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RESUMEN

Este trabajo de investigacion forma parte del proyecto 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), 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 séricas (LDL y HDL) y triglicéridos (TG). De forma especifica, nuestro
estudio aborda la descripcién estructural de los genes candidatos de la apolipoproteina
D (APOD), low density lipoprotein receptor-related protein 12 (LRP12) y Tribbles 1
(TRIB1) porcinos, la identificacion de polimorfismos mediante la secuenciacion de
distintos individuos y la realizacion de estudios de con caracteres relacionados con el
metabolismo lipidico en una poblacion comercial Duroc. Cabe destacar que la posicion
de estos tres genes coincide con la de quantitative trait loci para las concentraciones
séricas de triglicéridos (cromosoma 4: TRIB1 y LRP12) y HDL y LDL (cromosoma 13:
APOD). De acuerdo a este plan de trabajo, se ha procedido a secuenciar la region
codificante del gen APOD en 8 individuos pertenecientes a la raza Duroc. La
secuencia obtenida posee 794 pares de bases (pb) y codifica una proteina de 190
aminodacidos, sin embargo no se ha hallado ningun polimorfismo. Asimismo, se ha
secuenciado 2.3 kb del gen TRIB1 que incluyen el 64% de la region codificante (836
pb) y parte de la regién 3' UTR. Aunque no se han encontrado polimorfismos en la
region codificante, a nivel de la region 3° UTR se ha identificado un indel de 2 pb.
Finalmente, se ha secuenciado 2.9 kb del gen LRP12, caracterizandose el 100% de la
region codificante, que da lugar a una proteina de 859 aminodcidos. A nivel
estructural, se ha detectado cinco dominios LDL-receptor class A, ricos en cisteinas y
tipicos de los receptores de LDL. Por otra parte, se ha identficado cuatro
polimorfismos nucleotidicos (SNP) sinbnimos C507T, C762T, A771G y A1101G. Se ha
realizado un analisis de asociacion preliminar entre los SNP771 y 1101 y diversos
caracteres relacionados con el metabolismo lipidico en una poblacion comercial Duroc.
Se ha encontrado asociaciones significativas entre el genotipo LRP12 y las
concentraciones séricas de LDL (SNP771), HDL vy triglicéridos (SNP1101), asi como
con el espesor del tocino dorsal (ambos SNP). También se ha hallado asociaciones
significativas entre el genotipo LRP12 vy el porcentaje y la composiciéon de la grasa

intramuscular en los muisculos gluteus medius y longissimus dorsi.



RESUME

Ce travail de recherche fait partie du projet Cartographie et identification des géenes
impligué dans le métabolisme lipidique chez les porcins, la qualité de la viande et la
gualité jambon cru (AGL2007-66707-C02-02), dont sa finalité consiste a déterminer
'architecture génétique des divers caractéres en relation avec le métabolisme
lipidique, en particulier ceux qui sont liés au métabolisme de cholestérol, lipoprotéine
sérigue (LDL et HDL), et triglycérides (TG). Spécifiguement, notre travail aborde la
description structurelle des génes candidats I'’Apolipoproteine D (APOD), Low density
lipoprotein receptor-related protein 12 (LRP12) y Tribbles 1 (TRIB1) porcin,
l'identification des polymorphismes a travers le séquengage des individus distinc et
'analyse d’association avec les caractéres du ,ét métabolisme lipidique en population
porcin commerciale Duroc. La localisation des ces 3 génes coincide avec celle du QTL
pour Ig concentration sanguine des triglicérides (chromosome 4 :TRIB1 et LRP12),
HDL, et LDL (chromosome 13 :APOD). La région codante du géne APOD a été
séquencé en huit porcins Duroc. La séquence obtenue a une longueur de 794 pb et
codant pour une protéine de 190 acide-aminés, mais aucun polymorphisme n'a été
identifié. Encore, on a séquencié 2.3 kb (dont 836 pb correspondent a la région
codante) du géne TRIB1. Et de meme, aucun polymorphisme n’a été identifié dans la
région codante, mais un indel de 2pb a été determiné dans la région 3’UTR.
Finalement, on a séquencé 2.9 kb du géne LRP12 correspondant a 100% de la
séquencé codante. A niveau structurelle, cing récepteurs LDL de classe A ont été
identifié. D’autre part, on a identifi¢ quatre polymorphismes nucléotidiques (SNP)
synonymes : C507T, C762T, A771G et A1101G. Une association significative a été
identifié entre les génotype de LRP12 y la concentration sanguine du LDL (SNP771),
HDL et les triglycérides (SNP1101), ainsi que I'épaisseur du lard dorsal (les deux
SNP). En outre, une association significative entre le génotype de LRP12 et le
pourcentage de la graisse intramusculaire et la composition des muscles gluteus

medius et longissimus dorsi.



SUMMARY

This study forms part of the project Mapping and identification of genes involved
in lipid metabolism and meat and ham quality in pigs (AGL2007-66707-C02-02), which
is mainly devoted to investigate the genetic architecture of fatness related traits, with
special emphasis on those related with cholesterol, lipoprotein and triglyceride
metabolism. Specifically, this work undertakes the structural characterization of the
porcine apolipoprotein D (APOD), low density lipoprotein receptor-related protein 12
(LRP12) and Tribbles 1 (TRIB1) genes, the identification of polymorphisms by
sequencing several individuals and the performance of association analyses with lipid
metabolism traits in a Duroc commercial population. The location of these three genes
coincides with previously identified quantitative trait loci for serum concentrations of
triglycerides (chromosome 4: TRIB1 and LRP12), HDL and LDL (chromosome 13:
APOD). The coding region of the APOD gene has been sequenced in eight Duroc pigs.
The resulting sequence was 794 bp long and encoded a 190 amino acid protein, but
unfortunately we have not found any polymorphism. Moreover, we have sequenced 2.3
kb (836 bp correspond to the coding region) of the TRIB1 gene. Although we have not
found any polymorphism in the coding region, we have detected a 2 bp-indel in the
3'UTR. Finally, we have sequenced 2.9 kb of the LRP12 gene which encompass 100%
of the coding region. At a structural level, we have found five LDL receptor class A
domains which are typical of LDL receptors. On the other hand, we have identified four
single nucleotide polymorphisms (SNP) that happened to be synonymous: C507T,
C762T, A771G and A1101G. We have made a preliminar association analysis between
SNP771 and 1101 and several traits related with lipid metabolism in a Duroc
commercial population. Significant associations have been found between LRP12
genotype and serum concentrations of LDL (SNP771), HDL and triglycerides
(SNP1101), as well as backfat thickness (both SNP). Besides, we have found
significant associations between LRP12 genotype and intramuscular fat percentage

and composition in the gluteus medius and longissimus dorsi muscles.
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1. INTRODUCCION

1.1 Introduccién a la Produccién Porcina

Evidencias arqueolégicas y genéticas indican que el cerdo (Sus Scrofa) fue
domesticado, aproximadamente hace 9000 afios, en mudltiples localizaciones que
incluyen el Creciente Fértil, Europa y el Lejano Oriente (Larson et al. 2005, Holden et
al. 2006, Chen et al. 2007). Ello podria deberse fundamentalmente a la excelentes
caracteristicas de la carne porcina, asi como al hecho de evitar los dafios que los
jabalies ocasionaban a las cosechas (Taverner et al. 1996). Una vez domesticado, y
de manera gradual, el cerdo fue seleccionado de acuerdo a sus caracteristicas fisicas
(fundamentalmente el color de la capa) asi como a partir de otros rasgos de interés
productivo (docilidad, rusticidad, fertilidad etc.). La formaciéon de las distintas razas
porcinas tuvo lugar, principalmente, durante el siglo XIX y se localizd,
fundamentalmente, en Inglaterra, Estados Unidos y China (Jones 1998). A titulo de
ejemplo, la raza Large White fue reconocida en Inglaterra como tal en el afio 1868,
(Jones 1998).

Por mucho tiempo el cerdo fue consumido no sélo por su carne, sino también por
su grasa debido a que ésta constituye una importante fuente de energia (Jones 1998).
Sin embargo, y de forma reciente, el gusto del consumidor se ha decantado por carnes
mas magras debido a que éstas son mas saludables (Taverner et al. 1996). La
seleccion artificial a favor de disminuir la cantidad de grasa ha empeorado
notablemente la calidad de la carne debido a una reduccién de la infiltracion grasa y la
palatabilidad (Tibau 1992). En este sentido, debe notarse que en el cerdo la mayor
parte de la grasa es subcutdnea (70%), mientras que dicha proporcién es mucho
menor en vacuno (36%) y ovino (46%) (Taverner et al. 1996). Debe destacarse que la
carne de cerdo puede ser preservada en forma de embutidos y salazén, lo cual fue
muy importante en épocas pasadas donde el consumo de carne era limitado o escaso,
sobre todo en épocas de otofio e invierno (Taverner et al. 1996)

El cerdo estd distribuido en una amplia variedad de territorios, con la Unica
excepcion de aquellos paises en los que su carne no se consume por motivos
religiosos. La Figura 1.1 basada en el Global Livestock Production and Health Atlas

(GLiPHA: http://www.fao.org/ag/aga/glipha, FAO) indica la distribucion mundial del

censo porcino. Espafia con mas de 23 millones de cerdos, es el segundo productor en
La Union Europea (MAPA) y quinto a nivel mundial.
Dentro de Espafia, y en cuanto a comunidades autbnomas, Catalufa tiene la

mayor poblacién porcina (6.64 millones) seguida de Aragon (5.43 millones) y Castilla


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

Ledn (3.65 millones), consolidandose como la mayor productora de carne de cerdo en
Espafa y ubicada entre las seis primeras regiones productoras de carne porcina de la
Union Europea (Departament d' Agricultura, Alimentacié y Accio Rural).
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Figura 1.1 Distribucion del censo porcino entre los veinte primeros productores
mundiales en el afio 2004. (Global Livestock Production and Health Atlas, 2004, FAO)

De todas las especies carnicas, el porcino es una de las que mayor importancia
tiene a nivel mundial, siendo la carne roja mas consumida (36%), segun la FAO
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, 2008). La
carne porcina también tiene una gran relevancia a nivel europeo, estimandose que su
consumo seguird en aumento por ser una de las favoritas de los consumidores (Figura
1.2), con una prevision de un 1.7% de crecimiento anual hasta el afio 2016, segln la

Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE, 2007)



Porcino Awes Bovino Ovino Otros

Figura 1.2 Consumo mundial de carne (%), siendo la carne porcina la mas

consumida, seguida de la aviar y la carne vacuna. Fuente: FAO

Pese a todo lo explicado anteriormente, diversos factores como los precios
fluctuantes del pienso, la fuerte competencia que existe en el sector porcino, la actual
crisis econdmica, y enfermedades importantes como la nueva gripe porcina hacen que

la rentabilidad de las explotaciones porcinas sea bastante inestable.

1.2 Caracteres de interés productivo relacionados con el metabolismo de lipidos

en cerdos
1.2.1 Valor nutritivo de la carne porcina

La carne de cerdo proporciona una gran variedad de nutrientes como
proteinas, hierro y vitamina B, incluyendo tiamina, riboflavina y niacina (Taverner et al.
1996). Se ha debatido ampliamente el potencial impacto del consumo de carne de
cerdo sobre la salud humana, asociandose éste a un aumento de la ingesta de grasa
total, acidos grasos saturados y colesterol, factores que aumentan el riesgo de sufrir
aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares (Taverner et al. 1996). Tal como se
ha comentado anteriormente, uno de los principales objetivos de seleccién del ganado
porcino ha consistido en reducir paulatinamente el contenido de grasa de la canal
(Wood 1993). En la Tabla 1.1 puede observarse la variaciébn experimentada por una

serie de parametros relacionados con el engrasamiento durante el periodo 1975-1990.



Tabla 1.1 Cambios en la composicion de la canal de cerdos en el Reino Unido (peso:
63 Kg.). Fuente: Wood (1993)

Caracter 1975 1990
Espesor de grasa dorsal (mm) 18 12
Grasa separable (%) 31 20
Acidos grasos saturados (%) 42.6 40.2
Acidos grasos poliinsaturados (%) 9.7 13.2

Esta disminucion del engrasamiento trajo como consecuencia la pérdida de
calidad de la carne, asi como la disminucién de la prolificidad y el apetito de los
animales (Toro y Sili6 1992, Fernandez et al. 1999). Por ello en la actualidad
caracteres como el porcentaje y la composicion de la grasa intramuscular han recibido

gran atencion con el fin de obtener un producto de calidad (Wood 2008).

1.2.2 Calidad de la carne

La calidad de la carne es un concepto que no tiene una definiciéon Unica y que
depende de cual sea su destino comercial. Para la carne fresca, atributos como el
color, la cantidad de grasa, la terneza, jugosidad y sabor son esenciales en cuanto a
su aceptabilidad por el consumidor (Tibau 1992). Para la carne procesada, la atencién
se centra en factores como el pH, la capacidad de retencidon de agua, estabilidad
oxidativa y ausencia de sabores anomalos (Tibau 1992). La importancia de cada uno
de estos parametros también dependera de si el destino final del producto elaborado
es para cocidos o curados (Coma y Piquer 1999)

La grasa es un componente importante de los productos de la carne procesada
porque afecta a la calidad de la misma (Tibau 2004). Un contenido elevado de grasa
se asocia tradicionalmente a un mayor sabor y jugosidad (Wood 2008). La calidad de
la grasa esta ligada a la composicion de la racién utilizada al final del engorde (Wood
2008). El acelerado crecimiento de algunas lineas genéticas no permite el depdsito de
un minimo de grasa intramuscular antes del sacrificio, 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
fabricacién de productos curados como para el consumidor. (Tibau 2004).

