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1.1 LA MILLORA GENETICA EN PORCI

El procés de domedticacio dd porc es va iniciar a patir de porc senglar, fa uns 9.000
anys d Proxim Orient. Des dengd, i durant segles, es van fer encreuaments entre ds animas
més productius o de millor conformacié i fadl maneig. Aixi, de forma inconscient, comenca
e procés de sdeccid i millora genetica Cgp d segle XVIII comenca a gpareixer € concepte
de raga, td com d definim actudment, en ds animads domedics de la societat indugtrid de
Regne Unit. A partir daguest moment, i gracies a la creacié de societats de criadors en €
sgle XIX, es pot palar dd concepte de millora genética a l'especie porcina. Actuament,
l'estructura bésica de la millora genética esta basada en una organitzacié piramidd composada
per tres edras. El primer ddls és l'anomena “nudi”, on es produex la sdeccid gendtica
obtenint-s2 ds animads milloradors En d segon edra, d que sanomena “multiplicador”, es
reditzen encreuaments entre diferents linies sdeccionades que es complementen per a
augmentar la quditat des animas resultants. L'UItim edrat, anomenat “productor”, que
correspon la base de la piramide, esta conditui t pels individus procedents dds dos edrats
anteriors i que sOn dedtinais a sacrifici. Es important destacar que ds programes de millora
gendtica han accderat molt @ progrés genetic anud en l'litima decada, gracies a la
genearditzacio de I'is de la inseminacié atificid. Els objectius dun programa de sdeccidé son
de tipus productiu i econdmic, i é necessai sdlecciona-los a la vegada, ponderant la
importancia econdmica dds carecters productius, per axi evitar la pérdua de vador genétic
degut a l'exigéncia de corrdacions negeives entre diferents objectius. Aixi, la millora
genética és, en redita, la millora duna sdeccid de caracters. Segons Ollivier et al. (1990), ds
objectius productius de mgor interes l'aty 1980 eren millorar l'index de conversd dds
diments i d contingut magre axi com la velocitat de creixement. No obstant, I'any 1990,
prengueren més importancia es caracters de quditat de la carn, en detriment dds caracters de
conformecio de la cand. Avui en dia €s objectius de sdeccio es proposen millorar la quditat
delacani dd greix delacand.

Durant les dareres decades, d métode més gplicat en millora genética anima és un
modd que utilitza la metodologia probabiligica BLUP (Best Linear Unbiased Prediction) per
reditzar l'avduacié dd vdor gendlic dds animds. Aquest rep d nom de modd animd. El
metode BLUP es basa en I'golicacid dd mode lined mixt, que conddera tant efectes fixes
com efectes deatoris EIl modd anima permet combinar diferents tipus dinformacio, com la
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dun propi individy, la dds animas emparentats i fins i tot, la combinadd de varis parametres
productius per establir d seu vaor millorant. Pero, a finds des anys 80 millora la congtruccié
deds mapes gendtics | la dendtat de marcadors moleculars augmenta notablement.  Aixo
peme avancar en d podcionament de gens i de marcadors edretament lligats a dls, de
manera que es poden utilitzar pels programes de millora genética sdeccionant els animds que
presentin s d- lds dinteres i diminant es dd- lds desfavorables en la poblacio (Vischer i
Haey, 1995). Aqueda tecnica de sdeccid mitjancant I'Gs de marcadors moleculars és € que
es conex com sdeccid assdida per marcadors (M.AA.S) (Lande i Thompson, 1990). Per
exemple, per diagnodticar la prestncia de I'd- ld Hal" en @ gen de I'hdota es van utilitzar, a la
decada dels vuitanta, els marcadors bioquimics Phi, Pgd i Po2 (Gahne et al., 1985). M.A.S. és
epecidment aractiva par a caracters amb heretabilitat baixa 0 que només es poden mesurar
en dguns animds de la poblacid, ja que @ genotipat dd marcador molecular es pot aplicar en
tots es animas i sense la necessta dadoptar mesures fenotipiques. Exemples d'agquests
caacters serien la prolificitat, només gquantificable en un sexe, o0 caracters reproductius, que
només son mesurebles en edas avancades. Aplicant M.A.S. saugmenta per tant la intengtat
de sdeccid, a la vegada que es redueix linterval generaciond ad no haver desperar a poder
recallir es regigtres fenotipics i es redueixen ds costos dd programa de millora La sdeccio
assidida per marcadors, no obgant, t€ com a desavantaige la disminucio en I'efectivitat de la
sdeccid en d temps, degut a la pérdua naturd de desequilibri de lligament entre d marcador
i € propi gen edructurd amb € pas de les generacions. Per solucionar aquest problema sha
propost la sdeccio de marcadors lligats dternatius que encara no hagin edtat fixas. La
gendtica molecular pot ser de gran utilitat per a programes de introgressé genetica (M.ALL),
en ds gue sintrodueix un d- ld beneficGs en una poblecié que etd mancada ddl. Al
introduir aquest d- ld mitancant un encreuament amb animads duna dtra poblacio,
sintrodueixen a la vegada d- lels ddtres loc que poden ser negdtius pels objectius de millora
Per solucionar aguest problema es poden genctipar €s animds per a marcadors didribui ts en
tot d genoma Aixi, es podrien dirigir millor ds encreuaments escdonas en  vais
reirocreuaments, de manera que es guanyés d maxim progrés gendlic possble Aquesta
maeixa aproximacio pot ser aplicada a programes de consarvacio de races en perill dextincid

ofinsi tot jaextingides 9 es digposad'un banc de gamets.

El futur de la millora genética passara, probablement, pd desenvolupament de modds
mixtes que integrin @ méode BLUP i la sdeccid assistida per marcadors moleculars. Es
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necessari també avancar en @ coneixement de la fisologia i de les interaccions entre ds gens
i amb I'ambiert.

1.2 CARACTERS DE QUALITAT DE CARN | DE CANAL EN PORCI

12.1 Definicid i caracters relacionats

La quditat de la cand es conddera com un conjunt de carecters de conformacid
corpord i de composicié de la cand. Aixi, son importants € rendiment de la cand (la rdacio
entre d pes viu i € pes de la cand), d pes i la longitud de la cand, € percentaige de teixit
magre, l'estat dengreixament (generdment mesurat en I'animad viu amb gparels dultrasons) |
adgunes mesures musculars (I'area del llom, @ pes dd pemil, ec..). La qudita de la can en
cawvi, é un tame de dificil definicid. Aquest concepte engloba I'aptitud organoléptica o
senorid de la can axi com la seva gptitud tecnologica L'aptitud organoléptica de la can
depén de la seva goarenca visud (color, aspecte marmori, €c...), la tendresa i “sucodtat” de
seu greix intramuscular axi com d flavour (mescla de sabor i dolor) de la carn. L'aptitud
tecnologica de la can esa relacionada amb la seva cgpacita de retencié dagua, la seva
intendtat i homogenel tat de color i la seva fermesa, entre d'dtres parametres. La mgoria
daguests caracters estan dtament corrdlacionats amb € pH pos-mortem. El pHs1, que és € pH
adquirit ds 4560 minuts dd sacrifid, i d pHy, que és l'adquirit a les 24 hores de la mort.
Aixi, per exemple, la carn PSE, amb poca capacitat de retencié daigua, tova, poc ferma i dun
cdor madt pa- lid, es caracteritza i es pot reconéixer per un pH; infeior a 596,1. La can
DFD, que es reconeix per la seva obscuritat, rigidesa i Ssequeddt, t€ un pHu per sobre de 6,0-
6,2. Findment, la “carn acidd’, que té un agecte pd- lid, poca cagpacitat de retencid daigua, i
poca gptitud tecnologica, té un pH, infeior a 5455. Tant la can PSE com la can acida son
caracterigiques amb una forta base genetica, mentre que la can DFD gpareix Unicament en
determinades condicions ambientals.

