados al porcentaje y a la composicion de la grasa
intramuscular (Tabla 4.7). Tal como se ha comentado anteriormente, al realizar el
barrido gendmico para caracteres relacionados con el porcentaje y composicién de la
grasa intramuscular no se detecté ningin QTL localizado en el cromosoma 4 porcino
(Quintanilla et al. 2011). En la Tabla 4.7 puede observarse la existencia de
asociaciones significativas entre el genotipo TRIB1 y el porcentaje de estearico y
acidos grasos saturados en el musculo gluteus medius. También se ha identificado
asociaciones sugestivas con estearico en el masculo longissimus dorsi y con palmitico
en ambos musculos. En general, la consistencia de resultados en ambos musculos es
bastante elevada. Aunque no se ha descrito hasta la fecha ninguna asociacién entre el

gen TRIB1 y el metabolismo lipidico a nivel muscular, se sabe que TRIB3, otro
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miembro de la familia Tribbles, induce la degradacion de la enzima lipogénica acetil-
CoA carboxilasa a en el tejido adiposo y aumenta la 3-oxidacion de acidos grasos (Qi
et al. 2006). No puede descartarse, por tanto, que TRIB1 pueda tener un efecto directo
sobre el metabolismo de lipidos del masculo esquelético, aunque ello est4 pendiente
de ser demostrado. Por otra parte, y tal como ya se ha comentado anteriormente, se
sabe que el gen TRIB1 juega un papel fundamental en la sintesis de VLDL, cuya
funcion consiste en transportar lipidos desde el higado a distintos tejidos, por lo cual
podria afectar al contenido de lipidos del musculo esquelético a través de esta via

indirecta.

Tabla 4.7. Analisis de asociacion entre el genotipo c*156_157del del gen TRIB1
porcino y caracteres relacionados con el porcentaje y la composicion de la grasa en

los musculos longisimus dorsi y gluteus medius en una poblacion comercial Duroc.

i Musculo longissimus dorsi Musculo Gluteus medius

Caracter

DelTG DelTG P- DelTG DelTG P-

(%) TGITG TGITG

DelTG TG value | DelTG TG value
IMF 3.88 3.78 3.81 0.84 5.02 5.11 5.72 0.22
Palmitico 23.182° | 23.533% | 23.011°| 0.02 |22.985" | 23.331%| 23.504%| 0.01
Estearico 11.529° 11.799%° | 12.093%| 0.04 | 10.943° | 11.242°| 11.800%| 0.0005
Oleico 34.73 34.76 32.59 0.06 34.96 34.90 35.61 0.71
Linoleico 14.659 14.170 15.970 0.12 15.318 | 15.055 | 14.209 0.36
SFA 36.628 37.226 36.971 | 0.06 | 35.995° | 36.591°| 37.307%| 0.0003
PUFA 20.311 19.661 22.239 | 0.07 20.915 | 20.451 | 19.060 0.27
MUFA 43.074 43.110 40.741 | 0.12 43.089 | 42.957 | 43.631 0.77

IMF: Grasa intramuscular, SFA: Acidos grasos saturados, MUFA: Acidos grasos

monoinsaturados, PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

ANALISIS DEL GEN ADIPOQ LOCALIZADO EN EL INTERVALO DE CONFIANZA
DE UN QTL SSC13 PARA LA CONCENTRACION SERICA DE LDL A 190 DIAS

4.3. Gen de la adiponectina (ADIPOQ) porcina
4.3.1. Caracterizacion molecular del gen ADIPOQ porcino
Se amplificé un fragmento de 2379 pb, correspondiente al 98.9% de la region

codificante del gen ADIPOQ, asi como un fragmento de la region 3' UTR, mediante

cuatro pares de cebadores (Numero de acceso a GenBank: JX092267). Este
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fragmento fue secuenciado en 9 individuos con genotipos alternativos (reciben los
alelos Q o g del padre) para el QTL de concentracion sérica de LDL a 190 dias

localizado en el cromosoma 13.

El analisis de la secuencia aminoacidica mediante el programa Scan Prosite

(http://www.expasy.ch/tools/scanprosite) reveld la existencia de un dominio globular

carboxilo terminal (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Secuencia aminoacidica del gen ADIPOQ porcino, observandose el

dominio globular carboxilo terminal (recuadro negro).

El dominio globular carboxilo terminal presenta una estructura tridimensional
que guarda similitud con la del factor de necrosis tumoral a, sin embargo a nivel de
secuencia primaria no se observa dicha similitud (Ouchi et al. 2003). Este dominio es
importante para la estimulaciéon de la oxidacion de &cidos grasos en el tejido muscular
(Fruebis et al. 2005).

4.3.2. Busqueda de polimorfismos en la region codificante del gen ADIPOQ

Al realizar el alineamiento de las nueve secuencias obtenidas del gen ADIPOQ
porcino se hall6 un SNP ¢.*1512G>T localizado en la regiéon 3' UTR. Posteriormente,
mediante la técnica de pirosecuenciacion se procedié a genotipar dicho polimorfismo
en la poblacion experimental Duroc. En la figura 4.7 se observa los tres posibles

genotipos para el polimorfismo de la regién 3' UTR.
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Figura 4.7. Pirogramas correspondientes al polimorfismo c¢.*1512G>T del gen

ADIPOQ (se indican los 3 genotipos posibles en la cadena reversa).

Las frecuencias genotipicas obtenidas se muestran en

la Tabla 4.8,

indicandose las frecuencias absolutas por familias y las frecuencias relativas en la

poblacion total.

Tabla 4.8. Frecuencias del genotipo ADIPOQ en la poblacion experimental Duroc.