La composicién de la grasa también es importante desde un punto de vista
tecnolégico dado que los acidos grasos insaturados, especialmente aquellos con mas

de dos dobles enlaces, se oxidan facilmente y pueden dar lugar a un enranciamiento




de la carne y a un empeoramiento del color (Wood 2008). Esta propension a la
oxidacion es importante en el desarrollo del aroma/sabor (en inglés: flavor, término que
engloba ambos conceptos) durante el cocinado (Jiménez 2007). Por otra parte, la
composicion de la grasa también es importante desde el punto de vista de la salud
humana ya que una carne mas rica en acidos grasos poliinsaturados y con un menor
porcentaje de acidos grasos saturados se considera que es mas saludable en cuanto a
la susceptibilidad a sufrir enfermedades coronarias (Wood 2008)

1.3 Metabolismo de las lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares que transportan lipidos
hidrofébicos (principalmente triglicéridos, colesterol y vitaminas liposolubles), a través
del sistema circulatorio para que puedan ser empleados por los distintos tejidos
corporales (Frayn 1998). Las lipoproteinas juegan un papel importante en la
vehiculacion del colesterol dietético, los acidos grasos de cadena larga y las vitaminas
liposolubles (Kathiresan y Arder 2008). Asimismo participan en el transporte de
triglicéridos, de colesterol y de vitaminas liposolubles del higado hacia los tejidos
periféricos, asi como en el transporte reverso del colesterol desde los tejidos hacia el
higado (Kathiresan y Arder 2008).

Las lipoproteinas contienen un ndcleo de lipidos hidrofébicos (triglicéridos y
ésteres de colesterol) rodeados por lipidos hidrofilicos (fosfolipidos y colesterol no
esterificado) y apolipoproteinas (Frayn 1998). Las lipoproteinas plasmaticas se dividen
en cinco clases de acuerdo a su densidad relativa (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 clases abarca una serie de particulas que varian levemente en
cuanto a densidad, tamafio, migracion durante la electroforesis y composicion proteica.
La densidad de una lipoproteina viene determinada por la proporcion relativa de lipidos
(Ganong 2006). La HDL es la lipoproteina mas pequefia y la mas densa, mientras que
los quilomicrones vy las VLDL son lipoproteinas mayores y menos densas (Tabla 1.2).
La mayoria de los triglicéridos plasmaticos son transportados en el contexto de
guilomicrones y VLDL. En cambio, la mayor parte del colesterol se vehicula como
ésteres del colesterol en LDL y HDL. Niveles altos de LDL en plasma estan asociados
a enfermedades aterosclerdticas, denominandose comiunmente como “colesterol malo”
(Biggesrstaff y Wooten 2004).



Tabla 1.2 Caracteristicas de las principales clases de lipoproteinas (segun Ganong
2006)

Lipoproteina Tamano Composicton Origen
(nm) Prot | Col | EC | TG | Fosf
Quilomicrones | 75 a 1000 2 2 3 90 3 Intestino
Remanente de :
quilomicrones 30a80 - -- -- -- -- Capilares
VLDL 30a80 8 4 16 55 17 | Higado e intestino
IDL 25a40 10 5 25 40 20 VDL
LDL 20 20 7 46 6 21 IDL
HDL 7.5a10 50 4 16 5 25 | Higado e intestino

Acrénimos usados: VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad; IDL, lipoproteinas de
densidad intermedia; LDL, lipoproteinas de baja densidad; HDL, lipoproteinas de alta
densidad; Prot, proteinas; Col, colesterol libre; EC, ésteres de colesterol; TG,

triglicéridos; Fosf, fosfolipidos.

Las HDL son las lipoproteinas mas pequefias y mas densas y estan compuestas
por una elevada proporcién de proteinas. 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 del cociente HDL/LDL estan
asociados a un menor riesgo de sufrir aterosclerosis y enfermedades coronarias
(Kathiresan y Arder 2008). En el cerdo, las LDL son especialmente abundantes
durante la etapa fetal, mientras que en el lechén predominan més las HDL (Chapman
y Forgez 1985). Ello probablemente se deba a los altos niveles de lipdlisis de TG
exdgenos que acompafan a la ingestién de la leche (Chapman y Forgez 1985). En lo
referente al sexo, las hembras poseen niveles mas elevados de LDL, HDL y colesterol
gue los machos (Kist et al. 1999).

Las apolipoproteinas constituyen una parte esencial del complejo lipoproteico y
entre otras funciones actitan 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.

Tal como se explicara a continuacién, existen dos vias principales para la

obtencion de acidos grasos y colesterol por parte de los tejidos.
e Viaendbgena del metabolismo de las lipoproteinas
La via enddégena (Figura 1.3) se refiere a la secrecidon hepatica de los

triglicéridos y colesterol que se han unido a la apolipoproteina B-100, dando lugar a las
particulas VLDL (Kathiresan y Arder 2008). Las particulas de VLDL se asemejan a los



quilomicrones y para que se las considere maduras deben adquirir las
apolipoproteinas C2 y E de las particulas HDL (Ye 2000). Al igual que los
quilomicrones, los triglicéridos de VLDL son hidrolizados por la lipoproteina lipasa
(LPL) que es activada por la APOC2, liberandose glicerol y acidos grasos. Estos
ultimos son reabsorbidos a nivel tisular, especialmente por los tejidos adiposo y
muscular (Kathiresan y Arder 2008). 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 hidrélisis
por parte de la lipasa hepéatica (Charlton-Menys y Durrington 2008). El higado elimina
aproximadamente un 40 a 60% de IDL por endocitosis (Kathiresan y Arder 2008). La
hidrélisis de las IDL libera glicerol y acidos grasos, generando remanentes de IDL, que
pasan a denominarse LDL. Las LDL contienen una alta concentracion de colesterol.
Las particulas de LDL son absorbidas por el higado o tejidos periféricos mediante

receptores especificos (Frayn 1998).
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Figura 1.3. Via enddégena del metabolismo de las lipoproteinas. Esta via transporta
lipidos almacenados en el higado a los tejidos periféricos y, en Ultima instancia, de

nuevo al higado.

La principal funcién de las HDL consiste en captar el exceso de colesterol de los
tejidos y transportarlo de nuevo al higado (Kathiresan y Arder 2008), donde puede ser

excretado a través de la bilis (transporte reverso de colesterol).



e Viaexogena del metabolismo de las lipoproteinas

La via exdgena del metabolismo de las lipoproteinas implica la absorcion y
transporte de los lipidos de la dieta por parte de las células epiteliales del intestino
delgado (Frayn 1998), siendo hidrolizados en el lumen intestinal y emulsificados con
los acidos biliares para formar micelas (Figura 1.4). El colesterol, los acidos 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 &cido 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
Arder 2008). La funcién principal de los quilomicrones es la de transportar lipidos
exégenos hasta el higado, tejido adiposo y tejido muscular esquelético y cardiaco.
Desde el intestino, los quilomicrones son vehiculados a través del sistema linfatico
hasta ingresar en la circulaciéon sistémica, dénde son procesados por los tejidos antes
de llegar al higado. En este proceso, las particulas de HDL ceden APOC2 y APOE a
los quilomicrones adn inmaduros, dando lugar a los quilomicrones maduros (Ye 2000).
A medida que los quilomicrones circulan por los tejidos, especialmente tejido adiposo y
muscular esquelético, tiene lugar la hidrélisis de los triglicéridos. Por la accién de la
APOC2, los quilomicrones maduros activan la LPL, enzima que se encuentra en el
revestimiento endotelial de los vasos sanguineos, dando lugar a moléculas de glicerol,
acidos grasos libres y remanentes de quilomicrones (Ye 2000). Los remanentes de
guilomicrones son rapidamente eliminados de la circulacion por el higado, gracias a la
interaccion de la APOE, presente en la superficie de la particula de quilomicrén, con
receptores de remanente de quilomicrén localizados principalmente en los hepatocitos
(Ye 2000; Kathiresan y Arder 2008).
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Figura 1.4. Via exdgena del metabolismo de las lipoproteinas. Esta via

transporta lipidos dietéticos del intestino a los tejidos periféricos y en ultima instancia al
higado. (Kathiresan y Arder 2009).

1.4 Mejora genética del porcino para caracteres relacionados con el

engrasamiento y la calidad de la carne

La mejora genética del ganado porcino se basa en el aprovechamiento de la
variabilidad existente entre y dentro de razasy lineas, mediante la aplicacion de
distintos métodos de cruzamiento y seleccion para caracteres productivos cuya
naturaleza depende de factores de tipo econdmico y genético (Tibau 1992). Con ello,
se persigue generar un cambio genético que sea favorable desde una perspectiva
econdmica y productiva (Tibau 1992). Los objetivos de seleccién 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 seleccién a favor de incrementar el
porcentaje de magro ha conllevado una reduccioén 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 debido al mayor porcentaje de 4cidos grasos insaturados
(Tibau 1992).

La heredabilidad (h?) se define como la proporcién de la variacién fenotipica de un
caracter atribuible a la variacidbn genética aditiva. De este modo, caracteres con
heredabilidades altas serdn mas faciles de mejorar por seleccion (Falconer y MacKay,

1996). De forma general (Tabla 1.3), los caracteres reproductivos tienen h* bajas, los



productivos (crecimiento o indice de conversién) moderadas y los de calidad de la
canal (longitud de la canal, deposito de grasa dorsal o porcentaje de magro)
moderadas-altas. Finalmente, los caracteres de calidad de la carne (pH, color, % grasa
intramuscular o composicién de &cidos grasos) presentan h® moderadas-bajas,
excepto el porcentaje de grasa intramuscular y algunos &acidos grasos que poseen
valores relativamente elevados (Cameron, 1990; Tibau, 1992; Webb et al. 1998)

Un grupo de caracteres que se ha estudiado de forma somera en el ganado
porcino es la concentracion de lipidos séricos. Pond et al. (1986) han descrito una
heredabilidad de 0.45 para los niveles plasmaticos de colesterol en cerdos a los 154
dias de edad. Por otra parte, Young et al. (1993) han estimado la heredabilidad
realizada para este mismo parametro empleando dos lineas divergentes y calcularon
gue oscila entre 0.31-0.33. Mas recientemente, en un trabajo alin no publicado,
Casellas et al. (2009), han descrito las heredabilidades de las concentraciones séricas
de colesterol, HDL, LDL vy triglicéridos en la poblacion Duroc objeto del presente
estudio (Tabla 1.4). En general, los valores obtenidos fueron moderados e iban de
0.268 (LDL a 45 dias de edad) a 0.472 (HDL a 45 dias). En el mismo trabajo, Casellas
et al. (2009) describieron las heredabilidades de multiples 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).
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Tabla 1.3. Heredabilidades de caracteres de interés productivo en el ganado porcino.
Fuente: Tibau y Font (2004); Clutter et al. (1998); Sellier (1998.)

Caracter Heredabilidad
Prolificidad 0.05a0.1
Destetados 0.04 a 0.07
Crecimiento 0.3a04
Edad a 100 kg 0.1a0.3
indice de conversion 0.25a0.35
Rendimiento de la canal 0.2a0.25
Porcentaje de magro 0.55a0.65
Peso del jamén 0.5a0.6
Peso del lomo 0.5a0.6
Grasa intramuscular 0.5
Acidez de la carne 0.3
Longitud de canal 0.55-60
Espesor de la grasa dorsal 0.12-0.74
Porcentaje de magro 0.48-0.54
Terneza (determinacion instrumental) 0.17-0.46
Terneza (panel sensorial) 0.18-0.70
Jugosidad 0.00-0.28
Aroma y sabor (Flavour) 0.01-0.16
Luminosidad de la carne (L*) 0.15-0.57
Firmeza de la grasa dorsal 0.43
Grasa dorsal -% agua 0.27-0.59
Grasa dorsal -% lipidos 0.26
Grasa dorsal -% acido estearico (C18:0) 0.42-0.57
Grasa dorsal -% acido linoleico (C18:2) 0.47-0.67
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Tabla 1.4. Concentraciones y heredabilidades de lipidos séricos en cerdos de raza
Duroc a 45 y 90 dias de edad. Fuente: Casellas et al. (2009).

Caréacter? h?

COL45 0.380

HDL45 0.472

LDL45 0.268

TG45 0.424

COL190 0.372

HDL190 0.446

LDL190 0.358

TG190 0.335

! COL: colesterol, HDL: lipoproteinas de alta densidad, LDL: lipoproteinas de baja

densidad, TG: triglicéridos.

En la Tabla 1.5, y a modo de ejemplo, se muestran las heredabilidades y
correlaciones genéticas de diversos caracteres productivos en una poblacion Duroc
perteneciente a la empresa Seleccidn Batallé. Puede observarse que el porcentaje de
grasa intramuscular, un caracter que desde el punto de vista de calidad de la carne
interesa incrementar, esta correlacionado positivamente con el espesor del tocino
dorsal. Dicha correlacion es desfavorable puesto que las canales mas magras en

principio tienen un mayor valor econémico.