Actudment eta guanyat molta importanca la quditat dd greix | de les fibres
musculars. La quditat de greix es centra en la consgeéncia dd teixit adipds, i aguesta depén
de la compogcid en acids grassos. Com més insaturats Sguin €s &cids grassos, més tou sra
e grex que ds conté tenint més risc de patir oxidacio. Aixi, dins duns limits, la quditat de
teixit adipés sra més dta quan mgor dgui la seva femesa, 6 d que és d maex, € seu
percentatge en acids grassos saturats.
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La quditat higoguimica de la can es centra en la rdacio percentud entre fibres
oxidatives i dlicolitiques i @ diametre de cadascun dds tipus, edimant-se d nivel dlicdlitic
dd muscul. Es ssbut que les races amb mgor velocitat de creixement i percentatge de magre
tenen un miscul més dlicalitic que es animas de poblacions ridiques Es definexen quatre
tipus de fibres musculas les de tipus |, de metabolisame oxidatiu, i les de tipus 1A de
metabolisme mixt oxidatiu-glicdlitic, i 11B, de metabolisme gdlicdlitic i creixement més rpid.
Per dltim, exigeix un tipus de fibra muscular coneguda com I[IBoxi de caacteridtiques
higologiques smilars a las fibres 1B, anb un metabolisme oxidatiu més smilar a les fibres
1A (Gil et al., 2001).

1.2.2 Heretabilitat

Es defineix com la proporcié de la vaiacio fenotipica dun carécter que pot aribuir-se
a la variacio gendtica additiva. L'heretabilitat (If) dun caracter és la mesura que indica @ grau
de semblanca fenctipica entre dos generacions diferents duna mateixa poblacio. Es una
mesura important, degut a que indica € grau de millora o progrés gendtic que es pot
aconseguir per aquel caracter i en aguesta poblacio | sense conéixer cgp dds gens implicas.
En generd, I'herdabilitat dun caracter és diferent en cada poblacio i en cada ambient, i per
tant no selapot extrapolar addtres estudis.

No obgant i establint uns vaors mitjos, es caracters de quditat de cand tenen una i,
generdment, entre moderada i dta Aixi, € rendimert de la cand té una heretabilitat propera
a 0,35, la longitud de la cand sgoroxima a una hergabilitat de 0,6 i la profunditat dd greix
dorsd i @ percentatge de magre disposen de H d voltant de 05. Els caracters relacionats amb
quditat de carn tenen heretabilitats entre moderades i baixes (entre 0,1 i 0,3). La tendresa de
la can esa d vdtat de 0,3 unitats dheretabilitat i la “sucodtat” i € flavour disminueixen
fins € 0,1. El color de la carn té una heretabilitat dd 0,3. Una excepcio afecta d percentatge
de grex intramuscular, amb una I propera a 05. La fermesa del greéix subcutani té una
heretabilitat consderada entre moderada | dta i que es troba entre 0,350,65 (Rothschild i
Ruvinsky, 1998).
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1.2.3Correlacions genétiques

Es defineix com a coeficient de corrdacio (ryy) a la mesura edtadistica de grau
d'associacio (positiva 0 negativa) entre dos caracters (x i y). Es a dir, que és la repercussié de
la variacid en @ vdor dun cardcter sobre € vaor que adquireix un dtre carecter. Cd tenir en

compte que f, pot variar entre poblacionsi estudis.

La corrdacié genetica és un concepte important en millora genetica ja que indica quins
caracters fenotipics son ds més indicats per estimar ds vaors ddtres caracters i a més permet
vadorar ds efectes produi ts sobre ddtres caracters quan es sdecciona i es millora per a un
efecte concret.

La corrdacio entre I'espessor del greix dorsd mesurada en I'animd viu amb ultrasons
i e pecentage de magre sacosda a -08 A la vegada es corrdaciona postivament d
percentatge de magre amb la longitud de la cand. Aixi, és possble esimar € tant per cent de

meagre en un animd viu.

Com es mencionava anteriorment, d pHy té un corrdacid molt devada amb ds
caacters de quditat de can i també de greix. Es corrdaciona amb € potencid glicalitic de la
can, que és d responsable de les anomenades cans &cides, amb eevada incidéncia en la raca
Hampshire i molt relacionada amb d rendiment tecnologic Ngpole, indicant la pérdua de pes
del pernil en ser cuit. L'oreig de la cand té una dta corrdacio amb pHy i pHy (De Vries,
1994), a més de corrdacionar-2 amb d diamere de las fibres musculars (Dietl, 1993).
L'acceptabilitat sensorid en pannels de consumidors es veu dtament corrdacionada també
anb d pHu Per Ultim, la tendresa també es veu afectada pe pHy axi com pd percentaige de
greix intramuscular. Bl miscul  esquedlic que posseeix  un metabolisme  mgoritariament
oxidatiu (mgor proporcid i cdibre de les fibres oxidatives) tendeix a modra un mgor
contingut de greix intramuscular i una menor humitat que € miscul amb mgor presencia de
fibres glicalitiques (Cameron, 1993). Tanmateix, ds animads de creixement rgpid i cands més
magres posseeixen un mgor percentatge de fibres 11B, de metabolisme glicalitic i creixement
rgpid.
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Com ja sha esmenta anteriorment, la fermesa del greix subcutani, aixi com la seva
tendencia a l'oxidacio estan dtament corrdacionades amb la composicié en acids grassos
(Cameron @ al., 190). Quan mgor sigui d grau dinsaturacié dun acid gras, més tou sra d
teixit adipés en d que semmagaizema i mgor risc doxidadod presentard Aixi doncs, resulta
important tenir un greix Subcutani amb un dt contingut en adds grasos saurds |
monoinsaturats.

Les cands ddt espessor de greix subcutani Sassocien a un contingut relativament baix
dadds grassos essencids (Sdlier i Monin, 1994), é a dir, dadd linoleic (C18:2) i linolénic
(C183). Aix0 és degut a que provenen danimds amb molta cgpecitat per Sntetitzar acids
grassos, de manera que la proporcid des essencids es diluex. Com l'acid linoleic és
poliinsaturat, es corrdaciona negativament amb la fermesa dd greix | per tant, una cand de
bax esgpessor de llom dorsd, que conté generdment un devat percentatge dacid linoleic
presentara un greix subcutani de pitjor quditat.

Normadment exideix antagonisme entre quditat de cand |1 quditaa de can. H
percentatge de magre esta negaivament corrdacionat amb la quditat de la can que a la
vegada presenta una correlacio positivaamb |'espessor de greix dorsal.

1.2.4 Consanguinitat

Shan reditzat molt pocs edtudis per esimar I'efecte dd grau de consanguinitat sobre
es caacters de qudita de la cand 1 de la can. Cg ddls ha mogra una influencia
sgnificativa de la consanguinitat sobre aquests caracters (Johnson, 1989).

1.25 Gensmajorsi qualitat dela carn en porci

Exigeixen dguns gens en ds que llur efecte auficientment deva ha permés
I'associacio de la segregacié dels seus d- lds amb caracters productius, ja Sguin quantitatius o
quditatius. Aixi, en l'actuditat shan identifict dos gens, @ gen RYRL (skeletal muscle
Ryanodine Receptor) i d gen RN (Rendiment “Napol€’), que afecten molt marcadament ala
quditat de lacan.
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1251GENRYRL

El gen dd Receptor de la Rianodina 1 (RYRL), també és conegut vulgarment com €
gen de I'ndota (Davies et al., 1988). Algunes races de porcs, en paticular Pigtrain i Landrace
belga, caracteritzades por cands molt magres i dexcd- lent conformacio, presenten una dta
incdidencia de can PSE (carns pd- lides, toves i exudatives). S bé aguest gen sasxocia a cands
ddevat contingut magre, la can PSE és de baixa qudita, i es caracteritza per una caiguda
molt rgpida dd pH post-mortem, encara que d find sedtadilitza i es manté en ds nivdls
habituds. Iguament, aguesta carn presenta un color pd- lid, poca rigidesa, i escassa cgpacitat
de retenci6 dagua Els animas que presenten aguesta anomdia tenen ala vegada una baixa
tolerancia a l'edres, de manera que sota condicions dedtrés, com pot ser d trangport a
I'escorxador, poden aribar a presentar un quadre de taguipnes, febre, tagues | fins i tot la
mort, conegut com a Sindrome de I'Estrés Porci (PSS). Eikdenboom i Minkema (1974)
demogiraren que €s animds que presentaven aguesta peculiaritet podien ser detectals gracies
a la Sindrome de la hipertérmia mdigna que desenvolupaven en respodta a l'exposicié d ges
hdota Aqueta anomdia hereditaria de comportament autosomic i recessu (Chrigian, 1972)
és deguda a una mutacié en d gen RYRL, locditzat en € cromosoma 6 porci (Harbitz et al.,
1990). Com ja sha descrit anteriorment, la deteccidé dels animas portadors de la mutacio es
reditzava inidalment, mitjancant s marcadors bioquimics Phi, Pgd i Po2 (Gahne et al.,
1985). Perd d 1991, Fujii et al. van desenvolupar un marcador genétic (RFLP) per detectar la
mutacié causd. Aixi, es poden digingir tres dasses de genotips nn, Nn i NN, esset I'd- |d
recessu € que augmenta € contingut muscular i la longitud de la cand. La discussié actud es
centra en desvelllar 9 la quditat de can dels heterozigots té unes caracterigiques més o
menys intermitges entre s dos homozigots 0 § sassembla més ds no portadors de la
mutecié. Els primers resultatls gpunten que ds animas Nn tenen mgor contingut meagre,
menor dipdst greixds, maor pes de les peces nobles perd anb més tendéencia a presentar
cans PSE (Egtany et al., en premsa).