Genotipo | Frecuencias
AA 0.125
CA 0.489
CcC 0.386
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4.3.3. Estudio de asociaciéon entre el polimorfismo del gen ADIPOQ porcino y

caracteres lipidicos

El andlisis de asociacién para lipidos séricos reveld asociaciones entre el
genotipo a estudio con triglicéridos a 45 dias y colesterol total y LDL a 190 dias de
edad (Tabla 4.9). Al realizar la correccién de Bonferroni para tests multiples (Umbral:
de ignificacion, P-value = 0.003) solo resultaron significativas las asociaciones entre el
genotipo ADIPOQ y la concentracion de triglicéridos a 45 dias (P = 0.0018), asi como
la concentracién de LDL a 190 dias (P = 0.0027). La existencia de correlaciones
negativas entre niveles de adiponectina y concentracion de triglicéridos séricos ha sido
descrito en humano (Comuzzie et al. 2001; Kazumi et al. 2004; Schulze et al. 2004;
Chan et al. 2005). Un estudio de Asano y colaboradores (2009) en ratones knockout
para el gen ADIPOQ demostré que dichos ratones sufrian un incremento en los niveles
de triglicéridos en higado, asi como esteatosis hepética. Este fendmeno puede ser
explicado por el efecto de ADIPOQ en la actividad y/o expresion de la lipoproteina
lipasa, efecto que ha sido demostrado por von Eynatten y colaboradores (2004) en
individuos con y sin diabetes de tipo 2. Asimismo, Qiao et al. (2008) produjeron
ratones con un aumento (x 12) de la expresion de ADIPOQ y observaron una
disminucién de los niveles plasmaticos de triglicéridos y acidos grasos libres y un
aumento del 40% en la actividad de la LPL a nivel muscular. Asimismo, en un trabajo
realizado en humano, se encontr6 dos SNP en la region promotora del gen ADIPOQ,
los cuales tienen un efecto significativo sobre el riesgo de sindrome metabdlico, el cual
tiene como caracteristica un incremento en los niveles de triglicéridos, mayor
perimetro abdominal y bajos niveles de HDL (Karmelic et al. 2012). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo indican una asociacion significativa entre el genotipo
ADIPOQ v triglicéridos a 45 dias pero no asi a 190 dias, lo cual sugiere un efecto
dependiente de la edad. De forma similar, Villalba y colaboradores (2008) reportaron la
existencia de una asociacion dependiente de la edad entre el genotipo de la leptina y
el porcentaje de grasa intramuscular. Gallardo y colaboradores (2008) también
reportaron una falta de concordancia posicional entre mapas de QTL para lipidos
séricos a 45 y 190 dias. Todo ello indica que la penetrancia de genes/genotipos
relacionados con el metabolismo lipidico puede ser modulada por factores
temporales. Las concentraciones de ADIPOQ han sido asociadas positivamente con la
concentracion de HDL, reduciéndose el riesgo de sufrir enfermedades
cardiovasculares (Kazumi et al. 2004; Kantartzis et al. 2006). En nuestro estudio, no
encontramos asociacion entre el genotipo ADIPOQ y concentracion de HDL a 45y 190

dias de edad. Inversamente, encontramos una asociacion muy significativa con la
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concentracion de LDL a 190 dias. Esto es de esperar ya que en personas obesas las

concentraciones de ADIPOQ y LDL plasméticas estan correlacionadas negativamente

(Kantartzis et al. 2006), y lo mismo puede decirse del tamafio de las particulas de LDL
(Lara-Castro et al. 2006).

Tabla 4.9. Analisis de asociacion entre el

genotipo ¢.*1512G>T porcino vy

concentraciones de lipidos séricos en una poblacion comercial de cerdos Duroc a los

45y 190 dias de edad.
Carécter Genotipo ¢.*1512G>T
(mg/dL) AA CA CcC P-Value
Niveles séricos a 45 dias de edad
COL 83.19 79.75 79.71 0.61
HDL 32.89 31.23 31.43 0.47
LDL 39.93 39.61 40.18 0.93
TG 51.69° 44.44° 40.33" 0.0018
Niveles séricos a 190 dias de edad
coL 129.44%° 120.71° 130.06° 0.0074
HDL 55.32 51.04 51.51 0.06
LDL 61.09% 59.69" 68.08 0.0027
TG 49.50 49.14 52.33 0.50

COL: Colesterol, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, LDL: Lipoproteinas de baja

densidad, TG: Triglicéridos.

Finalmente, no se ha encontrado ninguna asociacion entre el genotipo ADIPOQ

y el porcentaje y la composicién de la grasa intramuscular en los musculos longissimus

dorsi y gluteus medius.
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Tabla 4.10. Analisis de asociacién entre el genotipo ADIPOQ porcino y caracteres

relacionados con el porcentaje y la composicion de la grasa en los musculos

longisimus dorsi y gluteus medius en una poblacién comercial Duroc.