Tabla 1.5. Estimacion de parametros genéticos para la ganancia media diaria (GMD),
espesor de grasa dorsal (GD), porcentaje de grasa intramuscular (GRIN) y % de jamén
en una poblacion Duroc. En la diagonal se muestran las heredabilidades mientras que

en la parte superior de la tabla se indican las correlaciones genéticas entre caracteres.

Caracter GMD GD GRIN % jamén
GMD 0.431 £ 0.035 0.488 £ 0.042 0.414 £ 0.054 | -0.047 £0.030
GD - 0.102 + 0.020 0.928 £+ 0.045 | -0.713 +£0.030
GRIN - 0.495+0.037 | -0.454 £0.044
% jamon - - 0.474 £ 0.041
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1.5 Identificacion de quantitative trait loci (QTL) en especies domésticas.
Aspectos generales.

El concepto de QTL se refiere a una region del genoma que contiene uno o varios
polimorfismos con un efecto significativo sobre una parte importante de la variacion
observada en un caracter cuantitativo (Falconer y Mackay, 1996). La identificacion de
QTL es una etapa fundamental en el proceso de localizacion de mutaciones causales
gue puedan ser empleadas posteriormente como fuente de informacién genética en
los programas de seleccion. La seleccion asistida por genes (Dekkers 2004) puede ser
especialmente util en aquellos caracteres que tengan una baja heredabilidad (p.e.
caracteres reproductivos), que sean dificles o caros de medir (p.e. indice de
conversioén), o que sélo puedan medirse en un sexo (p.e. produccion de leche). En el
ganado porcino, los experimentos de identificacion de QTL se realizaron inicialmente
en poblaciones F, producto del cruzamiento de razas divergentes (Rothschild et al.
2007). De manera mas reciente, se ha abordado el andlisis 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). La
aproximacion estadistica mas comunmente empleada para la deteccion 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. Dicha metodologia se basa en la comparacion de las probabilidades de
dos modelos (Hop. sin QTL, H;: con QTL) estimadas mediante el método de la maxima
verosimilitud por lo que, desde un punto de vista computacional, resulta compleja. Un
avance significativo fue la implementacion de un método basado en la regresion
(regression interval mapping) que computacionalmente resulta mas sencillo y que
ofrece buenas aproximaciones al método basado en la maxima verosimilitud (Haley y
Knott 1992).

El primer QTL identificado en porcino fue un locus mayor para el depésito de
grasa en el cromosoma 4 (Andersson et al. 1994) y hasta la fecha han sido reportados
2400 QTLs en la base de datos porcina Pig QTL Database (http://
www.animalgenome.org/ QTLdb/pig.html). El disefio experimental mas habitual en la
identificacion de QTL implica, tal como se ha mencionado anteriormente, el
cruzamiento de dos razas divergentes para el caracter que se pretende estudiar y la
generacién de una poblacion F;. Dicha poblacién F; 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
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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 qg. Un problema asociado a este tipo de disefio
experimental es que basicamente detecta los polimorfismos responsables de las
variaciones fenotipicas entre razas, mientras que los programas de seleccion
fundamentalmente se hallan centrados en modificar la variacion genética dentro de
razas. En este sentido, resulta particularmente importante la busqueda de QTL en
poblaciones comerciales “puras”, tarea que suele realizarse mediante el analisis de
multiples familias de medios hermanos (Knott 2005). Esta aproximacion, sin embargo,
también tiene inconvenientes. Por ejemplo, un individuo parental Unicamente 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, 0 puede hallarse en distintas fases de desequilibrio de ligamiento con los
distintos alelos de los marcadores analizados (Knott 2005). Todo ello hace que a
menudo los resultados obtenidos adolezcan de una aparente falta de consistencia,
efecto que se exacerba cuando el tamafio poblacional es bajo (Knott 2005).

Una vez que ha sido identificado un QTL, el siguiente paso es el refinamiento 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
caracterizacion 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 optimizacion de un chip de SNP porcinos de alta densidad (50K, es
decir 50.000 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
mediante la secuenciacion, con la metodologia Solexa (Fox et al. 2009), 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

domésticas como en los organismos modelo (Georges 2007).
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1.6. Deteccion de QTL relacionados con caracteres de interés productivo en el
ganado porcino

El nimero de QTL identificados en el ganado porcino es muy elevado, siendo una
de las especies domésticas mas caracterizadas en este aspecto. En la Tabla 1.6
puede observarse el numero de QTL encontrados para diversos caracteres de interés
productivo. Resulta evidente que los caracteres vinculados al engrasamiento han sido
profusamente estudiados (Tablas 1.6 y 1.7), aunque cabe destacar que el nUmero de
trabajos que abordan el andlisis de la composicién de la grasa (Clop et al. 2003,
Sanchez et al. 2007, Mufioz et al. 2007, Guo et al. 2009) y de las concentraciones de
lipidos séricos es relativamente reducido (Gallardo et al. 2008, Chen et al. 2009)

Tabla 1.6. Numero de QTL caracterizados para distintos caracteres de interés
productivo en porcino. Fuente: PigQTLdb (http://www.animalgenome.org/QTLdb/)

Caracter NUumero de QTL
Anatdémicos 719
Engrasamiento 544
Crecimiento 295
Textura de la carne 138
Color de la carne 131
pH carne 117
Composicion de la grasa 72
Sabor/aroma (“flavor”) 53
Conductividad 51
Organos reproductivos 47
Consumo de alimento 33
Tamafio de camada 31
Quimica 29
Comportamiento 22
Capacidad inmune 22
indice de conversion 12
Olor 12
Caracteres reproductivos 12
Conformacion 11
Resist. a enfermedades 7
Endocrino 4

Tal como se ha comentado anteriormente, el primer trabajo de deteccion de QTL
en ganado porcino fue el realizado por Andersson et al. (1994) en un cruce de cerdo

Large White por jabali. En dicho trabajo se identificé un QTL para engrasamiento en el
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cromosoma 4 porcino (QTL FAT1) que posteriormente fue confirmado en mdltiples
estudios. De este modo, Knott et al. (1998) determinaron la existencia de dos QTL
localizados en SSC4 con importantes efectos sobre el espesor de la grasa dorsal (64
cM) y abdominal (68 cM). Asimismo, Pérez Enciso et al. (2000) describieron la
segregacion del QTL FAT1 en un cruce de cerdos Ibéricos y Landrace
Posteriormente, Mercadé et al. (2005) refinaron la posiciéon de los QTL del cromosoma
4 porcino en la poblacion Ibérico x Landrace mediante el genotipado de microsatélites
adicionales, experimento que condujo a la confirmacién de la existencia del QTL FAT1
en la posicion 70 cM (aproximadamente) y de otro QTL adicional, en la posicion 95 cM,
gue principalmente afecta al crecimiento. Cabe destacar que, hasta la fecha, no se ha
identificado la mutacién causal responsable de la existencia del QTL FAT1.

Los dos caracteres para los que se ha descrito un mayor nimero de QTL son el
espesor del tocino dorsal (Tabla 1.7) y la tasa de crecimiento (74 QTL,
http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/SS/summary). Dichos QTL por lo general

presentan una amplia distribucién en el genoma porcino. A modo de ejemplo, la Figura
1.5 indica la posicion de QTL que afectan al espesor del tocino dorsal. Puede
observarse que los cromosomas SSC3, SSC4, SSC6, SSC7 y SSC9 son los que
presentan un mayor nimero de QTL y que Unicamente los cromosomas SSC16 y
SSC17 no presentan ningn QTL para este caracter. Ello concuerda con la naturaleza
poligénica de este fenotipo. EI nUmero de QTL descritos para el porcentaje de grasa
intramuscular, un caracter de gran importancia debido a que afecta a la jugosidad y
palatabilidad de la carne (Davoli y Braglia 2007), es notablemente menor (Tabla 1.7),

estando principalmente “concentrados” en SSC6 y SSC7 (Pig QTL Database)

Tabla 1.7. QTL descritos para distintos caracteres relacionados con el engrasamiento

en cerdo. Fuente: PigQTLdb (http://www.animalgenome.org/QTLdb/)

Caracter QTL encontrados
Espesor de la grasa dorsal (ETD) 105
Porcentaje de magro 47
ETD a nivel de la décima costilla 39
Contenido de grasa intramuscular 33
Peso de la grasa dorsal 27
ETD en la dltima costilla 25
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Aunque el nimero de QTL identificados en cerdo es elevado, s6lo en algunos
casos se ha identificado la mutacion causal subyacente (Mote et al. 2006). En este
sentido cabe destacar una mutacion intronica en el gen Insulin-like growth factor-2
(IGF2) relacionada con el crecimiento muscular (Van Laere et al. 2003), y dos
mutaciones aminoacidicas en los genes del receptor de la rianodina 1 (Fujii et al.
1991) y del gen Protein Kinase AMP-activated gamma 3 (Milan et al. 2000) que
basicamente afectan a la calidad de carne.
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Figura 1.5. Localizacién de QTL con efectos sobre el espesor del tocino dorsal (Pig
QTL Database)

Dado que una revisién exhaustiva de los QTL relacionados con el metabolismo
lipidico en porcino cae fuera de los objetivos de la presente Introduccion, a
continuacion pasard a describirse los QTL lipidicos hallados en la poblacién Duroc
objeto de estudio. Por el momento, se ha realizado un barrido gendmico para lipidos
séricos (Tabla 1.8) y para porcentaje y composicion de la grasa intramuscular (Tabla
1.9A y 1.9B). En cuanto a los caracteres tradicionalmente evaluados en ganado
porcino (crecimiento, espesor del tocino dorsal, calidad de la carne etc.) el andlisis
estadistico de los datos aun esta pendiente de realizarse.

El barrido gendémico para lipidos séricos realizado por Gallardo et al. (2008)
demostrd la existencia de un QTL para triglicéridos en SSC4 altamente significativo

(Tabla 1.8). También se detect6 la existencia de QTL significativos a nivel
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cromosomico en SSC3, SSCY9, SSC12 y SSC13. Cabe destacar que se observo una
notable 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 poblaciéon Duroc sélo segregaban en ciertas familias. Este trabajo resulta novedoso
puesto que la arquitectura genética de este tipo de caracteres ha sido muy poco
estudiada en porcino. En este sentido cabe destacar el trabajo de Hasler-Rapacz et al.
(1998), que demostré que una sustitucion aminoacidica en el receptor de las LDL es
causa de hipercolesterolemia familiar en porcino. Ello es muy relevante, desde una
perspectiva de salud humana, ya que las lesiones aterocleréticas observadas en
cerdos con hipercolesterolemia familiar son muy similares a las observadas en
humano (Hasler-Rapacz et al. 1995). Mas recientemente, Chen et al. (2009) han
detectado la existencia de QTL altamente significativos para lipidos séricos en SSC2 y
SSC8.

Tabla 1.8. Barrido gendémico (analisis intrafamiliar) para lipidos séricos en cerdos
Duroc a los 190 dias de edad (Gallardo et al. 2008)

SSC8®| Caracter Po(ill::/ll)én Familia F-ratiot Efecto medio (SD, mg/dL)
1 HDL 8 3 9.00+ -0.173(0.058)
3 CT 72 5 11.12++ -0.189(0.057)
3 LDL 68 74 45 7.62+ 11.99++ 0.190(0.069) -0.296(0.085)
3 |HDL/LDL| 58 78 45 7.75+ 8.00+ -0.268(0.096) 0.249(0.088)
3 TG 83 1 12.27++ -0.420 (0.120)
4 TG 23 2 19.15* 0.434(0.099)
9 CT 99 1 9.89+ 0.265(0.084)
9 HDL 53 1 8.33+ 0.321(0.111)
12 HDL 23 1 7.61+ 0.397(0.144)
12 |HDL/LDL 0 1 11.21++ 0.366(0.109)
13 CT 72 3 7.95+ -0.178(0.063)
13 LDL 74 3 8.09+ -0.293(0.103)
13 TG 5 1 10.65++ 0.364(0.112)

< 0.01 a nivel genémico.

Cromosoma porcino; '+ P < 0.05 y ++ P < 0.01 a nivel cromosémico, * *P < 0.05 y ** P

Una vez, realizado el barrido genémico para lipidos séricos se planted la

necesidad de refinar la posicion de los QTL mas significativos para elaborar una lista
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de genes candidatos. El grupo de la Universidad Autonoma de Barcelona abordé el
refinamiento de los QTL localizados en SSC4 y SSC13 mediante el genotipado de 8
microsatélites adicionales en la poblacién Duroc. Los resultados obtenidos se reflejan
en la Figura 1.6. Puede observarse que, desafortunadamente, los intervalos de
confianza de los QTL apenas se redujeron e incluso en algin caso aumentaron. Este
resultado tan paraddjico puede atribuirse al hecho de que aumentar el nUmero de
marcadores genotipados tiene un efecto menor sobre la reduccién del intervalo de
confianza de un QTL, mientras que el tamafio poblacional parece tener un efecto
mucho mas marcado sobre este parametro (Darvasi y Soller 1997). Por otra parte, en
la poblacion Duroc se ha cartografiado diversos QTL para el porcentaje y la
composicion de la grasa intramuscular (Tablas 1.9A y 1.9B, manuscrito en
preparacion). Resulta remarcable la falta de concordancia posicional entre los QTL
detectados para estos caracteres en los musculos gluteus 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. Se ha detectado un QTL muy
significativo para grasa intramuscular en SSC7 que coincide con los descritos en
trabajos previos (p.e. en Sanchez et al. 2007). También resulta de interés destacar el
QTL significativo a nivel gendmico para colesterol muscular (SSC6), puesto que este
caracter ha sido muy poco estudiado en porcino pero podria ser de gran interés para

obtener una carne mas saludable.
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Figura 1.6. Intervalo de confianza de los QTL para lipidos séricos (ver Tabla 1.8) antes

y después de la realizacién de un cartografiado fino.
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Tabla 1.9A. Barrido gendmico (andlisis intra-familiar) para el porcentaje de grasa

intramuscular (IMF), colesterol muscular y composicion de &cidos grasos en la

poblacién Duroc objeto de estudio (musculo gluteus medius).