1252GEN RN

Es un gen autosomic locditzat en @ cromosoma 15 porci (Milan et al., 1995; Maiani
et al., 199%a Reinsch et al., 1997; Looft et al., 2000). Presenta un d- Id dominant, només
destrit a la raca Hampshire, que augmenta la produccié totd de carn dels animds que d
presenten, perd disminueix € rendiment tecnologic “Napole’. La carn daguests animas conté
en les fibres musculars blanques (1IB) un nivdl molt deva de glicogen acumulat, fet que
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comporta un pH pog-mortem sensblement inferior a I'habitual i un menor contingut proteic
contrarestat per una mgor quantitat daigua en la can (Le Roy et al., 2000). De Vries (1997)
desenvolupa un diagnodgtic gendtic basst en d genotipat de marcadors moleculars dtament
lligats d gen RN. Milen et al. (2000) han descrit recentment una mutacié en @ gen de la
Protein Kinase, AMP-Activated, Noncatalitic, Gamma-3 (PRKAG3), a la que es
responsabilitza daguest efecte d provocar un defecte en d metabolisme ddl glicogen.

Exigeixen dtres gens de menor repercusso fins d moment, que també estan essent
utilitzats actudment en la indUgria porcina mitjancant tests diagnogics. Aquests son s gens
Adipocyte Fatty Acid Binding Protein (a-FABP) i Heart Fatty Acid Binding Protein
(-FABP), que tenen un efecte sobre € percentatge de greix intramuscular; € gen Insuline
Growth Factor-2 (IGF2), que influeix sobre la proporcié de magre i I'espessor de greix dorsd
de la cand (Nezer et al., 1999) i d gen Melanocortin 4 Receptor (MC4R), que afecta d
cexement i a la depodcid de grexos (Kim et al., 20008). També sedan reditzant
diagnodtics genetics en caracters reproductius | del color de la capa dds animds. Exigeix un
dtre grup de gens que encara edan sota estudi i encara no poden ser Uutilitzats en la indlstria
porcing, com per exemple € gen de la Leptina (Lep), @ Receptor de la Leptina (EPR), d
Pou Domain Class I, Transcription Factor (PIT1), la Cdpagatina (CAST), Miogenina, €c...

1.2.6. Influéncia de la raca (porc Ibéric versus Landrace) sobre la qualitat de la canal i de

lacarn

La mgoria de les races comercids actuds provenen de l'antic tronc cdta, que es
caracteritzava per ser de cgpa blanca o groguenca, possar cands de grans dimensons | edtar
dotada dun rgpid crexement i baixa precocitat. Les races comercids actuas posseeixen
cands molt magres i tenen un gran desenvolupament de les peces nobles Son cands ben
condtitui des, amb baix pes gras i de despulles, caracteridiques que han sigut sdleccionades en
produccié porcina durant décades degut d seu interés economic. La raca Landrace és una raca
comercid dimportancia vitd en la indigtria porcina. Originaria de Dinamarca i amb gportacié
genética de diferents races europees com la Large White, eta sotmesa a programes de
sdeccid des de 1896 i actudment eda didribui da per tota Europa occidentd. Actuament
exigexen dtres varietats de Landrace, la més important de las quas és la Landrace Bega,

anomenat també Blanc Belga. Aquesta raga es caracteritza per la seva eevada conformacié de
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cand, la seva baixa precocitat i I'dta fecunditat de les seves reproductores. La incidencia de la
Sindrome de I'EStres Porci és molt dlevada a la raga Landrace (només superada per Pietrain)
fet que redueix laquditat de lacarn dds animals afectats.

El porc Ibéric és la raca rudica de tipus mediterrani més important que exigeix degut a
la grandaria poblaciond i ds ingressos economics que produeix. Origindia dd sud-oest de la
Peninsula Iberica, esta adaptada a medis hogtils de manera que presenta una devada rudticitat.
Son animds de cgpa fosca 0 rogenca, que posseeixen una cand curta i petita, amb una
conformecio inferior a la de les races comercids. A més, és un animd precog i amb gran
copecitat per a dipodtar teixits grass, caracterigtiques que no coincideixen amb  és
interessos productius de la indigtria porcina. Tot | axo, la seva can i @ seu teixit adipés son
duna quditat inexigent a la mgoria de races comercids. El mascul de porc Iberic té un
devat index dinfiltraci6 de greix axi com una proporcid6 molt més devada de fibres
musculars de tipus oxidatiu. Els dipddts grassos estan compostios per un mgor percentatge
dacid oec i menor proporcié dacids grassos poliinsturats, fet que |i confereéx  millor
qualtat organolepticai tecnologica, i la converteix en més sdudable (Serra et al., 1998).

1.3 CONSTRUCCIO DE MAPES FISICS | GENETICS EN PORCI

La mida totd dd genoma dds mamifas é bastant uniforme, Stuant-se d voltant de
tres mil milions de nudedtids, uns 2500 centiMorgans. Entre d 40% i d 60% dd materid
hereditari eta repetit en regions no funcionds. Sedima que un 10% dd genoma mamifer és
funciond, essent codificant (exons) només entre € 2% i d 3%. Les regions més riques en
guanina (G) i en citosna (C) edan dtuades mgoritaiament a les regions codificants
(Rothschild i Ruwinsky, 1998).

En d porc domedic (Sus scrofa), d nombre hgploid de cromosomes és de 18
autosomes més un cromosoma sxud (Commitee for the Sandardized Karyotype of the
domestic pig, 1988). El seu antecessor sdvage, d porc senglar, esta forma per poblacions
anb d maeix caiotip i per poblacons de 17 autosomes i un cromosoma sexud, degut a la
fus6 dd comosoma 15 o0 16 amb d 17. E caiotip tipic es reditza tenyint pd métode
Giemsa ds cromosomes en metafase. Les regions menys tenyides, anomenades R son les
riques en G i C, i que contenen per tat la mgoria dds gens edructurds. Segons Bird (1995)
e nombre esima de gens que conté € genoma porci é duns 50.000. No obgtant, exigtex



Introducci6

una certa controversa en I'estimacié dds gens funcionds exigents en huma Mentre que d
International Human Genome Sequencing Consortium (2001) consdera que € nombre de
gens humans manifestats per la seglienciacié canpleta dd seu genoma no supera ds 40.000,
Wright et al. (2001) estimen € seu contingut entre 65.000 i 75.000. El cariotip porci és € més
edudia dentre tots ds animads de produccid, degut a la seva redui da quantitat de

cromosomesi d fadl reconex ement ddls per lasevamida, forma, i @ patrd de bandes.

La genomica és la ciencia que etudia €s genomes en la seva totditat, ja Sgui des del
punt de vida edructurd o funciond. Els mgpes genomics son es qui podcionen ds gens en
genoma, dividnt-se en dostipus, s mapesfiscsi €s mapes genetics.