Caracter Muasculo longissimus dorsi Muasculo Gluteus medius
(%) AA CA CcC P-value AA CA CcC P-value

IMF 3.95 3.77 3.85 0.73 5.38 5.01 5.19 0.51
Palmitico | 23.428 | 23.383 | 23.261 0.65 23.223 | 23.163 | 23.247 0.82
Esteérico 11.120 | 11.229 | 11.106 0.62 11.660 | 11.791 | 11.612 0.46
Oleico 34.502 | 34.989 | 34.950 0.80 34.091 | 34.598 | 34.686 0.78
Linoleico 15.566 | 15.102 | 15.032 0.72 14.833 | 14.482 | 14.517 0.90
SFA 37.041 | 37.065 | 36.780 0.50 36.337 | 36.432 | 36.390 0.94
PUFA 20.557 | 20.081 | 20.160 0.92 21.038 | 20.539 | 20.554 0.87
MUFA 42.400 | 42.866 | 43.060 0.78 42.622 | 43.028 | 43.055 0.86

IMF: Grasa intramuscular, SFA: Acidos grasos saturados, MUFA: Acidos grasos

monoinsaturados, PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

Con la finalidad de confirmar que el efecto del genotipo ADIPOQ sobre la
concentracion de LDL a 190 dias no se debe al QTL para dicho caracter localizado en
el cromosoma 13 porcino, se llevé a cabo un andlisis mas complejo en el que se
contemplaban 4 modelos (ver Material y Métodos). El contraste del modelo Q (con
QTL) vs el modelo 0 (sin QTL y sin genotipo ADIPOQ) fue altamente significativo (P =
0.0059), y lo mismo puede decirse del contraste de los modelos G (con gen ADIPOQ)
y 0 (P = 0.0003). El resultado mas destacable, sin embargo es que el contraste del
modelo GQ (con QTL y genotipo ADIPOQ) vs Q fue significativo (P = 0.026) y en
cambio el contraste de los modelos GQ vs G no fue significativo. Ello indica que el
efecto significativo del gen ADIPOQ sobre la concentracion sérica de LDL no
desaparece cuando se incluye el QTL SSC13 en el modelo, y en cambio el efecto del
QTL si deja de ser significativo cuando se considera el genotipo ADIPOQ en el
modelo. Todo ello sugiere que existe una asociaciébn genuina entre el genotipo
ADIPOQ y la concentracién sérica de LDL a 190 dias, aunque ello no implique
necesariamente la existencia de causalidad. Cabe concluir que hay indicios de que el
gen ADIPOQ podria explicar la segregacion del QTL SSC13 para LDL a 190 dias, por
lo que seria recomendable estudiar este gen con mayor profundidad.
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ANALISIS MOLECULAR DE DISTINTOS LOCI PERTENECIENTES A LA FAMILIA
GENICA SOLUTE CARRIER FAMILY 27 (FATTY ACID TRANSPORTER)

4.4. Genes de lafamilia solute carrier family 27A porcina.

El andlisis molecular de los genes SLC27A1, SLC27A2 y SLC27A4 se realizd
en el contexto de un proyecto de colaboracion con el area de Genética i Millora Animal
del IRTA de Lleida, cuya finalidad consistia en describir la localizacion cromosémica,
patron de expresion tisular y variabilidad genética de esta familia de genes
relacionados con la absorcion y transporte de acidos grasos de cadena larga. En el
marco de esta colaboracion, al equipo UAB se le asigné la tarea de secuenciar los
genes SLC27A1, SLC27A2 y SLC27A4, determinar la existencia de polimorfismos y
realizar analisis de asociacion con una amplia diversidad de caracteres relacionados

con el metabolismo lipidico.

4.4.1 Caracterizacion molecular de los genes SLC27Al, SLC27A2 y SLC27A4

porcinos

En total, se secuencié en 15 cerdos Duroc con fenotipos divergentes para
distintos caracteres lipidicos, 2.6 kb del gen SLC27A1 (Numeros de acceso a
GenBank: JQ946555, JQ946556, JQ946557), 2.2 kb del gen SLC27A2 (Numero de
acceso a GenBank: JX092264) y 1.8 kb del gen SLC27A4 (Numeros de acceso a
GenBank: JX103441, JQ946558, JQ946559). Dichas secuencias abarcaban la
totalidad de la region codificante en caso del gen SLC27A2, el 98.09% de la regién
codificante del gen SLC27A1 y el 95.6% de la region codificante del gen SLC27A4, asi
como parte de la 3'UTR (SLC27A1: 716 pb y SLC27A2: 294 pb). El analisis de las 3
secuencias aminoacidicas SLC27A1, SLC27A2 y SLC27A4 mediante el programa

Scan Prosite (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite) revel6 la existencia, en los

genes SLC27A1 y SLC27A4 de un dominio funcional lipocalina asi como un dominio
de uniébn a AMP para los tres genes (Figuras 4.8, 4.9 y 4.10). Las lipocalinas son
proteinas transportadoras de moléculas hidrofobas y tienen un rango de funciones
muy variado, estando relacionadas con el transporte de retinol, la pigmentacion en
invertebrados, la olfaccion y el transporte de feromonas, la regulacién de la
homeostasis celular, la sintesis de prostaglandinas, la eliminacion de diversos
compuestos exdgenos y enddgenos y la modulacion de la respuesta inmune  (Flower
et al. 2000).
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70
MRTPGACSASVASLVLLWLLGLPWTWSTAAALGVYVGGGGWRFLRIVCKTARRDLFGLSVLIRVRLELRR

140

HQRARHT IPQ 1 FQAVARQQPEHLALVDAGSGACWTFAQLDAYSNAVANLFRQLGFVPGDVVA I FLESE

210

EYENIMENAKAGMEAALLN INLRREPLTFCLGTSGAKALVFGEELAVAVAEVSGQLGKSLVKFCSGDSRP

280

EGLLPDTQLLDPLLKETSTAPLAQPPGKGMDDRLFY IYTSGTTGLPKAAIVVHSRYYRIAAFGHHSYRMQ

350

ATDV 1YDCLPLYHSAGN 1VGVGQCL I YGLTVVLRKKFSASRFWEDCVKYNCTVVQY IGE ICRYLLKQPVR

420

EAEGQHRVRLAVGNGLRPAIWEEFTERFGVRQ I GEFYGATECNCS I ANMDGKVGACGFNSRILPHVYPIR

490

LVKVNEDTMELLRDAQGLC I PCQAGEPGLLVGQ INQQDPLRRFDGY I SESATSKK I AHSVFCKGDSAYLS

560

GDVLVMDELGYMYFRDRSGDTFRWRGENVSTTEVEGVLSRLLGQTDVAVYGVAVPGVEGKAGMAA I ADPH

630

GQLSPNALYQELQKVLAPYARP I FLRLLPQVDTTGTFK I QK TRLQHEGFDPRQTSDRLFFLDLKQGHYLP
646
LDQSVYTRICSGAFFL

Figura 4.8. Secuencia aminoacidica del gen SLC27A1 porcino, el dominio funcional

lipocalina se indica con un recuadro negro y el dominio de uniébn a AMP esti

subrayado.