SSC | Caréacter! |Familia|Posicion| F-ratio ? | Signif. (P) | Efecto medio (%, SD)
1 IMFovw 4 63cM | 10.10+ | 0.0022 -1.553 (0.489)
IMFcoviw 3 28cM 12.90* 0.0006 2.035 (0.567)
3 IMFcoverr 3 15cM 12.64* 0.0007 1.721 (0.484)
Vaccénico 2 15¢cM 12.95* 0.0005 0.207 (0.058)
5 Miristico 4 94cM 13.98* 0.0004 0.346 (0.092)
6 IMFgovgr 1 92cM | 11.70+ | 0.0014 2.653 (0.776)
IMFeoww 1 133cM | 16.11** | 0.0002 -2.750 (0.685)
! IMFcoverr 1 133cM | 16.48** 0.0002 -2.798 (0.689)
Vaccénico 3 81cM 17.60** 0.0001 0.250 (0.060)
13 Estearico 5 73cM 11.82+ 0.0011 -0.758 (0.220)
18 Palmitico 3 39cM 15.67** 0.0002 0.912 (0.230)
SFA 3 40cM 14.46* 0.0004 1.302 (0.342)

! Covariables peso (LW) y espesor del tocino dorsal (BFT)

2% P < 0.05 a nivel gendmico; ** P < 0.01 a nivel gendémico; + P < 0.01 a nivel

cromosomico.
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Tabla 1.9B. Barrido gendmico (andlisis intra-familiar) para el porcentaje de grasa

intramuscular (IMF), colesterol muscular y composicion de &cidos grasos en la

poblacién Duroc objeto de estudio (musculo longissimus dorsi).

SSC | Caréacter! |Familia|Posicién| F-ratio ? | Signif. (P) | Efecto medio (%, SD)

1 IMFcouw 4 66 cM 13.31* 0.0005 -1.025 (0.281)
IMFcouw 2 33 cM 11.57+ 0.0010 -1.123 (0.330)

3 IMFcovarr 2 53 cM 10.24+ 0.0019 -1.149 (0.359)
IMFcovarr 5 85cM 10.73+ 0.0018 -1.227 (0.374)

6 Colesterol 2 35cM 16.57* 0.0001 14.063 (3.455)
Vacceénico 2 95cM 14.56* 0.0003 -0.275 (0.072)

7 Vaccénico 2 75cM 11.19+ 0.0012 0.230 (0.069)
11 Colesterol 5 71cM 11.25+ 0.0014 -10.020 (2.987)
12 SFA 4 74cM 13.31* 0.0005 -1.534 (0.421)
13 Estearico 5 56¢cM 11.76+ 0.0011 -1.028 (0.300)
Colesterol 4 40cM 11.42+ 0.0012 13.095 (3.874)

14 Vaccénico 2 68cM 11.24+ 0.0012 0.410 (0.122)
Estearico 5 85¢cM 12.28* 0.0009 -1.110 (0.317)

16 Miristico 1 18cM 11.24+ 0.0017 0.185 (0.055)
Miristico 3 43cM 11.48+ 0.0012 -0.178 (0.053)

! Covariables peso (LW) y espesor del tocino dorsal (BFT)

2% P < 0.05 a nivel gendmico; ** P < 0.01 a nivel gendmico; + P < 0.01 a nivel

cromosomico.

1.7 Genes candidatos

El fin altimo de los estudios de QTL es identificar las mutaciones causales que

explican su segregacion en las poblaciones objeto de estudio (Georges 2007). Una

estrategia posible para alcanzar esta finalidad consiste en caracterizar el polimorfismo

de los genes candidatos que se hallen en el intervalo de confianza de los QTL
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detectados y realizar andlisis de asociacion y funcionales (Georges 2007). Segun Ron
y Weller (2007) un gen para ser considerado como candidato a contener la mutacion
causal debe cumplir una serie de 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 indiquen que el gen
verdaderamente tiene un efecto detectable sobre el fenotipo bajo estudio.
= EI gen debe estar preferentemente expresado en 6rganos o tejidos
relacionados con el caracter que se pretende analizar.
= El gen debe estar contenido en el intervalo de confianza del QTL.
Atendiendo a estos aspectos, los genes candidatos pueden ser funcionales,
posicionales o bien pertenecer a ambas categorias a la vez. Los polimorfismos con
efectos fenotipicos pueden, a su vez, ser de tipos muy distintos. En principio puede
distinguirse a aquellos que afectan a la estructura proteica y que, por ejemplo, implican
un cambio de aminoacido (ya sea conservativo o no-conservativo) o bien aquellos que
inactivan la funcién proteica provocando la aparicion de un coddn prematuro de la
traducciéon. Otros polimorfismos, en cambio, pueden afectar la expresion génica
pudiendo estar localizados a nivel de promotor, intrones o regién 3’'UTR (Georges
2007). Atendiendo al tipo de polimorfismos, también pueden considerarse diversas
categorias. Los mas abundantes consisten en mutaciones puntuales (Ibeagha-Awemu
et al. 2008), es decir la sustitucion de una base por otra, y reciben el nombre de SNP
(single nucleotide polymorphisms). Otros tipos de polimorfismos serian los indels
(inserciones/deleciones), los microsatélites, las inserciones de retrotransposones, las
variaciones en el numero de copias (copy number variation o CNV) y las
reordenaciones cromosémicas (lbeagha-Awemu et al. 2008). En la Tabla 1.10 se
detallan distintos polimorfismos que presentan asociaciones significativas con
caracteres de interés productivo en ganado porcino (informacién basada en el trabajo
de lbeagha-Awemu et al. 2008). Desde luego, dicha descripciébn no pretende ser

exhaustiva.
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Tabla 1.10. Polimorfismos que presentan asociaciones significativas con caracteres de

interés productivo en el ganado porcino (basado en Ibeagha-Awemu et al. 2008).

Gen Variante Caracter Referencia
(acrénimo)
ACACA c.5634T>C Composicion acidos Mufioz et al. (2007)
€.6681G>T grasos Gallardo et al. (2009)
CA3 c.1156 A>G Colory pH de la Wimmers et al. (2007)
carne
CAST Arg249Lys Textura y jugosidad Ciobanu et al. (2004)
Ser638Arg de la carne
CCKAR 0.179 A>G Consumo de pienso Houston et al. (2008)
CLPS Ddel RFLP Calidad de la carne y | Jankowiak et al. (2005)
la canal
IGF2 0.3072 G>A Crecimiento Van Laere et al. (2003)
muscular
FABP4 Microsatélite intrénico Porcentaje de grasa | Gerbens et al. (1998)
intramuscular
Indel intron 1 Espesor del tocino Mercadé et al. (2006)
dorsal
FABP5 g.3000 G>T Espesor del tocino Estellé et al. (2006)
dorsal
GIP C.77A>G (Asp26Gly) Composicion acidos Mufioz et al. (2007)
c. 394A>C (Metl132Leu) grasos
LEP €.3469 C>T Crecimiento y Urban et al. (2002)
engrasamiento
LEPR c. 2002 C>T Espesor del tocino Mufioz et al. (2009)
(Leu663Phe) dorsal
MC4R Asp298Asnh Crecimiento, Kim et al. (2000)
engrasamiento, Jokubka et al. (2006)
consumo de pienso
MYPN c. 318 T>C Porcentaje de magro | Wimmers et al. (2007)
PRKAG3 R200Q Glucégeno muscular Milan et al. (2000)
RYR1 c. 1843C>T (Arg61Cys) | Porcentaje de magro Fujii et al. (1991)
Calidad de la carne
TTN c.137 C>T Color de la carne, Wimmers et al. (2007)

pH, conductividad
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Un hito importante en la caracterizacion a gran escala de la variabilidad genética
porcina lo constituira, sin lugar a dudas, la secuenciacion del genoma de esta especie,
tarea que todavia esta en curso. Ello permitiria conocer el contenido génico de las
regiones que contienen QTL (por el momento se realizan extrapolaciones de humano
a porcino) y asimismo resultaria clave en la identificaciéon de un gran numero de
polimorfismos (Chen et al. 2007). En este sentido cabe destacar el proyecto de
secuenciacion Chino-Danés (Wernersson et al. 2005), que gener6 millones de
secuencias de individuos de distintas razas (Duroc, Erhualian, Hampshire, Landrace y
Yorkshire) permitiendo identificar multiples SNP. La caracterizacién de millones de
polimorfismos en especies domésticas y la puesta a punto de métodos de genotipado
a gran escala permite, por primera vez, considerar a la seleccion genémica como una
alternativa realista (o al menos como una fuente complementaria de informacion) a la
seleccidén tradicional basada en la estimacion del valor mejorante mediante técnicas
BLUP. La estrategia de la seleccion gendmica esta basada en la estimacién del valor
mejorante gendmico de un individuo que, a su vez, integra los efectos alélicos de
millares de SNP distribuidos uniformemente en su genoma (Hayes et al. 2009). Un
aspecto critico consiste, evidentemente, en calcular dichos efectos alélicos, tarea que
suele realizarse en una poblacién de referencia (Hayes et al. 2009). La seleccion
gendmica presenta una ventaja importante respecto a la tradicional puesto que el
genotipo del marcador se puede determinar justo al nacimiento del animal, sin tener
gue esperar a disponer de los registros fenotipicos del mismo o de sus descendientes,
lo cual acorta el intervalo generacional (Haley y Visscher 1998). Por otro lado, este
método es especialmente Util en aquellos caracteres en los que el progreso genético
es complicado de obtener por métodos tradicionales debido a que poseen una baja
heredabilidad, son caros de medir o bien a que s6lo son medibles en un sexo, después
del sacrificio del animal o cuando el animal tiene una edad avanzada. En estos
caracteres se puede conseguir un incremento de la respuesta del 38-64% respecto a
los métodos de seleccion tradicionales (Meuwissen y Goddard, 1996). Finalmente, el
uso de BLUP y MAS conjuntamente permiten un beneficio genético adicional de méas
del 50% (Rothschild y Plastow, 1999; Paszek et al. 1999). Para una revision muy
completa sobre las ventajas e inconvenientes de la seleccibn gendémica puede
consultarse el excelente articulo de Hayes et al. (2009). Por el momento, este tipo de
aproximacion se halla en un estado relativamente preliminar en el ganado porcino,
aunque ya se dispone de herramientas para realizar genotipados a gran escala en
esta especie, lo cual permite aventurar que se realizaran avances importantes en los

préximos afios (Ramos et al. 2009).
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Tal como se ha comentado anteriormente, el barrido genémico para lipidos
séricos en una poblacién comercial Duroc permitié identificar dos QTL de interés
localizados en los cromosomas 4 y 13. Posteriormente, Gallardo et al. (2009)
abordaron el refinamiento de la posicion de ambos QTL y elaboraron una lista de
posibles genes candidatos (Tabla 1.11). En la presente tesis se ha abordado el
andlisis de los genes de la apolipoproteina D (APOD), low density lipoprotein receptor-
related protein 12 (LRP12) y tribbles 1 (TRIB1) por lo que a continuaciéon pasaran a
describirse con mas detalle.

Tabla 1.11. Lista de genes candidatos localizados en los intervalos de confianza de los
QTL de los cromosomas 4 (niveles de triglicéridos séricos a los 190 dias de edad) y 13
(HDL y LDL a los 45 y 190 dias de edad, respectivamente). Fuente: Gallardo et al.
(2008).