131 Mapes Fisics

Els primers magpes fidcs obtinguts es van reditzar mitjangant tecniques dhibridacié in
situ, on es reditza una extens6 i fixacié prévia dds cromosomes en metafase. Posteriorment
shibrida una sonda de DNA as cromosomes metafasics. Aquedta hibridacio pot ser detectada
a través dun macatge dd DNA prova amb métodes radioactius, 0 més recentment per
fluorescencia (FISH) (Chowdhary et al., 1995). El marcatge fluorescent és molt més goropiat
d reduir d temps necessari per reditzar I'andid | per obtenir posicionaments molt més fins i
precisos. El primer trebdl de magpeig fisc mitjangant hibridacio in situ en porci fou publicat
per Ellegrenet al. d 19%4a

A prindpis dels anys vuitanta comencen a desenvolupar-se ds mapes fisics mitjancant
la técnica d'hibridecié somética en panndls de cd- lules somatiques hibrides (SCH) de porc i
cd- lules trandformades de hamgter o ratoli (Yerle et al., 1996). Cada clon dd panndl prové
duna cd- lula hibrida que pot contenir un O vais cromosomes, O regions cromaosomiques
dorigen porci, més tot d genoma dd hamger. Mitjancant la reaccidé en cadena de la
Polimerasa (PCR) amb primers coneguts, poden detectar-se ds clons en ds que gpareix
amplificacio i per tant contenen la regié dinterés i aixi, coneixent €s cromosomes o les
regions cromosomiques que emmagatizema cada don, es pot locditzar fiscament d fragment
amplificat. Una dtre metodologia usada per a la reditzacié de posicionament fisc és la que
utilitza ds panndls de cd- lules irradiades per rags X (X-Ray Hibrids). Es fragmenta,
mitjancant dosis de raigs X, d DNA de les cd- lules de I'epecie dinterés i poderiorment es

10
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fusonen ds dos tipus de cd- lules com sha descrit per a SCH. Els fragments sintrodueixen en
cd- lules receptores, normament de hamger o ratoli (Yerle et al., 1998). A mgor digancia
entre dos loci, mgor sera la probabilitat i la freqliéncia de fraccionament entre dls i podem
per tant, estimar edadigicament la seva digdncia en unitas anomenades centiRays (cR). La
resolucio daguests panndls cd- lulars és sgnificativament mgor a I’obtinguda en ds panndls
de cd- lules somdiques hibrides i amb la seva guda sobtenen megpes ddta reolucio
(www.toulouseinrafr/lgc/pig/RH/Menuchr.htm).

Els mapes de solgpament o contig maps conssteixen en dinear ds clons que contenen
fragments de redriccidé dd genoma Previament, es condruex una genoteca de clons,
bacterids o de llevat, que continguin cromosomes atificids. Per a aixo, es reditza la digestio
pacid dd genoma amb un enzim de redriccié i es fragments de restriccié obtinguts
sintrodueixen en vectors bacterians, virds o de llevat, obtenint-se ds cromosomes atificids
BAC, PAC o YAC, respectivament. Els clons sordenen mitjancant la deteccid de marcadors
compartits, per mapes de restricci6 o per hibridacio in situ.

Altres tecniques usades per d mapeig fisc son:
DISCPCR (Troyer et al., 1995). Condgeix en reditzar una PCR sobre la
preparacidé de cromosomes en metafase | és utilitzada per detectar regions
cromosomiques com, per exemple, ds microsatd- lits
Electrofores en gd de camp polsant (PFGE): Permet separar grans fragments
de DNA (fins 10 Mb). Es digereéx € genoma amb enzims que reconeguin
dianes de restriccié poc freglients, per poder obtenir fragments de restriccio de
midagran que, posteriorment son hibridats en sondes de DNA.
Microdisseccidé  dds comosomes  par micromenipulacié 1 podterior
amplificacié delaregio disseccionada.
Citometria de flux, que condgeix en marcar cromosomes metafascs amb un
colorant fluorescent de manera que es crea un patrd de bandes especific per a
cada cromosoma Un laser reconeix aquest pard i separa s cromosomes
dinterés.
Chronosome Painting, que es basa en la hibridacié in situ de sondes

cromosomiques sobre preparacions cromosomiques en interfase 0 en metafase.

11
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Aquedta técnica ha edat ampliament gplicada per estudiar homologies entre
genomes de diferents especies (Goureau et d., 1996).

L'objectiu find dd magpeig fisc és l'obtencid de la seqliencia completa de tot €
genoma. Aquest objectiu sha assolit recentment amb un primer esborrany de la segiiencia de
I'especie humana en dos projectes pard- lds (International Human Genome Sequencing
Consortium 2001; Craig Venter et al., 2001). Es de suposar que aguest fet produird un aveng
exponencid en € coneixement edtructurd | funciond des gens humans que aavorira a la
genomica d'especies domestiques.

Els mapes fiscs sin de gran importancia per poder entendre s grups de sinténia entre
diferents espécies i, en definitiva, per poder reditzar estudis de gendmica compardiva, axi

com, amb I'guda del's mgpes de lligament, per estimar lalongitud red dels cromosomes.

1.3.2 Mapes Genetics o de Lligament

Segons la sgona llek de Mendd o lleé de la transmissé independent, ds gens que
determinen diferents carecters es tranameten a les seglents generacions de forma independent,
sense veures influi ts els uns pels dtres. En redita, sobserven moltes distorsons daguesta
lle, d detectar-s2 grups de gens anomenats grups de lligament que shereten conjuntament.
Aquest fenomen rep d nom de desequilibri de lligament ja que es digtorsonen les fregiiéncies
rddives de les cdases gametiques que segperaien suposant transmisso independent. El
lligament entre dos lod en un cromosoma depen de la digancia fisca entre dls i eta
rlacionat amb I'gparicié dentrecreuaments durant la meios entre d padl de cromosomes
homolegs, que produeix gamets recombinants. Aquests gamels tenen cromosomes que
contenen pat de la informacid gendética dun progenitor i pat de ldtre Obsarvant la
proporcié de gamets recombinants es pot etimar la freqiiencia de recombinacio (FR), que és
propordond d percentatge dentrecreuaments, i per tant, a la diganda entre dos lod. Quan la
proporcié de recombinants és igud a la de no recombinants, és a dir, igud a 05, es diu que no
hi halligament genétic entre 2 lodi.

La unitat de diganda gendlica adoptada és € centimorgan (cM), que correspon a un
1% de gamets recombinants, i es pot estimar apartir de lafuncié de mapad' Haldane (1919).
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oM =[-|n(1-2FR)]50 i després FR=[1-e'°M’5°]/ 2

De totes maneres, la digancia obtinguda mitjancant I'aplicacié daguesta férmula és només un
vaor orientatiu, degut a I'exigéncia de nombrosos factors que dteren la fregiéncia de
recombinacio. Aques és d cas dds gamets dobles recombinants que gpareixen com no
recombinants, i per tant contribueixen a subesimar les digancies Es també un fenomen
ampliament conegut, que d sexe homogamétic (en mamifers, les femdles) presenta una taxa
de recombinacié bastant més devada que d sexe heterogametic. També depén de la regio
cromosomica ja que, es sap que, generament @ centromer presenta un menor percentatge de
recombinacié que es tdomers. També es podula amb la posshilitaa dinterferéncia entre
entrecrelaments, de manera que l'gparicid dun entrecreuament faria disminuir la probabilitat
de que goaegués un dtre en una poscl propaa No obgtat, generditzant i a nivel
orientatiu, S estima que un cM equiva aun milié de nudedtids o pardls de bases.

Per a la reditzaci6 de mapes genétics és necessaria I'existencia de pedigrees familiars
coneguts i I'obtencid de marcadors genétics polimorfics, dundants i didribui ts per tot €
genoma. Aixi, basant-nos en la taxa de recombinacié observada entre ds marcadors podem
congruir mapes genétics 0 de lligament expressats en cM, que indiquen la poscié rdaiva
dels marcadors entre lls.

1.3.2.1Marcadors genétics

Son regions dd DNA que presenten varidbilitat i que es troben ampliament
digribui des pd genoma Aquestes mesures permeten seguir I'herencia i transmisso  dels
d- lds duna generacio a una dtre i reditzar per tant estimacions de distancies genetiques entre
dls. Es important que s marcadors gendtics presentin un deva polimorfisme ja que a mgor
vaiabilitat dels marcadors, mgor probabilitat de detectar fendmens de recombinacio. Les
mesures de variabilitat dun marcador molecular es divideixen en dos grups, les que tenen en
compte les frequencies d- Idiques i les que no. També es poden classficar en les que mesuren
ds polimorfismes obsarvets i les que ds edimen. En d primer grup shi troba |’ heterozigoditat
(H), que meura € percentage dheterozigots, normament en la poblacid parentd. En €
segon grup hi ha d contingut informatiu dun marcador (PIC) descrit per Botstein (1980), que
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mesura la freqiiencia en que l'origen parentd dels d- lels pot ésser tragat en la descendencia
Aquestes dues mesures reflectexen @ grau de polimorfisme obsavat en la poblacio.
Exigeixen ddtres mesures que esimen d grau de polimorfisme dun marcador genétic, com
l'index dinformativitat (l€) establert per Ron et al. (1995) per a ser gplicat en bedtiar bovi de
llet i que permet edimar la informativitat del marcador en la descendéncia a patir de la

comparacio delasfrequénciesd- ldiques en les dues poblacions parentds

Els marcadors moleculars es dassfiquen en marcadors de tipus | i tipus Il (O Brien,
1991). Els primers es refereixen a gens edructurds, generdment did- Idics i posdonas en d
genoma i presenten baix polimorfisme i abundancia Els marcadors moleculars tipus
Il sbn segiiéncies no codificants dd DNA que presenten un mgor polimorfisme | que estan
digribuii ts en tots es cromosomes. Ellegren et al. (1994a) descriuen ds marcadors de tipus |11,
que serien aguells que han estat mapegjats tant fisica com genéticament.