70
MLPVIYAALAGVLLLPLLVNLCCPYFFEDLNYFLKVARVTRRMRSYRQRRPVHT ILNAFLDRARQTPRKP
140
FLLFQDETLTYAQVDRRSNQVARALRDHLGLRQGDCVAVFMGNEPAYVWLWLGLAKLGCAMACLNYNIRG
210
KSLLHCFQCCGAKVLLASPDLQAAIEEVLPSLKKDDVAIYYMSRSSNTDGVDSFLDKVDEVSTEP IPESW
280
RSEVNFSTPALY 1YTSGTTGLPKAAMINHLRIWYGTGLATASGVKEDDVLYTTLPLYHSAALMVGLHGCI
350
VSGATLVLRTKFSASHFWDDCRKYKVTVIQY IGELLRYLCNSPQKPNDRDHKVRMAMGNGLRADVWREFI
420
KRFGDIHIYEFYASTEGN IGFMNYTRK1GAVGRVNYLQKKVVTYEL IKYDVEKDEPVRDGNGYC IKVPKG
490
EVGLLVCKITNLTPFNGYAGGKTQTEKKKLRDVFKKGDVYFNSGDLLMIDHENF 1 YFHDRVGDTFRWKGE
560
NVATTEVADVVGMVDFVQEVNVYGVSVPGHEGR I GMAS I KMKENHEFDGKKLFKHVADYLPNYARPRFLR
620
IQDTIEITGTFKHRKVTLVEEGFNPAV IKDALYFLDDKAETYVPMTED I'YNAINDKALKL

Figura 4.9. Secuencia aminoacidica del gen SLC27A2 porcino, el dominio de union a

AMP se muestra subrayado.
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70
MLLAASLVGVLLFSRLVLKLPWTHVGFSLLFLYLGSGGWRFVRIFIKTVRRDVFGGMVLLKVKAKVRRYL
140
QERRTVP ILFAATVQRHPDKTAL I FEGTDTRWTFRQLDDYSSSVANFMQARGLASGDVAAL LMENSNERY
210
e AKLGVEAAL INTNLRRDALRHCLTSSRARAL I FGSEMAPAVLE IHASLDPSLSLFCSGPWEPSA
280
VPAGTEHLDPLLEDAPKHLPSRPNKGFVDKLFY 1YTSGTTGLPKAAIVVHSRYYRMAALVYYGFRMRPDD
350
VLYDCLPLYHTAGNIVGVGQCLLHGLTVVIRKKFSASRFWDDCVKYNCT 1VQY IGELCRYLLNQPPREAE
420
KQHRVRMALGNGLRQS IWTSFSSRFHIPQVAEFYGATECNCSLGNFDGQVGACGFNSRILSFVYPIRLVR
490
VNEDTMEL IRGPDGVCLPCRPGEPGQLVGT IVQKDPLRRFDGYLNQGANNKKIAKDVFKKGDQAYLTGDV
560
LVMDELGYLYFRDRTGDTFRWKGENVSTTEVEGTLSRLLNMADVAVYGVEVPGTEGRAGMAAVANPTGSC
630
DLERLAQLLEKELPLYARPIFLRLLPELHKTGTFKLQKTDLRKEGFDPAVVKDPLFYLDARKGRYVPLDR
643
EAYTLI1QAGEVKL

Figura 4.10. Secuencia aminoacidica del gen SLC27A4 porcino, el dominio funcional

lipocalina se indica con un recuadro negro y el dominio de union a AMP esti

subrayado.

4.4.2. Busqueda de polimorfismos en la region codificante de los genes SLC27A1,
SLC27A2 y SLC27A4

Al realizar el alineamiento de las distintas secuencias SLC27A1 obtenidas se
detecté dos SNP sindénimos c. 441C>T, ¢.747A>G y 1 SNP ¢.*400C>T en la region
3'UTR. En el gen SLC27A2 no se detectd ningln polimorfismo, mientras que en el gen
SLC27A4 se hall6 dos SNP sin6nimos ¢.243T>G y c¢.837C>T. Basandose en
consideraciones técnicas, se seleccionaron los SNP c¢. 441C>T (SLC27A1) y
€.837C>T (SLC27A4) para llevar a cabo el andlisis de asociacion con caracteres
lipidicos, siendo genotipados en la poblacion Duroc por PCR-RFLP y mediante un

ensayo TagMan de discriminacion alélica, respectivamente (Figuras 4.11y 4.12).
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Figura 4.11. Analisis PCR-RFLP del gen SLC27AL1 porcino. Carril 1: marcador de peso
molecular, carril 2: CT, carril 3: TT, carril 4: CT, carril 5: TT y carril 6: CC
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Figura 4.12. Genotipado del SNP ¢.837C>T (SLC27A4) mediante un ensayo TagMan.
A: Genotipo CC, B: Genotipo CT, C: Genotipo TT.
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4.4.3.Estudio de asociacion entre el polimorfismo de los genes SLC27A1 y SLC27A4