_ Posicion _
QTL Gen candidato Referencia
(humano)
Fatty acid binding protein 4 8q21 Prinsen et al. 1997
(FABP4)
Fatty acid binding protein 5 8q21 Szczerbal et al. 2007
(FABP5)
TG 190 dias Low density lipoprotein 8422.2-
(SSC4) receptor-related protein 12 4231 Wang et al. 2007
(LRP12)
2,4-dienoyl-CoA reductase 1 8q21.3 Amills et al. 2005
(DECR1)
Tribbles homolog 1 (TRIB1) 8g24 Kathiresan et al. 2008
Apolipoprotein D (APOD) 3026.2-qter Desai et al. 2002
Imperatore et al. 2000
UDP-Gal:beta-GIcNAc beta
HDL 45 diaS 114_galactosy|trans‘ferase 3q13 W|”er et al 2008
(SSC13) (BAGALTA4)
Phospholipase A1 member 3013.13- Wang et al. 2002
A (PLA1A) gl3.2
Adiponectin (ADIPOQ) 3q27 Berthier et al. 2005
LDL 190 dias ,
Lipase, member | (LIP1) 21911.2 Wen et al. 2003
(SSC13)
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1.7.1 Apolipoproteina D (APOD)

La apolipoproteina D (APOD) es una glicoproteina perteneciente a la familia de
las lipocalinas, las cuales estan especializadas en el transporte de pequefias
moléculas hidrofobas (Drayna et al., 1986; Peitsch and Boguski, 1990). La APOD es
un heterodimero de 29 Kda, de expresién ubicua, siendo ésta particularmente alta en
el bazo, los testiculos y el cerebro (Rassart et al. 2000). Inicialmente fue clasificada
como un componente de las lipoproteinas de alta densidad (Mc Conathy et al., 1973)
gue participan en el transporte de colesterol. Existen evidencias, sin embargo, de que
la APOD podria ser una proteina multiigando y multifuncional, importante en la
fisiologia celular y de funcién variable segun el lugar de sintesis. Aparte del colesterol,
se ha propuesto que la APOD podria unirse a la bilirrubina, esteroides y &cido
araquidénico (Rassart et al. 2000). A nivel sistémico y en asociacion con la lecitin
colesterol acetiltransferasa (LCAT), la APOD forma un complejo que actia de forma
activa retirando colesterol de los tejidos periféricos y transportandolo hasta el higado
para su catabolismo (Glomset et al. 1973). En este sentido, el colesterol de los tejidos
periféricos es transferido a las particulas HDL, esterificado mediante la accion del
enzima LCAT e incorporado en el nucleo de la HDL (Rassart et al. 2000). En la
especie humana el gen APOD ha sido secuenciado en su totalidad y mapeado en el
cromosoma 3g26.2qter (Strausberg et al. 2002). Dicho gen posee cinco exones y
codifica una proteina de 189 aminoéacidos (Ensembl). En el gen APOD humano se han
detectado tres sustituciones no sinénimas que presentan asociaciones con distintos
pardmetros relacionados con el metabolismo lipidico (Desai et al. 2002). En el caso del
porcino, se ha publicado distintas secuencias parciales del gen APOD aunque hasta la
fecha no se ha identificado ningun polimorfismo. Recientemente se ha descrito una
expresion diferencial de este gen en cerdos tratados con clenbuterol respecto a los

individuos control (Zhang et al. 2007).

1.7.2 El gen Tribbles 1, Drosophila homolog (TRIB1)

El gen TRIB1 pertenece a la familia génica Tribbles, que codifica una serie de
moléculas con distintas funciones biolégicas. 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 sefializaciéon reguladas
por proteinquinasas activadas por mitégenos (MAPK) (Hegedus et al. 2006). El gen

TRIB1 humano se encuentra localizado en el cromosoma 8g24.13 (Wilkin et al. 1997,
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Hegedus et al. 2006), posee tres exones y codifica una proteina de 372 aminoacidos
(base de datos Ensembl). La secuencia y el polimorfismo del gen TRIB1 porcino no se
ha descrito hasta la fecha. 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 est4 sobre-expresado en arterias con lesiones
ateroscleréticas (Sung et al. 2007). La principal evidencia de que este gen podria estar
implicado en el metabolismo lipidico procede de la realizacion de estudios de
asociacion en los que un SNP localizado en el gen TRIB1 presenta fuertes
asociaciones con la concentracion de triglicéridos y efectos significativos sobre las
concentraciones de LDL y HDL (Kathiresan et al. 2008, Willer et al. 2008). El alelo
minoritario G del citado SNP esta asociado a mayores niveles de HDL y a una
reduccion del colesterol y LDL (Kathiresan et al. 2008). Por otra parte, se sabe que la
molécula TRIB3 estimula la inactivaciéon de la enzima acetil-coenzima A carboxilasa a
a nivel del tejido adiposo como consecuencia del ayuno (Qi et al. 2006). 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 (-oxidacién de acidos

grasos y un incremento del gasto energético.

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

La molécula LRP12 (también llamada ST7) es un miembro de la familia de
proteinas relacionadas con los receptores de moléculas LDL (LRP, Figura 1.7)
(Blacklow et al. 2007). El gen LRP12 fue caracterizado por primera vez por Qing et al.
(1999), quienes determinaron que esta localizado en el cromosoma humano 8922 y
gue codifica una proteina de 859 aminoacidos. La regién codificante esta constituida
por cuatro exones (Ensembl). Practicamente no se sabe nada acerca de la funcién de
la molécula LRP12 (ni siquiera en organismos modelo), aunque existen evidencias de
gue podria estar implicada en fendmenos de endocitosis y transduccién de sefiales
(Battle et al. 2003). En porcino, se ha descrito una secuencia de 4 kb correspondiente
al gen LRP12 que procede de un analisis automatizado del genoma porcino mediante
el programa Gnomon (un programa de prediccion génica).

Por lo general, se asume que los miembros de la familia LRP tienen mdltiples
funciones bioldgicas (Takayama et al. 2005). Por ejemplo, la molécula LRP1 participa
junto con el receptor de LDL en la captacién de remanentes de quilomicrén ricos en
colesterol (Takayama et al. 2005) tal como se indica en la Figura 1.8, sin embargo se

ha descrito hasta 30 tipos de ligandos distintos para LRP1 que incluyen proteinasas
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(p.e. serinproteinasas y metaloproteinasas), complejos inhibidores de proteinasas (p.e.
inhibidores de serinproteinasas), factores de coagulacion y toxinas bacterianas (Herz y
Strickland 2001). Paraddjicamente, la deficiencia, a nivel hepatico, de LRP1 esta
asociada a una disminucion de los niveles plasmaticos de colesterol y triglicéridos y a
una mayor susceptibilidad a sufrir aterosclerosis (Espirito Santo et al. 2004).
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Figura 1.7. La familia LRP esta formada por un conjunto de moléculas que comparten
distintos dominios estructurales y estan implicadas en fendmenos de endocitosis y
transduccién 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 retraso en la eliminacién post-prandial de lipidos, un menor peso y
engrasamiento, una mayor resistencia a la obesidad inducida por la dieta y un elevado
gasto energético. En este sentido, Hofman y colaboradores concluyeron que LRP1
ejerce un papel fundamental en la regulacién de la homeostasis energética del

adipocito.
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Figura 1.8. Modelo propuesto para explicar el papel de LRP1 en el metabolismo de los
remanentes de quilomicron (Lillis et al. 2008). Dichos remanentes son inicialmente
captados, a nivel hepatico, por la asociacién de la apolipoproteina E (que forma parte
de los remanentes) con heparan-sulfato proteoglicanos (HSPG). Los citados
remanentes son posteriormente procesados a través de la accién de la lipoproteina
lipasa y la lipasa hepatica. La internalizacion de los remanentes de quilomicrones por
los hepatocitos se halla mediada por los heparan-sulfato proteoglicanos, el receptor de

LDL o bien complejos formados por LRP1 y heparan-sulfato proteoglicanos.

En cuanto al gen LRP2, se sabe que codifica un receptor que, de forma similar
a LRP1, posee la capacidad de unirse a mdaltiples 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
sefalizacion 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 elevaciéon de los niveles de
colesterol plasmatico (Jin 2008). En definitiva, los distintos miembros de la familia LRP
tienen efectos a nivel del metabolismo lipidico aunque los mismos se producen a
través de diferentes mecanismos relacionados con la endocitosis y la transduccion de

sefnales.
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2. OBJETIVOS

El presente trabajo forma parte del proyecto Mapeo e identificacion de genes
implicados en el metabolismo lipidico en porcino, la calidad de carne y la calidad de
jamoén curado (AGL2007-66707-C02-02), cuya finalidad general consiste en analizar la
arquitectura genética de diversos caracteres de interés productivo en una poblaciéon
comercial Duroc. El aspecto més relevante de este trabajo consiste precisamente en el
andlisis genético de diversos parametros bioquimicos vinculados con el metabolismo

de lipidos. Asi, los objetivos especificos son los siguientes:

1. Caracterizar la secuencia y la variabilidad genética de tres genes candidatos
(apolipoproteina D, low-density lipoprotein receptor-related 12 protein y tribbles
1) cuya posicion coincide con dos quantitative trait loci para la concentracion de
triglicéridos a los 190 dias (SSC4: LRP12 y TRIB1) y para las concentraciones
de HDL y LDL a 45y 190 dias, respectivamente (SSC13: APOD) .

2. Para aquellos genes que resulten ser polimérficos, se plantea la realizacion de
analisis de asociacion con caracteres vinculados a las concentraciones séricas
de lipidos y el porcentaje y la composicion de la grasa intramuscular en una

poblaciéon comercial de cerdos Duroc.
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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 Seleccion 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
generacion G; incluye 350 machos castrados (Figura 3.1)

5 machos DUROC (Gy) 400 Hembras DUROC (Gy)

Generacion G;

Figura 3.1 Representacion esquematica de la generacién del material animal. La
generacién G; incluye 350 machos castrados controlados en CCP-IRTA. Dichos
individuos se distribuyen en 5 familias de medios hermanos a excepcion de 45 cerdos

gue son hermanos completos.

Este disefio experimental que involucra el andlisis de 5 familias de medios

hermanos paternos y que, a su vez, son descendientes de un numero muy elevado de
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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 g) 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.

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 que se acerca a la caoba (Jones 1998). Esta raza se
utiliza como base para actuar como macho finalizador en los programas de hibridacion
de razas precoces e ibérica (Jones 1998). Destaca por la buena calidad de su carne,
debido a la elevada infiltracién grasa de la misma, conservando unos ajustados indices
de conversiéon. Es una raza con una perfecta adaptacién a todos los medios, alta
prolificidad, buena produccién carnica, y excelente respuesta a las exigencias de la
produccion intensiva. (Jones 1998).

El nucleo 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 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 estacion experimental IRTA-CCP y mantenidos en condiciones
estandar. El peso y el espesor del tocino dorsal fueron medidos regularmente durante
el periodo de cebo. 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 and 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 2450 y 2375 kcallkg,
respectivamente.

Se obtuvo muestras de sangre de los cerdos Duroc a la edad de 45 y 190 dias
aproximadamente. Se midieron las concentraciones séricas de colesterol, LDL, HDL y
triglicéridos. La metodologia empleada estd ampliamente descrita en Gallardo et al.

(2008). Con posterioridad al sacrificio (edad: 190 dias aprox., peso vivo: 122 kg) se
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procedié a medir las siguientes variables: peso de la canal, porcentaje de magro

(medido con un equipo de ultrasénidos AutoFOM), espesor del tocino dorsal entre las

costillas 32 y 43 peso del jamén, 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, en el Centro de Tecnologia de la Carne, CTC-IRTA)

relacionadas con la calidad de la carne y el porcentaje y la composicion de los lipidos

musculares. La metodologia empleada estd descrita en Gallardo et al. (2009). En las

Tablas 3.1 y 3.2 se describen los registros fenotipicos obtenidos para distintos

caracteres relacionados con el metabolismo lipidico en la poblacién Duroc.

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

lipidos musculares en la poblacion comercial Duroc objeto de estudio (N = 321).

Longissimus dorsi

Gluteus Medius

Caracter Acrénimo | Media SD Media SD
(%) Grasa intramuscular IMF 3.84 0.08 5.17 0.11
CHOL! contenido (mg/g) |CHOLmusc| 58.60 0.52 64.65 0.61
(%) Miristico C14:0 1.36 0.02 1.38 0.01
(%) Palmitico C16:0 23.42 0.09 23.25 0.07
(%) Palmitoleico Cle:l 2.95 0.03 0.29 0.001
(%) Estearico C18:.0 11.68 0.07 11.19 0.06
(%) Oleico C18:1(n-9) | 34.61 0.29 34.85 0.25
(%)Vaccénico C18:1(n-7) 4.30 0.02 4.07 0.02
(%) Linoleico C18:2 14.44 0.29 15.11 0.23
(%) Araquiddnico C20:4 3.62 0.10 3.25 0.09
(%) Omega 6 n-6 19.13 0.40 19.51 0.33
(%) Omega 3 n-3 0.92 0.02 1.11 0.02

CHOL: contenido de colesterol muscular
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Tabla 3.2. Concentraciones de lipidos séricos en la poblacién comercial Duroc objeto
de estudio a la edad de 45 y 190 dias (Gallardo et al. 2008).