Exideixen diversos tipus de marcadors genétics segons d métode de deteccid dd
polimorfisme que presenten:

1.3.2.1.1 Polimorfismes bioquimics

Son polimorfismes proteics que es detecten bé per eectrofores, per reaccions
immunoquimiques o0 pd sau nivel dadivitaa fundond. El seu nivdl de polimorfisme és
modera i sin poc abundants d genoma ja que tan sols detectem una pat de la variabilitat |
eda limitada a una fraccid dds gens edructurds. Requereixen l'extraccio de gran quantitat

d'una mostra concreta, que a més pot ser molt 12bil i de poca duracio.

1.32.1.2 RFLP (Redtriction Fragment Length Polymorphism)

Mitjancant I'accié d'endonucleases de redtriccio es digereixen fragments especifics dd
DNA. Aquest polimorfisme implica I'gparicid 0 desgparicié duna diana de redriccio i es
detecta a través de l'andis dd nombre i grandaia dds fragments de redriccid en
electrofores 0 per Southern Blot Son marcadors did- Idics i codominants ja que Sevidencia
la presincia dds 3 genotips possibles Els marcadors tipus | es detecten en la seva mgoria
mitjancant RFLP. Gracies a I'amplificacié previa per PCR dd fragment dinteres (PCR-RFLP)
es milloraen l'especificitat i senghilitet de latécnica

14
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1.3.21.3RAPD (Random Amplified Pdymorphic DNA)

Amplificacié per PCR de sequencies anonimes de DNA amb només un primer de
seqléncia curta | deatoria, 1 per tant no especific. El patré de bandes observat (de 5 a 10)
depén dd nombre de segiéncies homologues d primer i de la longitud dds productes de la
PCR (Williams et al., 1990). Es un marcador gengtic de tipus dominant, ja que no permet
discriminar 'exigéncia dheterozigots i per tat no detecta un percentatge dd  polimorfisme
exigent. Es una tecnica interessant pel seu baix cost economic i pd fet de que no és necessaxi
coneixer cgp seqiéncia concreta. Es un métode que presenta poca repetibilitat, encara que ds
marcadors RAPDs poden trandformar-se en SCARS (Sequence Characterized Amplified
Regions) i andlitzar-se per PCR convenciond.

13214 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Després de digerir  DNA amb dos enzims de restriccié, suneixen uns adgptadors de
sequéncia coneguda ds extrems cohesus des fragments digerits Aquests fragments son
amplificats par PCR mitjancant primers que presenten sequéncies deatories d seu extrem 3.
El resultat és un patrd de bandes de productes de PCR de tipus “fingerprinting” que revela una
dta vaidlitaa en d nombre i grandaia de les bandes obtingudes Com succeeix en ds
RAPDs, no és necessari tenir cgp coneixement, a priori, sobre la seqiiéncia del DNA. Aquesta
tecnica presenta una repetibilitat més devada que la tecnica anteriorment anomenada ja que es
pot reditzar amb primers de mgor longitud | en consegiéncia, emprar  temperatures
d hibridacié superiors durant la PCR. Es també de naturdesa dominant, de manera que es
perd informativitat i és de dificll interpretacié per I'deva nombre de bandes anonimes que
goaeixen (Vos e al., 1995). No obstant, aguesta tecnica pot resultar una ena important en
genomica estructurd per I'devat nombre de marcadors que genera.

1.3.21.5RDA (Representational Difference Analysy

Aquedta teécnica es basa en la diferent afinitat dhibridacio dels fragments de DNA en
funcié de la seva homologia i saplica per comparar dos DNAS, i identificar polimorfismes
entre elles El DNA prova, anomenat DNA Tester es desnaturditza en presencia dun excés de
DNA conegut (DNA driver), prévia digesti6 anb un enzZim de redtriccié conegut i unid
dadaptedors concrets pel tester a cada extrem dd fragment digerit. Quan es torna a
renaturditzar, hibridaran driver amb driver, tester amb driver, i una petita proporcié en funcié
de l'homologia dd tester amb d tester. Poderiorment es reditza una PCR de primers
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epecifics dels adgptadors dd tester. L'amplificacio correspondra a regions diferents entre es
dos DNAs (Listsyn et al., 1993). Podeiorment aguests fragments poden ser clonds i
anditzas.

13216 VNTR (Variable Number Tandem Repeats)

Son sequércies de DNA que es repeteixen en tandem un nombre variable de vegades.
B poimorfisme daguests marcadors de naurdesa codominant radica en d nombre de
repeticions dagquestes seqliencies, que es pot vadorar mitjancant gels ddectrofores. Aquest
tipus de macadors gendtics eda format bascament per dos tipus de seglencies ds
minisad- litsi dsmicrosad- lits

Els Minisad- lits (Jeffreys et al., 1985) son repeticions en tandem de fragments de més
de 10 nudedtids, aribant a formar regions de fins a 30 Kb. El seu grau de polimorfisme és
eevad, perd presenten dos inconvenients basics. Encara que estan didribui ts per tot € genoma
sHn més abundants en les regions centromériques dds cromosomes i ddtre banda, degut a la
seva grandaria presenten dificultats técniques per ser amplificats per PCR.

Els Microsatd- lits sn repeticions en tandem de 2 a 8 bp segons ds diferents autors
(Chambers i MacAvoy, 1999) duna grandaria generdment inferior a 300 pardls de bases, fet
gue ds fa fadlment amplificables per PCR. Els primers damplificacié han de ser especifics i
hibriden en segliencies a ambdds costats ddl microsatd- lit, la qua cosa permet I'amplificacio
epecifica dd marcador. Son molt més polimorfics, freqlents i omnipresents que s
minisad- lits. Per aguestes raons, aixi com per la seva naturdesa multia- Idica i codominant,
sOn ds marcadors moleculars més Utilitzats en la condruccié de mapes gengtics. El tipus més
abundant en @ genoma dels mamifers és @ conditui t per repeticions (CA)n. Els microsad- lits
shan descrit en tots es organismes que fins ara shan etudiat. Hamada et al. (1982) descriuen
per primer cop I'exigencia de microsatd- lits en eucariotes, concretament llevets i vertebrats.
Al 1989 agpaeixen tres trebdls pad- lds on es descriu la vaiabilita genética dds
microsatd- lits detectada mitjancant PCR (Litt i Luty, 1989; Weber i May, 1989; Taylor et al.,
1989). Els microsad- lits shan utilitzat per a l'andis de parentesc i proves forenses edudis
paeogendtics, trebdls de biodiverstat i filogenética, i per a la congruccid de mapes genetics i
poderior deteccid de QTLs o gens mgors (Brufford i Wayne, 1993, Goldgein i Pollock,
1997). Els primers de la PCR es poden marcar fluorescentment mitjancant I'Gs de diferents
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fluorocroms, que en s excitats per un rag lasr produeixen una fluorescencia amb una
longitud dona caracteridica de cadascun déls. Aixi, coneixent € rang de mides de cada
microsatd- it i la fluorescencia amb la que ds primers estan marcats es poden anditzar varis
marcadors de cop en un maex caril deectrofores, en goardls ddectrofores de deteccid
fluorescent. Aix0 permet accderar | automatitzar I'andis dels marcadors moleculars. Al estar
connectats a dgemes informaics, ds dectroferogrames resultants, equivdents d  pefil de
bandes dd caril en gds ddectrofores convencionds, poden ser anditzats automéaticament i
emmeagatizemar la informacié creeda en bases de dades i programes dandis (Ziegle & al,
1992).