porcinos y diversos caracteres lipidicos

Los andlisis de asociacion para lipidos séricos y porcentaje y composicion de la
grasa intramuscular no revelaron ninguna asociacion significativa para los dos genes
bajo estudio (SLC27A1 y SLC27A4), tal como se indica en las Tablas 4.11 a 4.14. Si
gue se encontraron asociaciones sugestivas entre el genotipo SLC27A1 y el
porcentaje de acidos grasos saturados de los musculos gluteus medius (P = 0.008) y
longissimus dorsi (P = 0.02). El genotipo SLC27al también presentd una asociacion
sugestiva con el porcentaje de estearico en el musculo gluteus medius (P = 0.009)
Asimismo, el genotipo SLC27A4 presentd una asociacion sugestiva con el contenido
de &cidos grasos saturados del mudsculo gluteus medius (P = 0.03). Aunque ninguna
de las asociaciones detectadas alcance el umbral de significacion, un efecto de las
proteinas SLC27A sobre el contenido de acidos grasos resulta concebible desde un
punto de vista biol6gico. En este sentido, Jeong y colaboradores (2012) han
demostrado que la expresion de SLC27A1 y el contenido de grasa intramuscular estan
correlacionados positivamente en el bovino. Por otra parte, Jia y colaboradores (2007)
analizaron la composicién de acidos grasos de lineas de fibroblastos normales vs
knockout para SLC27A4 y observaron que en estos Ultimos se producia una reduccién
del 10% del contenido de &cidos grasos saturados y mas especificamente, de acido
estedrico (con una disminucién del 25%). Paralelamente, se observé un aumento en el
contenido de acidos grasos monoinsaturados (25%) y poliinsaturados (105%) en las
lineas de fibroblastos knockout para SLC27A4. Todo ello indica que aunque la
principal molécula diana de las proteinas transportadoras SLC27A sean los acidos
grasos de cadena larga (es decir, con mas de veinte carbonos), también puede tener
efectos sobre otros acidos grasos de cadena mas corta.
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Tabla 4.11. Analisis de asociaciéon entre el

genotipo SLC27A1 porcino y

concentraciones de lipidos séricos en una poblacién comercial de cerdos Duroc a los
45y 190 dias de edad.

Caracter
(ma/dL) AA CA cc P-value
Niveles séricos a 45 dias de edad
COL 81.78 79.33 81.66 0.59
HDL 31.95 31.09 32.93 0.36
LDL 41.28 39.42 39.03 0.47
TG 42.62 44.05 48.19 0.23
Niveles séricos a 190 dias de edad
COL 127.23 123.43 128.13 0.39
HDL 51.92 51.23 52.43 0.75
LDL 65.06 62.29 64.55 0.52
TG 51.20 48.71 55.79 0.20

COL: Colesterol, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, LDL: Lipoproteinas de baja

densidad, TG: Triglicéridos.

Tabla 4.12. Andlisis de asociacion entre el genotipo SLC27A1 porcino y caracteres

relacionados con la composicion de grasa en los musculos longisimus dorsi y gluteus

medius en una poblacién comercial Duroc.

Caracter Muasculo longissimus dorsi Muasculo Gluteus medius
(%) AA CA cC P-value AA CA CC P-value

IMF 3.90 3.76 3.85 0.71 4.96 5.23 5.20 0.49
Palmitico 23.13 | 23.50 | 23.28 0.06 23.03 | 23.32 | 23.33 0.09
Esteérico 11.57 | 11.85 | 11.55 0.12 10.94° | 11.34% [11.22%° 0.009
Oleico 34.61 | 34.66 | 34.08 0.77 34.89 35.01 | 34.90 0.97
Linoleico 14.75 | 14.29 14.80 0.64 15.30 1497 | 14.90 0.71
SFA 36.59° | 37.27* | 36.76° | 0.02 | 36.04° | 36.67" [36.61" | 0.008
PUFA 20.45 | 19.80 | 20.75 0.58 20.93 20.30 | 20.35 0.62
MUFA 4295 | 42.94 | 42.48 0.87 43.02 | 43.01 | 43.03 0.99

IMF: Grasa intramuscular, SFA: Acidos grasos saturados, MUFA: Acidos grasos

monoinsaturados, PUFA: Acidos grasos poliinsaturados
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Tabla 4.13. Analisis de asociaciéon entre el

genotipo SLC27A4 porcino vy

concentraciones de lipidos séricos en una poblacién comercial de cerdos Duroc a los
45y 190 dias de edad.

Caréacter
(ma/dL) CcC CT P-Value
NIVELES SERICOS A 45 DIAS DE EDAD
COL 80.45 82.20 0.89
HDL 31.62 32.11 0.68
LDL 40.02 41.45 0.50
TG 43.90 43.08 0.76
NIVELES SERICOS A 190 DIAS DE EDAD
COL 125.93 122.98 0.46
HDL 51.68 52.17 0.75
LDL 63.93 61.36 0.41
TG 51.44 45.54 0.09

COL: Colesterol, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, LDL: Lipoproteinas de baja

densidad, TG: Triglicéridos.

Tabla 4.14. Andlisis de asociacion entre el genotipo SLC27A4 porcino y caracteres

relacionados con la composicion de grasa en los musculos longisimus dorsi y gluteus

medius en una poblacién comercial Duroc.