Caracter Media + SD (en mg/dL)

45 dias (N=333) | 190 dias (N = 335)
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

3.2. Caracterizacion molecular de genes candidatos para los QTL de los

cromosomas 4y 13

3.2.1 Extracciéon 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 nitrdgeno
liguido y se pulverizaron en un mortero. A continuacién se afiadi6 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 yl por ml de
reactivo Trizol, se mezclaron ambos componentes con un vortex y se mantuvo la
extraccion durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién la mezcla se
sometio a centrifugacién 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
estd contenido el ADN y la fase acuosa donde permanece el ARN. La fase acuosa se
transfirid a un nuevo tubo de 2 ml donde se afadi6 isopropanol, para la precipitacién
del ARN, en la proporcion de 500 pl por ml de reactivo. La reaccidén de precipitacion 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 lavo con
etanol frio al 75%, en la proporcion de 1 ml por ml de reactivo utilizado. Se incubd
dicha mezcla durante 4 h a —20 °C. A continuacion se someti6é a una centrifugacion a 4
°C y 12000 r.p.m durante 5 minutos, se eliminé el etanol y se dejé secar el pellet de
RNA durante 5 minutos. Dicho pellet se rehidraté con 50 pl de agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC).
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Para medir la concentracion y pureza del RNA se empled un espectrofotometro
NANODROP ND-1000 (NanoDrop), tomando las medidas de absorbancia a longitudes
de onda de 260 y 280 nm. La relacién 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 llevé a cabo mediante
transcripcion reversa (RT) con el kit ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen). Como
molde se emple6 1-2 ng de RNA, combinandose con 1 pl oligo dT a 50 pM y 2 pl de
una mezca de nucle6tidos (ANTP mix) a 10 mM, ajustando el volumen final a 12 pl con
agua tratada con DEPC. Se realizé una incubacion de dicha mezcla a 65 °C durante
15 minutos. Posteriormente se afiadi6: 4 pl de 5X cDNA Sintesis Buffer, 1 pl de
ditiotreitol 0.1 M, 1 pl de Rnasa out™ a 40 U/ul, 1 pl de agua tratada con DEPC y 1 pl
de transcriptasa reversa ThermoScript ™MRT a 15 unidades /ul. La sintesis de cDNA se
llevd 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 pl de RNAsa H y se incubé a 37

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

3.2.3. Optimizacién de las reacciones de amplificacion

El disefio de los cebadores se llevé 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 Taq DNA
polimerasa (Ecogen) y 2 ul de cDNA, en un volumen final de 25 pl. El perfil térmico fue
de 94 °C durante 5 minutos, para la desnaturalizacion del cDNA molde, y 35 ciclos de
94 °C durante 1 minuto, temperatura de hibridacion durante otro minuto y, finalmente,
una etapa de extension de 72 °C durante 2 minutos. Finalmente se llevd a cabo una
reaccion 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 tampén TAE (TRIS 40

mM, EDTA 1 mM, pH7.7 y acetato), con voltajes de 100 a 120 voltios. La tincién de
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acidos nucleicos se hizo con el colorante SYBR Green, empleandose un
transiluminador para la visualizacion de los mismos.

Tras la amplificacion de las bandas esperadas se realizé 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 con el uso

de un transiluminador.

3.2.4. Protocolo de amplificacién del gen de la apolipoproteina D (APOD) porcina

Los cebadores usados en la amplificacion y secuenciacion del gen APOD
porcino se presentan en la Tabla 3.2. Para la reaccién de amplificacion se disefiaron
los cebadores a partir de distintas regiones altamente conservadas en diversas
especies de mamiferos (Bovino, GenBank BC109863; humano, BC007402; macaco
ABO072021). Ademas se disefid un cebador ‘reverse” interno basandose en la
secuencia porcina parcial obtenida con los cebadores APOD-Fw y APOD-Rv con el

objeto de secuenciar toda la region codificante del gen APOD.

Tabla 3.2. Cebadores utilizados en la caracterizacion del gen APOD porcino.

Nombre Secuencia Cebador
APOD-Fw 5-TCT CCA GCC ACC CAG ccc-3
APOD-Rv 5- CAG CAG GTC AGC AGC AAG TTT ATT-3

APODRV_intern 5-TTT AGT GAG TAG TTG GCT TGG ATG-3

Las condiciones de PCR fueron: 1 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0.2 uM de cada
cebador, 1 U de Tag DNA polimerasa (Ecogen) y 2 pl de reaccion RT en un volumen
final de 25 pl. El perfil térmico fue de 94 °C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos de
1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 61 °C y 2 minutos a 72 °C. Finalmente se llevé a cabo

una etapa de extension final a 72 °C durante 10 minutos.
3.2.5. Protocolo de amplificacién 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. Los cebadores fueron diseflados a partir de

regiones conservadas de los genes ortdlogos de humano (Ensembl;
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ENST00000311922), bovino (GenBank: BC147945) y macaco (Ensembl;
ENSMMUT00000030618).
Las condiciones de amplificacion fueron de 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.5

MM de cada cebador, 1.25 U de Taq DNA polimerasa (Ecogen) y 2 pl 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, 4 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 caracterizacién 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_Rv5 5- GCCTGTTTTTGTGCCATTTCT-3

3.2.6. Protocolo de amplificacién del gen low density lipoprotein receptor-related
protein 12 (LRP12) porcina

Los cebadores usados en la amplificaciébn y secuenciaciéon del gen LRP12
porcino se presentan en la Tabla 3.4. Para la reaccién de amplificacion se disefiaron
los cebadores a partir de las regiones conservadas de los genes ortélogos de bovino
(ENSBTAT00000015304), humano (ENST00000276654) y perro (ENSCAFTOO-
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-CTC CTC CTC TCT CCC TCC ATC-3’

LRP12_Rvl 5- ACATAATCA CCATAACCAGTACCATC-3

LRP12_Fw2 5-TTC TCC CAATTATCCAGACTT TTAT-3

LRP12_Rv2 5- GGT GGA ATT AAACCC TGA GC-&

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 pl de
reaccion 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 regiébn 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.

3.2.7. Protocolo de secuenciacion del producto amplificado y andlisis in silico de

secuencias

Las reacciones de secuenciacion se realizaron utilizando el kit Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v3.1 (Applied Biosystems),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La precipitacion de las reacciones de
secuenciacién se hizo mediante una bomba al vacio en placas de Millipore de 96
pocillos (Montage SEQgs 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 secuencias mediante el programa SeqScape v2.6 y al
alineamiento de las mismas con el programa Multalin (Corpet, 1988). Dicha

aproximacioén permitié identificar posiciones polimoérficas. También se realizd la
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busqueda de dominios funcionales evaluando las secuencias aminoacidicas mediante

el programa ScanProsite (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite)

3.2.8. Genotipado del gen LRP12 porcino

El genotipado de los polimorfismos detectados en el gen LRP12 porcino se

realiz6 mediante la técnica de primer-extension analysis en la poblacion comercial de

de la raza Duroc objeto de estudio. Esta técnica se basa en el uso de un cebador

especifico adyacente a la mutacion 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 3.2y 3.3

Terminadores (dideoxi), cada
uno marcado con un
fluorocromo diferente

Molde DNAS ™ Primer F<it SBE Reacti
amplificado-N\g ) 7‘
purificado - yrmAcceT %%?;g$%;g$;;‘é%cnl [NINTNINTNT N
AdGTP

sEraPshot Ready HAAC TP Extend and
Reaction Mix AT P Terminate Primer

—p TEESAT TOO
N NNNNAGCCTGGTACTGAC‘.TAAGGCNN NI T

. | Electrn ol‘:\l horesis @mphTaq FS

Figura 3.2. Reaccién de primer extension analisis: 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 amplificacion (Fw: forward, RV: reverse) y
genotipado (INT) de las regiones polimérficas se detallan en la Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Cebadores utilizados para el genotipado de los polimorfismos SNP771
(Ex4) y SNP1101 (Ex5) del gen LRP12 porcino.

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

3.2.9. Analisis de asociacion preliminar con los fenotipos estudiados

El andlisis preliminar de asociacion entre los genotipos para los polimorfismos
detectados y los fenotipos de interés se realizo en el Area de Genética i Millora del

IRTA de Lleida considerando el siguiente modelo lineal:

YA e

donde:

yik es el fenotipo del animal j (perteneciente al lote i y con el genotipo j) para los
distintos caracteres analizados (concentracion sérica de colesterol, lipoproteinas y
triglicéridos; distintas medidas de espesor de la grasa subcutanea; contenido y perfil
de acidos grasos de la grasa intramuscular)

li es el efecto del lote de engorde i (4 niveles);

covii es el efecto de una covariable que vario en funcion del caracter analizado: grasa
dorsal, peso vivo o edad para la concentracion sérica de lipidos y el contenido en
grasa intramuscular, y porcentaje de grasa intramuscular para el perfil de acidos
grasos en musculo;

B es el correspondiente coeficiente de regresién sobre la covariable;

g es el efecto del genotipo para cada uno de los polimorfismos sobre el fenotipo

analizado (tres niveles: los dos homocigotos y heterocigotos);

ejk es el efecto residual del modelo.
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Las soluciones de los distintos efectos considerados en el modelo se
obtuvieron por minimos cuadrados generalizados, y la asociacién entre los fenotipos y
los polimorfismos detectados se testd mediante la comparacion entre las medias
minimo-cuadréaticas (LSmeans) para los tres genotipos. El andlisis estadistico se ha
realizado utilizando el paquete estadistico SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacién molecular del gen APOD porcino.

Se amplificé un fragmento de 794 pb correspondiente a la totalidad del cDNA
del gen APOD porcino (Figura 4.1), que fue secuenciado en 8 individuos con genotipos
alternativos (4 han recibido el alelo Q del padre, y los otros 4 han recibido el q) para el
QTL HDL45 del cromosoma 13. El alineamiento de dichas secuencias mediante el
programa Multalin permiti6 obtener una secuencia consenso que fue comparada
mediante el programa BlastN (http://blast.ncbi.nim.nih.gov) con las secuencias de
genes ortélogos (Tabla 4.1).

Tabla 4.1 Identidad nucleotidica entre secuencias ortélogas de mamiferos y el gen
APOD porcino.

Especie N° de acceso Identidad nucleotidica (%)
Sus scrofa XM_001926063 98
Cervus elaphus DQ239921 93
Bos taurus NM_001076301 92
Homo sapiens NM_001647 85

El analisis de la secuencia aminoacidica mediante el programa Scan Prosite

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

lipocalina (Figura 4.1). Este dominio es caracteristico de proteinas transportadoras de
pequefias moléculas hidrofébicas como esteroides, retinoides y lipidos (Flower et al.
1993). Al hacer la comparaciéon del la secuencia aminoacidica APOD porcina con las
secuencias ortélogas de otras especies mediante el programa BlastP se observo que
las secuencias con una mayor similitud correspondian a las de Cervus elaphus
(ABB77207, 97% de similitud), Bos taurus (NP_001069769, 97%) y Equus caballus
(XP_001500887, 96%). Las secuencias de Rattus norvegicus (EDM11470, 88%) y
Homo sapiens (NP_001638, 89%) poseian una similitud bastante menor, lo cual es
esperable ya que se trata de especies mas alejadas desde un punto de vista
filogenético. A la luz de estos datos, resulta hasta cierto punto sorprendente que la
secuencia porcina publicada en julio de 2008 (XP_001926098) s6lo poseyera una
similitud del 93% con la descrita en el presente trabajo. Ello probablemente se deba a
gue la secuencia aminoacidica XP_001926098 se ha obtenido a partir de una

secuencia gendmica, que puede tener una mayor o menor calidad, mediante el
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software de prediccibn génica Gnomon. En nuestro caso, la secuencia LRP12
obtenida es fruto del alineamiento de mudltiples secuencias individuales por lo cual

resulta muy fiable.
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Figura 4.1. Secuencia aminoacidica del gen APOD porcino, el dominio
funcional lipocalina se indica con un recuadro negro. La cruz indica un residuo glicina

altamente conservado en la familia de las lipocalinas.

Las lipocalinas son proteinas transportadoras de moléculas hidréfobas y tienen
un rango de funciones muy variado (Flower et al. 2000). Asimismo, el nivel de similitud
global entre las lipocalinas es, por lo general, muy bajo, a veces incluso inferior al
20%, sin embargo comparten determinados motivos estructurales como el que se
indica en las Figuras 4.1 y 4.2 (Flower et al. 2000). Cabe destacar la existencia de un
residuo glicina altamente conservado en lipocalinas tan distintas como la lactoglobulina

bovina, la avidina de pollo y la proteina Blc de E. coli (Flower et al. 2000).

Sus=AP0D0 HFDYHEYLGEHTYEI
Hono-APOD HFDYHEYLGRHYEI
Pan=APDD HFDYHEYLGEHTEI
Cervus=AP00 HFDYHEYLGRHYEI
Bos-APOD HFDYHEYLGEHTEIL
Hus=-APDD HFDYEEYLGEHTEI
Salmnonella=-BLC HFDAKRYLGTHYEI
Anoplopona-APOD DFHLOOYOGKHYEL

Figura 4.2. Alineamiento del dominio lipocalina de la proteina APOD de cerdo
(Sus scrofa), humano (Homo sapiens), vaca (Bos taurus), ratén (Mus musculus),
chimpancé (Pan troglodytes), ciervo (Cervus elaphus) y bacalao negro (Anoplopoma

fimbria), y de la lipoproteina Blc putativa de Salmonella typhimurium.

En humano se ha descrito cuatro isoformas del gen APOD (APOD-001, -003, -
004 y -005), tal como puede verse en la Figura 4.3 (para una descripcion detallada de
las mismas consultar la base de datos Ensembl). De éstas, la isoforma APOD-003 no

da lugar a una proteina funcional ya que se produce un desplazamiento del marco de
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lectura. La isoforma que presenta una mayor similitud (al menos en cuanto a longitud)
respecto a la secuencia APOD porcina (apod-pig) es APOD-001.