1.3.2.1.7 SCP (Single Strand Conformational Polymorphism)
Aquesta técnica va ser dexcrita per Orita e al. d 1989 i es basa en ds canvis

conformacionds de les molécules desnaturditzades de DNA amplificat per PCR en funcié de
la segliéncia de nucledtids que les composen. Aquestes modificacions poden ser detectades
pels canvis de mohilitat eectroforética en gels de poliacrilamida no desnaurditzant.

1.3.2.1.8 DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Aquedta tecnica és gmilar d SCCP i es basa en detectar la diferent mobilitat de
fragments de DNA previament desnaturditzats mitjancant eectrofores en gradient d agents
desnaturditzants com la temperatura Els fragments de DNA posseeixen diferents cinétiques
de desnaurditzacié en funcié de la seqiéncia de nucledtids que posseeixen, ja que aguesta
influeix en la temperatura necessaria per a desnaturditzar-los (Fischer i Lerman, 1983).

1.3.2.1.9 SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

S6n mutacions puntuds, és a dir dun ol nudedtid, en la seqliencia dd DNA. Son
marcadors genetics, generdment  did- Idics, extremadament abundants |1 omnipresents.
L’exigencia de noves tecnologies i nous Ssemes de deteccd de polimorfismes faciliten un
ritme dandis molt rdpid i dfident, podentse anditzar milers de mutadons en un sol dia
Bona part de les tecniques descrites anteriorment tenen la capacitat de detectar SNPs, pero les
metodologies i les tecnologies implicades no permeten @ processament de moltes modres.
Sgemes com 4 de  piroseglenciacid  desenvolupat per  Pyrosequencing
(www.pyrosequencing.com) permeten I'andis dun volum deva de modres en un curt espa

de temps La tecnica es basa en l'emissié de la llum que es produeix quan la luciferina es
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transforma en oxiluciferina per accié de la luciferasa en col- laboracid6 amb I'ATP, d qud es
produex quan un nucledtid concret Ssuneix a la cadena en extensé en una reaccié de
seqlenciacio en temps rea (Ronagui et al., 1998). Altres tecniques de deteccid de SNPs es
basen en I'gplicacio de la PCR en temps red gorofitant I'activitat exonucleasa de la DNA
polimerasa sobre sondes marcades amb dos fluorocroms (TagMan assay). Altres tecniques es
basen en la cromatografia Oenaturing high-performance liquid chromatography o DHPLC)
o en la sglenciaci6 amb I'Gs de dideoxinucledtids marcats fluorescentment  (Primer
Extenson Analyss). Recentment sShan desenvolupat metodologies d'andis del DNA basades
en les técniques despectrometria de masses, com € MALDI-TOF o d ES. E MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight) mesura € pes molecular de les
molécules directament, combinant la separacil, deteccid i caracteritzacié daguestes en un ol
pas. Per aix0, és necessari transformar a estat gasds les biomolécules. En la técnica sirradia
una mariu absorbent de llum, que conté ds fragments a anditzar, amb llum ultraviolada,
ionitzant dguns dels &cids nudeics i pametent per tant, que posteriorment aquests Saccderin
en un camp déctric. Les particules xoquen contra un “mirdl” ionic i en invertir la direcc6d dd
Seu moviment sOn detectats per un sensor. Anditzant @ temps transcorregut després del xoc i
fins a la deteccid de la particula, es pot etimar d seu pes molecular (Andersen i Mann, 2000;
Meldrun, 2000). La técnica ESl (Electrospray lonization) segueix la mateixa filosofia pero
anb una técnica de voldilitzacidé de les modres modificada (Andersen i Mamn., 2000;
Medrun, 2000). Agquestes noves tecnologies poden gplica-s2 a diferents tipus de molécules,
com &cids nudeics i aminoacids, de manera que pemetran, en un futur proper, un avang

accelerat en @ camp dela protedmicai de lagenomicafunciond.

Aprofitant ds avengos en enginyeria de materids semiconductors, sha desenvolupat
una meodologia dandis automditzada en suports miniagura In Slico, coneguts com
Microxips de DNA o Microarrays. Son suports solids ds que shan transferit, 0 en ds que
shan dgntetitzat, centenars de milers doligonucledtids o fragments de DNA de sejlencia
coneguda permetent aixi anditzar fragments de DNA o RNA per hibridacié. La deteccio
dhibridaci6 es reditza normadment per fluorescencia i requereix d suport de potents
programes informetics dandis. Es poden aplicar a méodes diagnodics o a metodes
genomics (mapelg gendtic, seqlenciacio, deteccid de  mutacions, monitoritzecio  de
I'expressio, etc.). La nova tecnologia de microxips esta revolucionant € camp de la gendtica,
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degut a les saves nombroses golicacions i a lI'enorme quantitat de dades que es poden obtenir
en poc temps (Nature Genetics Editorid, 1996; Hohelsd, 1997).

1.3.2.2 Pedigrees familiars

Una poblaci6 amb un pedigree conegut de dues o tres generacions permet reditzar un
seguiment de la transmissio des d- lds a la descendéncia, i per tant, permet detectar fendomens
de recombinaci6. Per a crear atificddment desequilibri de lligament i perque d nivel de
vaidbilitat gendtica en la poblacidé sgui d més deva possble podem, en vegetds o0 en
animds de laboraori, reditzar encreuaments de poblacions consanguinies | de fons genetic
diferent. Pogeriorment es poden creuar ds animds de la Fi, que son hipotéticament
heterozigots en la mgoria dds seus loc, amb una de les poblacions parentals (retrocreuament
0 backcross) o entre dls (entrecreuament o intercross). En un entrecreuament sobté una F; en
la que segregaran tots ds lod. En ds animds domedics no es digposa daguests linies
consanguinies, de manera que es creuen animds de poblacions no consanguinies pero
divergents, amb notories diferéncies entre eles (Beckmann et al., 1988). El disseny més estés
en egpecies domediques és d encreuament des animds de la F; ja que presenta un mgor
poder estadistic que € retrocreuament.

1.3.2.3 El mapa genétic porci

La condruccié de mapes genetics requereix un suport informétic per la complexitat i €
volum dds cdculs a reditzar. Exigeixen diferents programes que permeten € processament
daguestes dades. Un dds més utilitzats és € software LINKAGE (Lathrop i Laoud, 1983),
que utilitza la informaci6 dds marcadors individudment i pot reditzar estudis d'associacio
amb caracters fenotipics. MAPMAKER/EXP (Lander i Green, 1987) és un dtre programa que
pemet 'obtendd de mapes de lligament mitjancant marcadors moleculars en  poblacions
experimentas, encara que no ha esta gplicat en porci. No obstant, € programa de congtruccio
de mapes de lligament més utilitzat en gendmica porcina és I'anomena CRI-MAP (Green et
al., 1990). Permet la congruccid de mapes genetics mitjancant 1'ls de la informacié de dos
marcadors Smultaniament  (Two-point analysis 0 € processament de les dades de tots es
marcadors de cop (Multi-point analysis), axi com I'andis de la fiabilitat dels ordres atorgets

ads marcadors, proporcionant taules de LOD scores (mesures de maxima versemblanca
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trandformades mitjancant logy per a vaorar la fiabilitat des resultats). Aquest programa
també permet la deteccio derrors en d genotipat mitjancant l'existencia dexcessus dobles
recombinants entre dos marcadors vei ns. Té en compte I'exigéncia de dobles recombinants i
dinterferéncia entre es entrecrelaments. A més, permet la deduccié de genctips puntuds, en
cas que aquests fdtin a partir de la informacio dels seus progenitors. A l'ordre dds marcadors
dels mapes gendtics condruii ts se |i a@orga una versemblanca, que contragtant-la amb dtres
mapes, pot gudar al'deccid de |’ ordenaciéo més fiable i conastent.

Els primers mapes genétics descrits en porci estaven formats per 7 grups de Iligament,
conditui ts per grups sanguinis i polimorfiames  bioquimics (Echad et al., 1990).
Pogteriorment, es va produir un aveng espectacular en la condruccio dels mapes genetics
porcins, protagonitzat basicament per tres projectes diferents pero interrelacionats.