Carécter (%) Muasculo Longissimus dorsi Muasculo Gluteus medius

AA CA P-value AA CA P-value
IMF 3.84 3.76 0.71 5.16 4.84 0.27
Palmitico 23.39 23.04 0.07 23.23 | 22.96 0.11
Esteérico 11.69 11.66 0.88 11.20 10.92 0.08
Oleico 34.46 34.83 0.60 35.04 | 34.17 0.17
Linoleico 14.59 14.50 0.88 15.01 15.85 0.12
SFA 36.98 36.56 0.18 36.46% | 35.92° 0.03
PUFA 20.23 20.25 0.98 20.41 | 21.80 0.09
MUFA 42.78 43.18 0.60 43.11 | 42.27 0.22

IMF: Grasa intramuscular, SFA:

monoinsaturados, PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

Acidos grasos saturados, MUFA: Acidos grasos
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IDENTIFICACION DE REGIONES CON VARIACION EN EL NUMERO DE COPIAS
EN UNA POBLACION PORCINA DUROC

4.5. Deteccion de copy number variation

Al considerar sélo aquellos CNVRs detectados como minimo en dos animales e
identificados por lo menos con dos programas, se encontraron un total de 59 CNV
localizados en 14 de los 18 cromosomas autosomicos (Tabla 4.15) Dicha cifra es
mayor que la obtenida por Fadista et al. (2008), Ramayo et al. 2010 y Sili6 et al. 2010,
quienes reportan 37, 49 y 49 CNVRs detectados en cerdos respectivamente. Esto se
explica por el mayor niumero de animales analizados en el presente trabajo. Al igual
gue Ramayo y colaboradores (2010) se encontré el mayor nimero de CNV en el
cromosoma 1. Sili6 y colaboradores encontraron el mayor numero de CNV en los

cromosomas 11 y 13.

Tabla 4.15. CNV detectados por cromosomas.

Cromosoma | Numero de CNV
1 12
2 4
3 1
4 6
5 2
6 3
7 5
8 5
9 3
11 2
12 3
14 11
15 1
16 1
Total 59

Un total de 18 CNV (30.51%) fueron detectados por los tres algoritmos (Tabla
4.16). El numero de CNV detectados independientemente con 3 algoritmos en el

presente trabajo es menor a los encontrados por Ramayo y colaboradores (2010)
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siguiendo el mismo criterio. Al comparar los tres algoritmos encontramos que el
programa CNstream es el que identifica mayor nimero de CNVs en la poblacion
porcina, esto es debido a que este programa se basa en un algoritmo robusto en el
gue primero se analiza cada SNP individualmente (single-locus analysis) y luego se
lleva a cabo un andlisis por segmentos, cuya definicion haria referencia a un conjunto
de SNP situados consecutivamente en una determinada region cromosémica. Ello
incrementa la sensibilidad y la exactitud de los resultados (Alonso et al. 2010). Con el
programa CNV Partition, pudimos observar algunos CNV (p.e. encontramos un CNV
de 23,310.71 Kb en el cromosoma 14), los cuales fueron descartados para su analisis
posterior, debido a que abarcaban tamafios muy grandes.

El tamafio de los 59 CNVRs detectados oscilo desde 255.15 Kb hasta 41,83
Mb. La utilizacion del Porcine SNP60 BeadChip como plataforma para la deteccion de
CNVs permite aprovechar la informacién generada en proyectos de genotipado de
SNPs. Sin embargo, presenta algunas limitaciones como son la baja densidad de
marcadores, la distribucion no uniforme de los SNPs a lo largo del genoma porcino y la
ausencia de marcadores especificamente disefiados para la deteccidon de CNVs
(Ramayo et al. 2010). La deteccibn de CNV de este trabajo esta sesgada
probablemente hacia los de mayor tamafio. Esta limitacion explica las diferencias
encontradas en la longitud minima de los CNV entre nuestro trabajo (255.15 Kb) y el
estudio realizado con la técnica CGH por Fadista y colaboradores (2008) quienes

reportaron un tamafio de 9,3 Kb.
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Tabla 4.16. Descripcion de los 59 CNV detectados en una poblacién porcina Duroc.

_ o Tamano N°

CNVR SSC Final Inicio (kb) animales Status Programas

1 1 |187591850|177221867 | 10369.983 38 P-G | Penn-Partition-Stream
2 1 51642367 | 47666132 | 3976.235 81 P-G | Penn-Partition-Stream
3 2 5717406 | 5011629 | 705.777 23 P-G | Penn-Partition-Stream
4 2 41466383 | 40477275 | 989.108 111 P-G | Penn-Partition-Stream
5 4 35087163 | 24351375 |10735.788 225 P-G | Penn-Partition-Stream
6 5 44596385 | 35733150 | 8863.235 62 P-G | Penn-Partition-Stream
7 7 80928451 | 66005158 |14923.293 33 P-G | Penn-Partition-Stream
8 8 82669979 | 80904598 | 1765.381 9 P-G | Penn-Partition-Stream
9 8 92491743 | 91894224 | 597.519 17 P-G | Penn-Partition-Stream
10 11 | 43687195 | 31336107 |12351.088 64 P-G | Penn-Partition-Stream
11 12 | 48617700 | 47056685 | 1561.015 8 P-G | Penn-Partition-Stream
12 14 | 63882223 | 40571511 |23310.712 250 P-G | Penn-Partition-Stream
13 14 | 73956507 | 71193204 | 2763.303 9 P-G | Penn-Partition-Stream
14 14 |111687490|111205890| 481.600 88 P-G | Penn-Partition-Stream
15 14 |131781519|131123919| 657.600 9 P-G | Penn-Partition-Stream
16 9 |105510362| 63682688 |41827.674 129 P-G | Penn-Partition-Stream
17 14 |103056203 | 96864970 | 6191.233 75 P-G | Penn-Partition-Stream
18 15 |119328023|115832850| 3495.173 47 P-G | Penn-Partition-Stream
19 1 25188087 | 24035039 | 1153.048 97 P-G Penn-Stream