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

| |

apodl HYHLLLLLSALAGLFGAREGOAFHLGKCPHPPYOENFDYHEYLGRUYE TEKTPTTFENGRC TORNYSLHENGKIKYLHOEL RADGTYNQIEGEATPYNLTEP

apod5  HFKOLSCISLPSSCOYSSRSLLOPPSPKHYHLLLLLSALAGLFGAREGOAFHLGKCPHPPYOENFDYHKYLGRHYEIEKIPTTFENGRCIOANYSLHENGKIKYLHOELRADGTYNOIEGEATPYHLTEP
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apodd HYHLLLLLSALAGLFGAREGOAFHLGKCPHPPYOENFDYHKYLGRHYEIEKIPTTFENGRCIOANYSLHENGKIKYLHOELRADGTYNOIEGEATPYHLTEP
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Consensus HYnlLLLLsALAGLfGaREGOAFHLGKCPHPPYOENFDYHKyleruyeiek!p, . fe,g.ciqanysl, eng, ikv,n, #lradgtvngiegeatP,n,tep
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| |
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Figura 4.3. Alineamiento de la secuencia APOD porcina y las cuatro isoformas

APOD descritas en la especie humana

Al proceder con el alineamiento de las secuencias obtenidas en los 8 cerdos
Duroc no se encontraron posiciones polimérficas. Ello probablemente se deba a que,
en general, la regiéon codificante de los genes posee una menor diversidad que otras
regiones como p.e. los intrones o la zona 3'UTR. A modo de ejemplo, Ojeda et al.
(2006) encontraron 134 SNP en el gen FABP4 porcino de los cuales sélo uno era
exbnico. No debe descartarse, por tanto, que existan SNP en regiones aun no
secuenciadas. En este sentido, se ha realizado experimentos para intentar amplificar
la regibn promotora, pero de momento, los protocolos de amplificacibn no han
funcionado. Ello se debe, probablemente, a que la regiébn promotora suele estar muy
poco conservada entre especies lo cual dificulta en gran manera el disefio de
cebadores. Seria muy interesante analizar la diversidad genética de la regién
promotora puesto que Zhang et al. (2007) encontraron una expresion diferencial del
gen APOD en cerdos tratados con clenbuterol respecto a los controles. Do Carmo et
al. (2009) también encontraron que ratones transgénicos con sobre-expresion de
APOD humana presentaban alteraciones en el metabolismo lipidico y resistencia a la
insulina. Cabe destacar que en el caso de humano la variabilidad del gen APOD es
mayor a la observada en porcino, ya que se ha identificado 4 mutaciones no sinénimas
(S15F, M76V, S115L y T178K) y 2 sinbnimas (Ensembl database).
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4.2. 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 regién 3’ UTR, mediante
cuatro pares de cebadores. Este fragmento fue secuenciado en 8 individuos con
genotipos alternativos (reciben los alelos Q o q del padre, tal como se ha explicado
anteriormente) para el QTL de concentracion de triglicéridos localizado en el
cromosoma 4. El alineamiento de dichas secuencias con el programa Multalin permitié
obtener una secuencia consenso que fue comparada mediante el programa BlastN

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov) con las secuencias de genes ortélogos (Tabla 4.2).

Tabla 4.2 Identidad nucleotidica entre secuencias ortélogas de mamiferos y el gen
TRIB1 porcino.

Especie N° de acceso Identidad nucleotidica (%)
Sus scrofa AK240605 100
Equus caballus XM_001497655.2 93
Bos taurus NM_001101105.1 93
Homo sapiens NM_025195.2 91
Mus musculus NM_144549.4 88

El andlisis de la secuencia aminoacidica mediante el programa Scan Prosite

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

protein quinasa (Figura 4.4). La familia de las protein quinasas es muy extensa aunque
todos sus miembros poseen un dominio catalitico comun en el que pueden distinguirse
dos motivos estructurales: un motivo N-terminal rico en glicinas préximas 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 catalisis.
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236
DMHSYVRSRKRLREEEAARLFKQIVSAVAHCHQSATIVLGDLKLRKEVESTEERTQLRLESLEDTHI IKGE

306
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373
HISPKARCLIRSLLRREPSERLTAPEILLHPWFQSVLEPGYVDPEIGTSDQIVPEYQEDSDISSFEFFEC

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

Al proceder con el alineamiento de las secuencias obtenidas en los 8 individuos
analizados no se encontraron posiciones polimérficas en la region codificante de este
gen. Sin embargo, de forma reciente, se ha hallado una insercion de dos nucleétidos
en la region 3' UTR. Dicho polimorfismo, una vez confirmada su existencia, sera
analizado posteriormente para determinar si posee o no relaciébn con caracteres
vinculados al metabolismo de lipidos. Como se ha indicado el gen TRIB1 humano
posee efectos significativos sobre las concentraciones de HDL, LDL vy triglicéridos tal
como se ha demostrado en diversos estudios de asociacion a nivel gendémico
(Kathiresan et al. 2008, Willer et al. 2008).

4.3. Caracterizacién molecular y analisis de asociacion del gen LRP12 porcino.

Se amplificé un fragmento de 2937 pb correspondiente a la totalidad de la region
codificante del gen LRP12 porcino, utilizando para ello cuatro pares de cebadores.
Este fragmento fue secuenciado en ocho individuos de la raza Duroc. El alineamiento
de dichas secuencias mediante el programa Multalin permitié obtener una secuencia
consenso que fue comparada con las secuencias de genes ortdlogos de otras

especies mediante el programa BlastN (http://blast.ncbi.nim.nih.gov), presentando una

identidad nucleotidica del 96% y 92% con las especies humana y murina (Tabla 4.3)
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Tabla 4.3 Identidad nucleotidica entre secuencias ortélogas de mamiferos y el gen
LRP12 porcino.

Especie N° de acceso Identidad nucleotidica (%)
Sus scrofa XM_001927276 99
Homo sapiens ENSG00000147650 96
Macaca mulatta XP_001086530.1 96
Equus caballus XP_001494737.1 96
Mus musculus ENSMUST00000022916 92

La secuencia aminoacidica LRP12 porcina fue analizada mediante el programa

Scan Prosite (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite). Cabe destacar que se

detectaron cinco dominios LDL-receptor class A, ricos en cisteinas y tipicos de los

receptores de LDL (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Secuencia aminoacidica del gen LRP12 porcino, observandose los 2
dominios CUB (subrayados) y los 5 dominios LDL-receptor class A (recuadros negros).

El péptido sefial se halla doblemente subrayado.

Los dominios CUB (abreviatura de complement C1r/Cls, Uegf, Bmpl) son
motivos estructurales de unos 110 aminoacidos habitualmente presentes en proteinas
de membrana o extracelulares (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR000859).
Las proteinas con dominios CUB ejercen un amplio rango de funciones: activacion del
complemento, reparacion tisular, angiogénesis, sefalizacibn celular etc.
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR000859). En cuanto al dominio LDL-

receptor class A, se caracteriza por poseer 6 residuos Cys, que forman puentes
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disulfuro, y un cluster muy conservado de aminoacidos con carga negativa que juega
un papel esencial en la unibn a ligandos con carga positiva

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR002172). Numerosas mutaciones

asociadas a hipercolesterolemia en la especie humana residen en los dominios LDL-
receptor class A, lo cual da idea de su gran importancia (May et al. 2007).

En la especie humana se han descrito 2 isoformas del gen LRP12 (Ensembl):
una isoforma “larga” (LRP12-201) y otra “corta” (LRP12-202), que carece de 19
aminoacidos (posiciones 27 a 45, respecto a LRP12-201). La secuencia LRP12
obtenida en el presente trabajo corresponde a la isoforma “larga” del gen LRP12
humano. La realizacion de un andlisis BlastP permiti6 identificar la secuencia porcina
XP_001927311 que 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. Ello podria constituir un polimorfismo o bien un error de secuenciacién. La
secuencia LRP12 humana , equina y bovina también presentaron una elevada similitud
(98%) respecto a la presentada en este trabajo indicando que se trata de una proteina

muy conservada a nivel evolutivo.

4.3.1 Busquedade polimorfismos en la regién codificante del gen LRP12

Al realizar el alineamiento de las ocho secuencias obtenidas del gen LRP12
porcino se hallaron cuatro SNP sinénimos: C507T, C762T, A771G y All1l01G
(posiciones del cDNA LRP12, siendo la posicién 1 la de inicio de transcripcion). Los
SNP encontrados se hallan en el exon 5. Estos niveles de variacion son inferiores a los
observados en la especie humana, probablemente debido a diferencias en el nUmero
de individuos secuenciados. Mas concretamente, en humano se ha identificado tres
mutaciones no-sinbnimas (D217Y, S694G y T716P) y cinco sindnimas (Ensembl
database). Los SNP identificados en el presente trabajo se han caracterizado en una
poblaciéon porcina bastante consanguinea, por lo que es de esperar que la
secuenciacién de un mayor numero de individuos de otras razas porcinas permita
descubrir polimorfismos adicionales. El principal objetivo 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 genotipar dos de los cuatro polimorfismos encontrados en la
poblacién Duroc (los SNP C507T y C762T no fueron analizados debido a problemas
técnicos). En las Figuras 4.6 y 4.7 se observan los tres posibles genotipos para los
polimorfismos SNP771 y SNP1101.
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Figura 4.6. Electroferogramas del SNP A771G 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 4.7. Electroferogramas del SNP A1101G procesados mediante el Software

Gene Mapper (en este caso se ha empleado un primer de extensién forward). Carril

superior: AG, carril intermedio: AA, carril inferior: GG.

Las frecuencias genotipicas obtenidas para los SNP A771G y Al1101G se

muestran en la Tabla 4.4, indicandose las frecuencias absolutas por familias y las

51



frecuencias relativas en la poblacion total. Debe indicarse que algunos de los
genotipados fallaron por lo que se dispone de datos de 312 y 318 individuos para los
SNP771 y SNP1101, respectivamente. En cuanto al SNP771, se aprecia que la
frecuencia del alelo G es relativamente baja, lo cual es problematico si se pretende
realizar andlisis de asociaciéon ya que el genotipo GG se halla infra-representado en la
poblacién, lo cual dificulta la estimacién de medias fenotipicas fiables para dicho
genotipo en relacién a los distintos caracteres estudiados. En el caso del SNP1101, el
alelo minoritario es el A, aunque la frecuencia del genotipo AA (15%) no es
extremadamente baja y dicho alelo segrega en cuatro de las cinco familias. En este
sentido, puede observarse que las frecuencias genotipicas varian entre familias, hecho
gue bien puede deberse al efecto del genotipo del padre. Por ejemplo, para el SNP771
se observa la ausencia de individuos GG en las familias 3, 4 y 5, situacién bastante
desfavorable desde el punto de vista de la realizacion de analisis de asociacion. 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. Una indicacién de este hecho viene
ejemplificada por la dificultad que implicé encontrar microsatélites polimérficos con los
cuales realizar un barrido gendmico para caracteres lipidicos en la poblacién Duroc
(Gallardo et al. 2008).

Tabla 4.4. Frecuencias genotipicas de los SNP A771G y A1101G del gen LRP12
porcino

SNP Genotipo | Fam.1 | Fam.2 | Fam.3 | Fam.4 | Fam.5 | Total
AA 0 17 51 39 12 0.381

SNP771 AG 45 46 29 29 25 0.558
GG 12 7 0 0 0 0.061

AA 0 10 19 14 6 0.154

SNP1101 AG 22 40 31 35 24 0.478
GG 36 21 32 21 7 0.368
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4.3.2. Estudio de asociacion entre el polimorfismo del gen LRP12 porcino y
caracteres lipidicos

En primer lugar, cabe destacar que los analisis de asociacion realizados son
muy preliminares y que simplemente se han llevado a cabo para obtener una primera
perspectiva general. Queda pendiente, por tanto, la realizacion de andlisis mas
complejos y definitivos. Las asociaciones que se discutirdn a continuacion, por tanto,
deben entenderse como provisionales a la espera de obtener resultados mas fiables y
concluyentes. Otro aspecto que cabe resaltar es que en adelante se definiran como
significativas aquellas asociaciones con un P-value < 0.05, ésto es sin haber realizado
una correccién para multiples tests, aspecto que aun esta pendiente de llevarse a
cabo.

En cuanto a los lipidos séricos, se observo la existencia de una asociacion
significativa entre el genotipo SNP1101 y la concentracién sérica de triglicéridos (Tabla
4.5). Ello es esperable dado que el gen LRP12 esta ubicado en una regiéon que
contiene un QTL para dicho caracter. En este sentido, seria aconsejable analizar los
datos mediante un modelo estadistico que permitiera deslindar el efecto del gen
LRP12 del efecto del QTL con la finalidad de observar si la asociacion se mantiene o
no. Curiosamente, el SNP771 no presenta ninguna asociacion con la concentracion de
triglicéridos y en cambio si se observa una relacibn con la concentracion de LDL
(Tabla 4.5), caracter para el cual no se ha identificado ningin QTL en esta region.
Finalmente, cabe destacar que el genotipo SNP1101 esta asociado a la concentraciéon
de HDL (Tabla 4.5). 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 quilomicrén, 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.
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
mutaciéon que afecte a la funcionalidad de esta molécula puede tener efectos
pleiotrépicos. 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 sinbnimos por lo que, en principio, no cabe esperar que tengan

efectos causales. En cualquier caso, lo mas probable que es que las asociaciones
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observadas se deban a que los SNP analizados se hallan en desequilibrio de

ligamiento con la mutacion causal.

Tabla 4.5 Analisis de asociacion entre el genotipo LRP12 porcino y concentraciones

de lipidos séricos en un poblacion comercial de cerdos Duroc a los 190 dias de edad.

] SNP771 SNP1101
Caracter (mg/dL)
AA AG GG AA AG GG
Colesterol 124.26 126.52 125.21 129.08 126.06 123.28
HDL 52.71 51.17 52.05 54.75" 51.89° 50.46°
LDL 61.11° 65.31° 62.65% 65.09 63.73 62.60
Triglicéridos 51.18 50.10 |52.20 45.33% 51.62° 51.07®

Medias con letras distintas son significativamente diferentes. Letras minasculas, P <

0.01; letras mayusculas, P <0.05.