1.3.2.3.1 PiGMaP Consortium

Aquest projecte (Pig Gene Mapping Project) (www.ri.bbsrc.ac.uk/pigmap) es va
eaborar mitjangant la col- laboracio de 18 grups europeus i 7 laboratoris des USA, Jgpod i
Audrdia El materid animd estava forma per cinc pedigrees F, de referéncia provinents de

encreuaments divergents. Tres dels (Rodin, INRA i Wageningen) varen creuar Meishan amb
Large White. El grup suec va creuar porcs senglars mascles amb femdles Large White i d
grup de Hohemhem va crear ds R, a patir dd porc senglar X Pieran. Sanditzaren 239
marcadors moleculars per a aguests animas i €s genotips obtinguts semmagaizemaren en
una base de dades (ResPig) gedionada pe grup de Rodin. D'aguests marcedors, sen
poscionaren 81 de dasse | i 152 de tipus II. Sexantanou ddls etaven podcionats també en
mapes fiscs, essant de gran guda per I'estimacio red de la longitud dd genoma porci. Sis
dels marcadors genetics no van poder s assgnats a cg grup de lligament concret. La
longitud mitja dd mapa era gproximadament de 1.800 cM, essent menor d mapa dds mascles
gue € de les femdles (Archibdd et al., 1995). El mgpa genétic dd PIGMaP edta forma en
agquests moments per 700 marcadors moleculars, 300 dds quas sHn gens estructurds
(Rothschild, 2000).

13232NORDIC

Aquest mapa fou reditzat per cientifics escandinaus i es va basr en @ genctipa de

105 marcadors moleculars en un encreuament de dos porcs senglas mascles amb it
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femelles Large White, i amb d que es va obtenir una F, formada per 200 porcs. El mapa
genétic es va congruir amb @ programa informatic LINKAGE i mesurava, com a mitjana de
macles | femdles 1.800 cM (Ellegren e al., 1994b). Pogteriorment d mapa fou actualitzat
per Marklund et al. (1996a), contenint 236 marcadors, dels quas 89 eren de tipus |, a més, 72
marcadors estaven també mapgats fiscament. El mapa fou condrui t anb € software CRI-
MAP i té una grandaia mitjana de 2300 cM, i € de las femdles és, de mitjana, 1,4 vegades
maor que d dds mascles (degut a la mgor fregliencia de recombinacié que posseeixen les
femdles). Aquest mapa fou utilitzat per a la posterior deteccié de QTLs amb efecte sobre
caractersde quditat delacand i delacarn.

13233 USDA-MARC

Presenta diferencies amb els mapes europeus en estar condtituii t gairebé Unicament per
microsatd- lits i per basa-se en un pedigree animd de dues generacions, obtingut a partir dun
tipus de retrocreuament en @ que estan involucrats aimas Duroc, hibrids comercds i tres
races xineses (entre dles la Meishan). El 1994, Rohrer et al. publiquen un mgpa format por
366 marcadors tipus I, la magoria microsatd- lits i 15 marcadors tipus |. El 1996, Rohrer et al.
publicaren un mapa ddta dendta, ja que edtava forma per 1042 loc agrupas en ds 19
grups de lligament, dds quas 124 edaven mapgats fiscament. La mida mitjana daquest
mapa sacostava as 2.300 cM. (www.genomei agtate.edw/maps'marcmap/html).

L'atud mapa de lligament porci eta composat per prop de 1900 lod
(http:/Aww.ri.bbsrc.ac.uk/), (deds quas uns 530 sHn gens edructurds) amb una digancia
mitja entre marcadors de 3 a 5 cM. No obgtant, encara resten amples regions sense marcadors
poscionas, egpecidmet ad cromosoma X. Agquesta Stuadd millorara substancidment amb la
imminent inserci6 de 2000 marcadors de tipus AFLP (Plastow, comunicacié persond).
Paral- Idament, prop de 600 loci estan podcionas fiscament, i vora de 1.000 esan en
pannells de cd- lues somatiques hibrides El panorama futur és esperancador, ja que és de
suposr que € mapa genétic porci surti directament beneficia dd rgpid aveng en la
locditzacio de gens edructurds en ds mapes huma i dd raoli gracies d magpeig comparatiu
(Rothschild, 2000).
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14 DETECCIO | LOCALITZACIO DE QTLs

Els mgpes gendtics, condtituii ts per marcadors polimorfics i codominants, tenen una
elevada importancia per la seva contribucié a la deteccié de regions gendmiques amb efecte
sobre carecters quantitatius. La magoria dds caracters productius presenten variacio continua,
i segons @ modd infinitesma proposat per Yule et al. (1906) estan controlats per multitud de
gens amb un efecte molt petit perd acumulaiu sobre @ caracter. S bé agquest modd sha
utilitzat amb un éxit raonable durant decades, en ds Ultims anys sha verifica que per a molts
caactars exideixen uns pocs gens que expliguen un devat percentaige de la variacio
fenotipica, mentre que la reta de la variabilitat en & caacter es deu a nombrosos gens
defecte petit (Lande, 1981). Un QTL Quantitative Trait Loci) és una regidé gendmica més o
menys acotada, en la que hi trobem un o varis gens defecte dgnificatiu sobre un carecter
quantitatiu. Per a detectar aguestes regions, és necessri Ln dissny expeaimentd amb un
pedigree conegut, en @ que shan mesura es vaors fenotipics pels caracters dinterées i en d
gue shan determinat els genotips corresponents a varis marcadors polimorfics. L'objectiu és
condruir un mapa gendtic amb una dendtat de marcadors suficientment elevada per poder
detectar I'exigéncia de desequilibri de lligament entre agun marcador i d QTL putatiu.
Edtudiant, per tant, la segregecid dels marcadors genetics en les diverses generacions
daguests pedigress familiars es pot identificar I'exiténcia d'associecions entre  determinats
loci i d carecter d'interes.

El primer trebdl dassociacio dun marcador amb un caracter quantitatiu fou descrit per
Sax (1923) quan va detectar que @ color de la llavor dd pesol (Phaseolus vulgaris) es podia
usr com a marcador dd pes daguesta Adonemnos que € primer dds caracters té una
distribucié discreta | @ segon és quantitetiu. Als anys cinquanta i Seixanta sorgeix un creixent
interes per la deteccio de gens amb efectes quantitatius en animds domestics (Nemann-
Sorensen | Robertson, 1961). Per detectar aguests gens stilitzaven polimorfismes bioquimics
(enzims, protei nes i grups sanguinis), perd no donaven resultats molt esperancadors degut d
baix nombre de marcadors digponibles i a I'deccié deatdria dels individus de l'experiment.
Els edudis de deteccid de QTLs mitjangant I'is de marcadors genétics shan optimitza
sensblement en ds Ultims anys grecies a I'gparicid de nous marcadors polimorfics didribui ts
per tot d genoma i d desenvolupament dandiss edtadidiques i dissenys experimentds més
eficagos.
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1.4.1 Dissenys experimentals

Els dissenys experimentas per a la deteccio de QTLs a través de I'Gs de marcadors

genétics en encreuaments 2 es basen generdmert, en les seglients suposicions:

El caracter quantitatiu es distribueix normament.

Exigteix lligament genétic entre s lodi.

Elslod ssgreguen menddianament.

Exigexen dosd- ldsend QTL, cadascun d dlsfixats en les poblacions parentds.
Elsindividus de la generacié i son heterozigots pels marcadorsi s QTLs.

No hi ha hagut seleccid pels marcadors (per evitar fixacié delsd- 1els).

Els marcadors no tenen efecte pleiotropic sobre es caracters esudias.

O N o gk W DN

No exigeixen fendmens depistasia per cap dels cardcters.

L'efecte dun QTL es detecta comparant les mitges fenotipiques de les diferents classes
gendtiques daquest QTL, edimades a patir dels genotips dels marcadors genétics associats.
Aixi, per a un QTL did- Idic, exigeixen tres classes genatipiques anomenades, Q1Qi, Q1Q-,
QQe, amb vdors genatipicsa, d | —a, repectivament.