20 1 25923552 | 24126129 | 1797.423 52 P-G Partition-Stream
21 1 65873816 | 61789674 | 4084.142 10 G Penn-Partition
22 1 73664274 | 71538426 | 2125.848 5 G Penn-Partition
23 1 96879651 | 96545969 | 333682 11 G Penn-Stream

24 1 |130085466 | 129640999 | 444467 4 P-G Penn-Partition
25 1 |161754759|160653704| 1101055 14 G Penn-Partition
26 1 |182358612|181421827| 936785 134 P-G Penn-Stream

27 1 (189107812 (176099024 | 13008788 49 G Partition-Stream
28 1 [194655153(194111251| 543902 7 G Penn-Stream

29 2 41170591 | 40498125 | 672466 20 G Penn-Stream

30 2 | 82465975 | 81766039 | 699936 6 P-G Penn-Partition
31 3 | 98240328 | 93384387 | 4855941 32 P-G Partition-Stream
32 4 | 27289756 | 23322364 | 3967392 101 P-G Penn-Stream
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33 4 51283046 | 50569393 | 713653 82 P-G Penn-Partition
34 4 90712445 | 57335519 | 33376926 220 P-G Partition-Stream
35 4 1118624916|118170539| 454377 10 P-G Penn-Stream
36 4 1136009415|121771134 | 14238281 106 P-G Partition-Stream
37 5 41801630 | 34764749 | 7036881 25 P-G Partition-Stream
38 6 45277775 | 32193407 | 13084368 18 P-G Penn-Partition
39 6 59275609 | 55728815 | 3546794 16 P-G Partition-Stream
40 6 108713299 |108421593| 291706 9 P-G Penn-Stream
41 7 59166449 | 35635807 | 23530642 292 P-G Penn-Stream
42 7 37460616 | 37071962 | 388654 24 P-G Partition-Stream
43 7 78852845 | 75944536 | 2908309 6 P-G Penn-Partition
44 7 80466516 | 72149481 | 8317035 P-G Partition-Stream
45 8 77139865 | 72831206 | 4308659 14 P-G Partition-Stream
46 8 104854971 | 98184299 | 6670672 33 P-G Partition-Stream
47 8 91988193 | 91777847 | 210346 4 P-G Penn-Partition
48 9 1105819887 |103279585| 2540302 P-G Penn-Partition
49 9 127806956 |118904470| 8902486 59 P-G Partition-Stream
50 11 | 57491574 | 51754667 | 5736907 310 P-G Partition-Stream
51 12 | 43804564 | 42911312 | 893252 52 P-G Penn-Stream
52 12 | 16512537 | 16034402 | 478135 16 P-G Penn-Stream
53 14 | 11321316 | 11066170 | 255146 7 P-G Penn-Stream
54 14 | 51060226 | 50077119 | 983107 9 P-G Penn-Partition
55 14 | 52869599 | 49776269 | 3093330 69 P-G Partition-Stream
56 14 | 75787145 | 65926546 | 9860599 36 P-G Partition-Stream
57 14 |103127899 | 96749490 | 6378409 207 P-G Partition-Stream
58 14 |111687490|111363926| 323564 42 P-G Penn -Stream
59 16 | 67919207 | 60611062 | 7308145 52 P-G Partition-Stream

P: Pérdida, G: Ganancia

4.6.

Genes anotados dentro de los CNVRs

La anotacién de los genes se realizd con el programa Biomart, los resultados

se muestran en la Tabla 4.17. Siete CNV no contenian genes, por lo que no se les

incluy6 en la tabla. La ausencia de genes en estas regiones puede ser parcialmente

explicada por la incompleta anotacién de la version del genoma porcino actualmente
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disponible (Sscrofal0.2). Técnicas como la PCR cuantitativa en tiempo real seran

usadas para determinar falsos positivos.

Tabla 4.17. Genes anotados mediante el programa Biomart.

CNV Biotipo génico

1 28 GCP, 2 snRNA, 1 miRNA

2 69 GCP, 1 Pseudogen, 5 miRNA, 3 miscRNA, 8 snoRNA, 5 snRNA
3 41GCP

4 1 snRNA

5 28 GCP, 4 miRNA, 4 snRNA, 1 rRNA, 1 snoRNA, 3 miscRNA

6 46 GCP, 3 miRNA, 3 snRNA, 1 snoRNA

7 94 GCP, 2 miRNA, 12 snRNA, 1 rRNA, 1 snoRNA, 1 miscRNA

8 11 GCP,2 snoRNA, 2 snRNA

9 5GCP

10 9 GCP, 2 Pseudogenes, 1 snoRNA, 2 snRNA

11 23 GCP, 3 miRN, 2 snoRNA, 1 snRNA, 1 rRNA

12 289 GCP, 5 Pseudogenes, 5 miRNA, 1miscRNA, 9 snoRNA, 8 snRNA, 2 rRNA
13 7 GCP, 1 miRNA

14 38 GCP, 3 Pseudogenes, 1 snRNA, 2 miRNA

15 2 GCP

16 234GCP, 2 Pseudogenes, 10 miRNA, 2 miscRNA, 6 snoRNA, 18 snRNA, 1 rRNA
17 39GCP, 3 Pseudogenes, 1 snRNA, 2 miRNA

18 36 GCP, 3 snoRNA

19 6 GCP, 1 snRNA

20 9 GCP

21 34 GCP, 1 miRNA, 3 snRNA

22 10 GCP, 2 miscRNA, 1 miRNA, 1 snRNA

23 2 GCP

24 1 GCP

25 6 GCP, 1 miRNA

26 11 GCP, 1 miRNA, 7snoRNA, 1snRNA

27 87 GCP, 1 Pseudogen, 3 miRNA, 1 miscRNA, 3 snoRNA, 2 snRNA
28 1 GCP

29 1 snRNA

30 18 GCP, 1 snRNA

31 4 GCP, 1 Pseudogen, 4 snoRNA
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32