El analisis de asociacién con caracteres de engrasamiento (Tabla 4.6) también
reveld una asociacion consistente (en cuanto a que se observé para ambos SNP) con
el espesor del tocino dorsal in vivo. Este hecho tampoco resulta sorprendente ya que
en la region del cromosoma 4 que contiene el gen LRP12 se ha descrito, en diversas
poblaciones porcinas, la segregacion de QTL con importantes efectos sobre el
depdsito de lipidos (Andersson et al. 1994, Marklund et al. 1999, Pérez-Enciso et al.
2000). Desafortunadamente, aun no se ha realizado un barrido gendmico para
caracteres de engrasamiento en la poblacién Duroc. No obstante, la existencia de un
QTL con efectos marcados sobre la concentracion sérica de triglicéridos sugiere que
esta region puede estar asociada a la variacion fenotipica de caracteres relacionados
con el engrasamiento. En raton, se ha comprobado que el gen LRP5 juega un papel
esencial en el metabolismo de la glucosa y los lipidos (Jin 2008). Asimismo, se ha
demostrado que el polimorfismo del gen LRP5 humano esta asociado al desarrollo de
obesidad y diabetes de tipo | (Jin 2008). Mas concretamente, se genotiparon 27 SNP
distribuidos uniformemente en el gen LRP5 humano en un total de 1873 individuos
para los que se disponia de registros de indice de masa corporal (Guo et al. 2006).
Dos SNP intrénicos mostraron una fuerte asociacién con este caracter (Guo et al.

2006), posiblemente debido al relevante papel de LRP5 en la ruta de sefalizacién Wnt.
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Tabla 4.6. Andlisis de asociacion entre el genotipo LRP12 porcino y caracteres de

engrasamiento en una poblacién comercial Duroc.

Caracter SNP771 SNP1101

AA AG GG AA AG GG
MEC x Modelo lote
Espesor grasa dorsal in vivo (mm) | 24.26" | 23.54"% | 21.74° | 25.15" | 23.49"° | 23.37°
Esp. grasa dorsal 32-42 costilla (mm) | 38.26 37.27 36.14 39.06 37.51 37.13
Prof. de lomo 32-42 costilla (mm) 42.48 43.29 42.56 44.26 42.76 42.47
Espesor grasa jamon (mm) 26.18 25.50 24.94 25.74 25.98 25.33
% Magro 40.51 41.04 41.25 41.54 40.49 41.09
MEC x modelo lote+ Peso vivo
Espesor grasa dorsal in vivo (mm) | 23.94" | 23.59"% | 22.08° | 24.41 | 23.48 | 2352
Esp. grasa dorsal 32-42 costilla (mm) | 37.94 37.32 36.47 38.32 37.49 37.28
Prof. de lomo 32-42 costilla (mm) 42.21 43.26 42.90 43.71 42.74 42.49
Espesor grasa jamon (mm) 26.06 25.55 25.08 25.44 25.97 25.43
% Magro 40.55 40.98 41.22 41.66 40.48 40.99

Medias con letras distintas son significativamente diferentes. Letras mayusculas, P<

0.05; letras minusculas, P < 0.01.

Finalmente, cabe destacar que se ha encontrado asociaciones entre el
genotipo LRP12 y diversos caracteres ligados al porcentaje y a la composicion de la
grasa intramuscular (Tablas 4.7 y 4.8). Este resultado es resefiable puesto que en el
barrido genémico para caracteres relacionados con el porcentaje y composicion de la
grasa intramuscular no se observa ningin QTL localizado en el cromosoma 4 porcino
(resultados no publicados). Por lo general, se observa una baja concordancia en
cuanto a los resultados obtenidos para cada SNP, asi como para ambos musculos. El
SNP771 tiene efectos significativos sobre el contenido de vaccénico asi como de
acidos grasos saturados y monoinsaturados Yy la ratio omega 6/omega 3 en el musculo
longissimus dorsi. En cambio, en el misculo gluteus medius presenta asociaciones
con el porcentaje de grasa intramuscular, asi como con el contenido de los &cidos
grasos palmitico y estearico, acidos grasos saturados y la ratio omega 6/omega 3. El
denominador comun, por lo que respecta a estos dos musculos, es que el SNP771
estd asociado al porcentaje de acidos grasos saturados y a la ratio omega6/omega 3
Respecto al SNP1101 la situacion es parecida: en el misculo longissimus dorsi se

observan asociaciones con el porcentaje de acidos grasos monoinsaturados y en el
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musculo gluteus medius con el porcentaje de vaccénico, palmitoleico y acidos grasos

saturados. En resumen, la asociacion mas consistente es la que se observa entre el

genotipo LRP12 y el porcentaje de acidos grasos saturados.

Tabla 4.7. Andlisis de asociacion entre el SNP771 del gen LRP12 porcino y caracteres

relacionados con la composicién de grasa en musculos longissimus dorsi y gluteus

medius en una poblacién comercial Duroc.

Carécter (%)

Musculo Longissimus

Mudsculo Gluteus medius

AA AG GG AA AG GG
GIM 3.78 3.89 3.58 531" | 5.02% | 438°
Miristico 1.37 1.33 1.32 1.39 1.37 1.40
Palmitico 23.48 | 23.26 23.14 | 23.45" | 23.05°% | 23.02"®
Palmitoleico 2.92 2.98 3.01 2.80 2.84 2.87
Estearico 11.85 | 11.63 11.48 | 11.39” | 11.07® | 10.82°
Oleico 34.04 | 34.93 34.48 34.52 35.13 34.22
Vaccénico 424" | 434°% | 4.27"° 4.05 4.10 4.02
Linoleico 1484 | 1431 14.89 15.22 15.08 15.95
Araquidonico 3.70 3.59 3.73 3.19 3.25 3.57
SFA 37.24% | 36.79° | 36.51® | 36.87" | 36.14°% | 3594°
PUFA 2054 | 19.88 20.63 20.62 20.61 21.76
MUFA 42.24° | 4333° | 4286% | 4251 43.25 42.30
PUFA/MUFA 0.53 0.50 0.50 0.51 0.50 0.53
Omega 6 19.62 | 18.96 19.71 19.52 19.49 20.71
Omega 3 0.92 0.92 0.92 1.10 1.12 1.05
Omega 6/Omega 3 | 21322 | 20.45° | 21.41% | 18.14" | 17.72"® | 19558

GIM: Porcentaje de grasa intramuscular.

SFA: Acidos grasos saturados

MUFA: Acidos grasos monoinsaturados

PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

Medias con letras distintas son significativamente diferentes. Mayulsculas, P < 0.05;

letras mindsculas, P < 0.01.
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Tabla 4.8. Analisis de asociacion entre el SNP1101 del gen LRP12 porcino y

caracteres relacionados con la composicién de grasa en musculos longissimus dorsi y

gluteus medius en una poblacién comercial Duroc.

Carécter (%) Al\:ﬂsculo ’I&%ngissimLcl;sG Xisculo Gl:éeus med(i;ucf
GIM 3.72 3.89 3.80 4.87 5.16 5.12
Miristico 1.37 1.34 1.33 1.41 1.36 1.39
Palmitico 23.49 23.31 23.29 23.56 23.10 23.18
Palmitoleico 2.99 2.97 2.92 2.89" 2.82° 2.82°
Estearico 11.54 11.67 11.78 11.14 11.15 11.21
Oléico 3359 | 34.82 34.55 34.42 34.96 35.07
Vaccénico 4.23 4.32 4.30 4.09° 4.10° 4.03°
Linoleico 15.38 14.34 14.57 15.33 15.09 15.10
Araquidénico 3.81 3.62 3.63 3.21 3.29 3.15
SFA 36.94 36.88 36.97 36.75° | 36.26" | 36.44%®
PUFA 21.24 19.94 20.19 20.74 20.67 20.46
MUFA 41.82° | 43.19" 42.84° 42.50 43.06 43.10
PUFA/MUFA 0.55 0.50 0.51 0.51 0.51 0.50
Omega 6 20.28 19.02 19.28 19.65 19.53 19.39
Omega 3 0.97 0.92 0.91 1.09 1.14 1.06
Omega6/Omega3 | 2114 20.61 20.98 18.17 17.61 18.32

GIM: Porcentaje de grasa intramuscular

SFA: Acidos grasos saturados

MUFA: Acidos grasos monoinsaturados

PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

Medias con letras distintas son significativamente diferentes. Letras mayusculas, P <

0.05; letras minusculas, P < 0.01.

Tal como se ha comentado, la concordancia de efectos entre ambos musculos
es relativamente baja. Cuando se ha realizado un barrido gendémico para la
composicion de acidos grasos se ha observado el mismo fenémeno, es decir la
localizaciéon de los QTL para composicion y porcentaje de la grasa intramuscular tiene
un bajo nivel de coincidencia cuando se comparan los musculos longissimus dorsi y
gluteus medius (Tablas 1.9A y 1.9B, ver pags. 21-22). 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 de forma

reciente mediante el andlisis de microarrays (resultados no publicados). Este
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fendbmeno es relevante desde el punto de vista de la seleccién porcina porque implica
gue un determinado polimorfismo puede tener efectos distintos dependiendo del
musculo se que 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 polinsaturados puesto que estan asociados a
fendmenos de enranciamiento y oxidacién) es indeseable desde una perspectiva de
salud humana (una dieta rica en acidos grasos poliinsaturados disminuye el riesgo de
sufrir enfermedades cardiovasculares).

Aun quedan distintas tareas pendientes para concluir el trabajo iniciado en la
presente tesis de master. En primer lugar, convendria secuenciar las regiones
promotoras y UTR de los tres genes (APOD, TRIB1 y LRP12) con la finalidad de
identificar polimorfismos reguladores que puedan tener un efecto sobre la tasa
transcripcional. Este experimento esta en curso para el gen APOD, dado que no se ha
hallado ningin SNP a nivel de region codificante. Para el gen TRIB1 se ha encontrado
un posible polimorfismo a nivel de la region 3'UTR que esta pendiente de
confirmacion. Caso de ser un polimorfismo real, podria emplearse como marcador
para realizar estudios de asociacion con los distintos caracteres registrados.
Finalmente, aun debe realizarse un analisis de asociacién definitivo para el gen LRP12
con el objeto de comprobar cuantas de las asociaciones detectadas en el analisis
preliminar se mantienen como significativas. Probablemente, después de hacer la
correccion para tests maltiples algunas de las asociaciones que actualmente aparecen
como significativas pasen a ser sugestivas o simplemente desaparezcan. De hecho,
ninguno de los polimorfismos identificados hasta la fecha parece causal. Por otra
parte, estd en marcha el genotipado y analisis de 50.000 SNP en la poblacion Duroc
objeto de estudio. La informacién proporcionada a través de esta aproximacion
probablemente contribuiria a refinar la posicién de los QTL SSC4 y SSC13, reduciendo
el intervalo de confianza de los mismos y facilitando los futuros trabajos de

caracterizacion y analisis de posibles genes candidatos.
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CONCLUSIONES

Se ha secuenciado 0.79 kb del gen APOD porcino incluyendo la totalidad de la
region codificante. Se observé que dicha secuencia, al ser traducida y analizada
con el programa ScanProsite, contenia un dominio funcional lipocalina

caracteristico de proteinas transportadoras de pequefias moléculas hidrofébicas.

No se detectaron polimorfismos en la region estudiada del gen APOD, por lo que
la busqueda de una posible mutacion causal se ha dirigido a la region promotora

de este gen.

Se obtuvo la secuencia parcial del gen TRIB1 porcino, secuenciandose 2,2 kb del
DNA complementario. Dicha secuencia presenta una elevada  similitud
nucleotidica (88-93%) con las secuencias ortélogas de otras especies. El analisis
de la secuencia aminoacidica con el programa Scan Prosite reveld la existencia
de un dominio funcional protein quinasa, el cual juega un papel importante en la

activacion de distintas rutas de sefializacion.

No se detectaron polimorfismos en la region codificante del gen TRIB1. Sin
embargo datos de secuenciacion preliminares indican la existencia una insercion

de dos nucleétidos en la regién 3° UTR.

Se secuenci6 2.93 kb del gen LRP12 porcino, correspondiente a la totalidad de la
region codificante. El andlisis de la secuencia aminoacidica de dicho gen con el
programa ScanProsite, permitid detectar cinco dominios LDL-receptor class A,

tipico de receptores LDL.

Se detectaron cuatro polimorfismos nucleotidicos sinénimos C507T, C762T,
A771G y A1101G en la regién codificante del gen LRP12. Se ha puesto a punto
una metodologia basada en la técnica de primer extension analysis para genotipar

los polimorfismos SNP A771G y A1101G en una poblacion comercial Duroc.

Un analisis de asociacion preliminar de los SNP771 y 1101 permitié detectar la
existencia de asociaciones significativas entre el genotipo del SNP771 y el
contenido de vaccénico, asi como de acidos grasos saturados y monoinsaturados

y la ratio omega 6/omega 3 en musculo longissimus dorsi, y el contenido de los
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acidos grasos palmitico y esteérico, &cidos grasos saturados y la ratio omega
6/omega 3 en el musculo gluteus medius. El genotipo SNP1101 presento
asociaciones con el porcentaje de acidos grasos monoinsaturados en musculo
longissimus dorsi y el porcentaje de vaccénico, palmitoleico y acidos grasos
saturados en musculo gluteus medius. Dichas asociaciones estan pendientes de

ser confirmadas mediante un andlisis estadistico mas refinado.
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