289 GCP, 1 miRNA, 1 miscRNA, 1 snoRNA, 1 snRNA

33 3 GCP

34 147 GCP, 1 Pseudogen, 4 miRNA, 2 miscRNA, 2 snoRNA, 9 snRNA, 2 rRNA
35 1 GCP

36 67 GCP, 1 Pseudogen, 4 miRNA, 1 miscRNA, 1 snoRNA, 4 snRNA
37 37 GCP, 1 miRNA, 2 snoRNA, 1 snRNA

38 225 GCP, 1 Pseudogen, 2 miRNA, 1 miscRNA, 1 snoRNA, 9 snRNA
39 90 GCP, 2 Pseudogenes, 3 miRNA, 1 miscRNA, 2 snoRNA, 1 snRNA
40 4 GCP, 1snRNA

41 8 GCP

42 263 GCP, 2 Pseudogenes, 5 miRNA, 2 snoRNA, 3 snRNA, 1 rRNA
43 4 GCP, 1snRNA, 1rRNA

44 55 GCP, 1 miRNA, 1 miscRNA, 1 snoRNA, 3 snRNA, 1rRNA

45 44 GCP, 1 miRNA, 2 miscRNA, 3 snoRNA, 3 snRNA, 1 rRNA

46 1 GCP

47 15 GCP, 1snRNA

48 3 GCP, 2snRNA

49 62 GCP, 3 Pseudogenes, 2 miscRNA, 4 snoRNA, 1 snRNA

50 17 GCP, 1 miscRNA, 2miRNA, 5 snRNA

51 2 GCP, 1ImiRNA

52 3 GCP

53 1 GCP

54 26 GCP, 1 miRNA, 1snoRNA

55 57 GCP, 1 miRNA, 1snoRNA, 1 snRNA

56 31 GCP, 1 Pseudogen, 3 miRNA, 3snoRNA, 4 snRNA

57 41 GCP, 3 Pseudogenes, 2 miRNA, 1 snRNA

58 2 GCP

59 12 GCP, 1 snoRNA, 3 snRNA, 1 rRNA

GCP: Gen que codifica una proteina, miRNA: microRNA, snoRNA: pequefioc RNA

nucleolar, rRNA: RNA ribosomal.
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CONCLUSIONES

Se ha identificado cuatro polimorfismos nucleotidicos sin6nimos c¢.507C>T,
C.762C>T, ¢.771A>G y c.1101A>G en la regién codificante del gen LRP12. Los
polimorfismos ¢.771A>G y ¢.1101A>G fueron genotipados en una poblacion
comercial Duroc para la cual se dispone de registros fenotipicos para distintos
caracteres productivos. El polimorfismo ¢.1101A>G presentd una asociacion
significativa con el porcentaje de acidos grasos saturados del masculo gluteus
medius (P = 0.0006), No se observo ninguna asociacion con la concentracion de
triglicéridos a 190 dias a pesar de que el gen LRP12 esta localizado en el
intervalo de confianza de un QTL del cromosoma 4 para dicho caréacter, lo cual

indica que el genotipo LRP12 no explica la segregacion del mismo.

El andlisis de la variabilidad del gen TRIB1 permitié identificar un polimorfismo
indel en la region 3 UTR (c*156_157del). Dicho polimorfismo presento
asociaciones significativas con el porcentaje de acidos grasos saturados (P=
0.0003) y acido esteéarico (P= 0.0005) en el musculo gluteus medius. No se
observd ninguna asociacién con la concentracion de triglicéridos a 190 dias a
pesar de que el gen TRIB1 esta localizado en el intervalo de confianza de un
QTL del cromosoma 4 para dicho caracter, lo cual indica que el genotipo TRIB1

no explica la segregacion del mismo.

Se ha identificado un polimorfismo ¢.*1512G>T en la regién 3' UTR del gen
ADIPOQ, el cual esta localizado en el intervalo de confianza de un QTL del
cromosoma 13 para la concentracién de LDL a 190 dias. Al realizar un analisis
de asociacion, se observo la existencia de asociaciones significativas con la
concentracion de triglicéridos a 45 dias (P = 0.0018), asi como con la
concentracion de LDL a 190 dias (P = 0.0027). Esta ultima asociaciéon siguio
siendo significativa cuando se empleé un modelo estadistico en el que se
incorporaba el efecto del QTL del cromosoma 13 porcino anteriormente

mencionado.

Se ha secuenciado 2.6 kb del gen SLC27A1, 2.2 kb del gen SLC27A2 y 1.8 kb
del gen SLC27A4. Mediante esta aproximacion, se detecté dos polimorfismos
sinénimos c. 441C>T, ¢.747A>G y 1 SNP ¢.*400C>T en la region 3'UTR del gen
SLC27Al1. y dos polimorfismos sinénimos ¢.243T>G y ¢.837C>T en el gen
SLC27A4. No se identificd ningun polimorfismo para el gen SLC27A2. Asimismo,
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no se hall6 ninguna asociacion significativa entre los genotipos SLC27A1 y
SLC27A4 y los diversos caracteres lipidicos medidos en la poblacion

experimental Duroc.
La caracterizacion genética de la poblacion Duroc con la herramienta Porcine

SNP60 BeadChip ha evidenciado la existencia de un notable grado de variacion

cromosomica estructural del tipo copy number variation (CNV).
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