Com sha mencionat en d capitol anterior, cd digposar duna poblacié de referencia
formada per dos o tres generacions, en la que es puguin reditzar s estudis de lligament i de
cosegregacio. En plantes 0 en animds de laboratori es poden creuar dues linies consanguinies,
amb d- lds fixats en tots s loci, de manera que la heterozigositat en la F tindra d vdor de la
unitat en la mgoria dds marcadors i en ds QTLs Aixi es crea desequilibri de lligament i
augmenta la vaiabilitat fenotipica dds caracters. En animads domeéstics no obgant, no es
digposa de linies consanguinies, aixi que sapliquen dtres tipus de encreuaments. Exigeixen
diferents dissenys experimentas en fund6 de l'egpecie implicada, € Sgema productiu, €s
caacters que sestan estudiant i €ls recursos economics dels que es disposa. En bovi de llet per
exemple es reditzen andiss intrafamilia en families de mitges germanes, en d que
coneixem com a un disseny de filles o de netes. D'dtra banda, en porci i en aus de produccio
no es digposa de regidres familiars i fenotipics suficientment grans, de manera que es fa
necessxia la reditzacio de encreuaments experimentds entre linies divergents que diferexin

sgnificativament en ds fenotips dels caracters dinteres (Beckmann i Soller, 1988).
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1.4.2 Mé&todes estadistics per al mapeig de QTLSs

1.4.2.1 Aproximacié amb un sol marcador

Aquest métode detecta l'existéncia de desequilibri de lligament dd QTL respecte a un
0l marcador did- ldic comparant les mitges fenctipiques dd cardcter per a cada una de les
classes genctipiques dd marcador. La diferencia entre les mitges permet estudiar I'efecte
fenotipic dds dos d- lds Per provar S aguest efecte és sSgnificaivament diferent de zero
sgplica una andid de la vaiancia (Soller i Brody, 1976). Aquest métode presenta nombrosos
inconvenients degut a l'devat nombre danimds que requereixen ser anditzats | que, en
anditzar-se €ls marcadors individudment, no es defineix la podcio reaiva dd QTL respecte
d marcador, de manera que I'edtimacié de I'dfecte QTL queda eshiaixada (infravdorant-la
quant menys lligats etiguin ambdas lodi).

1.4.2.2Interval Mapping

El mepeig dintervads propost per Lander i Botgten, (1989) anditza I'exigencia dun
QTL putatiu flanquelat per dos marcadors. La presencia o absencia dd QTL es detecta a partir
de la diferéncia fenotipica entre les classes genétiques dd QTL edimades a patir dds
genctips dels dos marcadors. Mitjancant € métode de Maxima Versemblanca (ML) es
compara la probabilitat que, obsarvant cosegregecié, hi hagi lligament dds marcadors amb un
QTL (hipotes dterndtiva, Hi) amb la probabilitat que aguesta cosegregecidé no  edigui
as0ciada a cgp QTL lligat ds marcadors (hipotes nul- la, Hg). Per comprovar la forca ded
resultat es cdcula € Lod Score daguest cdcul de ML. Amb aguest métode saconsegueix
informacio sobre la poscidé dd QTL i sincrementa I'exectitud de l'estima dd seu efecte. No
obstant, requereix pedigrees deivats dd encreuament de linies consanguinies, | tedricament
homozigotes per a tots ds lod, de forma que tots ds marcadors Sguin totament informatius

en la generacio segregant.

1.4.2.3 Regressio amb multiples marcadorsMinims quadrats

Hdey e al. (1994) desenvoluparen aguesta metodologia de deteccié de QTLS, que
aplica d métode dds Minims Quadrats (LS), i demodraren que les edimacions | estadigtiques
que resultaven eren molt semblants a les de ML. L avantatge respecte a ML radica en que LS
no requereix caculs tant complexes ni Sgemes computacionds tant potents i, per tant permet
complicar d modd edadigic afegint-li efectes fixes, interaccions entre QTLS, etcétera, de
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manera que es redueix € biaix i augmenta la poténcia en la deteccio de QTLs (Hdey i Knoatt,
1992). Es també un métode de mapeig per intervas, perd amb la regressié de Hdey sutilitza
la informacié de tots ds marcadors de manera que es pot aplicar en animas domédtics, pels
qu no es digposa de linies consanguinies perd s de poblacions genéticament molt divergents
gue també poden ser creuades. El modd suposa que les linies dedl encreuament posseeixen
d- lds segregant en ds marcadors, perd que per ds QTLs exigeixen d- Ids dternatius i fixats
en cada una de les poblacions originds. El genotip dd QTL es cdcula en cada cM
condicionada d genotip dels dos marcadors informatius que flanquegen d QTL putaiu. El
modd suposant un QTL es contrasta amb d modd que no indou & QTL en cada cM,
mitjancant un test F dassic.

1.4.3 QTLs detectats en porci

La mgoria dds projectes de deteccio de QTLs shan basat en una andis totd dd
genoma a patir de marcadors podcionas en d mgpa de lligament cada 20 cM
goroximadament, per axi tenir una potéencia edtadiica suficientment dta per a detectar €
desequilibri de lligament de quasevol QTL defecte deva amb adgun dds marcadors
Normament es prenen dades de nombrosos caracters fenotipics, com poden s es caracters
de quditat de la cand, de quditat de la carn, carecters reproductius 0o amb efecte sobre
madties 0 respostes immunes. El méode edtadidic més utilitza per edimar la poscid i
l'efecte dels caracters quantitetius és @ desenvolupa per Hdey e al. (1994) descrit
anteriorment. Per augmentar @ desaquilibri de Iligament entre s lod i la variacio fenotipica
dels caracters es reditzen encreuaments de races divergents per aguests caracters. A meés, en
la mgoria de casos, | degut a que sassumex gue ds QTLs tenen un efecte basicament additiu,
les poblacions experimentas sin en la seva mgoria, dd tipus 2. A la taula 1.1 es detdlen ds
trebals més relevants en ds que sha publicat la deteccié ddgun QTL amb efectes sobre
caracters productius en porci.

1.4.3.1 Caracters de qualitat de la canal
Andersson et al. van descriure € 1994 d primer trebdl de deteccid de QTLS en porci

utilitzant un encreuament F, de porc senglar i Large White. En concret, detectaren una regio
bagat amplia a nivel proxima dd cromosoma 4 que explicava gproximadament d 18% de
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la vaidncia addiiva en la F, de l'epessor de greix dorsd | @ percentatge de greix
abdomind, aixi com @ 12% dd creixement des dd naixement fins ds 70 kg i d 11% de la
longitud de lintesti prim. Els d- lds dd porc senglar sassociaren a una mgor deposicié de
greix i a un menor creixement i longitud de lintesti prim. Degut a la poca precig6 de l'etima
de la poscié dd QTL va quedar d dubte de S es tractava dun QTL amb efectes pleiotropics
sobre aquests caracters 0 9, ans d contrari, hi havia dos QTLs segregant en aquella regio.
Aixi maeix, varen detectar en d cromosoma 13 un locus cosegregant amb la veocita de
crexement des dd naixement fins ds 30 kg. El QTL dd cromosoma 4 ha estat confirmat
poderiorment, tant pd mateix grup (Marklund et al., 1996b; Knott et al., 1998), assgnant-li
fins i tot més efectes sobre ddtres caracters (Andersson-Eklund et al., 1996), com per dtres
trebdls utilitzant diferents encreuaments expearimentds (Wang & d., 1998, Wadling & al.,
1998, Bidand et al., 1998, Bidand et al., 2001). Donada la condgténcia des resultats
obtinguts, Maklund et al. (1999) van decidir denomina-lo FAT1. Més recentment, Waling
et al. (2000) han confirma la presenda dd QTL dd cromosoma 4 en una andis conjunt de
vaies poblacions de referencia en les que individudment shavia detectat d QTL, per
augmentar la poténcia estadigtica dels resultats. Tot i ax0, encara no sdbem exactament 9 es
tracta dun o varis QTLs segregant en la mateixa regio, encara que tot gounta a un sol QTL
defectes pleiotropics. També dtres grups han detectat un QTL a la mateixa regio dd
cromosoma 13 amb efectes sobre @ creixement abans dd dedletament | I'espessor ddl greix
dorsd (Yu et al., 1999; Maek et al., 2000; Bidand et al., 2001).

A la regio dd Complex Mgor dHisocompatibilitaa (MHC), d cromosoma 7, un QTL
defectes sobre creixement i greix dorsal fou detectat per Rothschild et al. (1995) i confirmet
pogteriorment per Bidand et al. (1996; 2001), Rohrer i Kede (1998a) Rohrer (2000) i Wang
et al. (1998).

Altres regions cromosomiques han presentat evidencies edtadidiques de contenir
QTLs amb efecte sobre la conformacié de cand, com €s descrits per Rohrer i Kede (1998b)
en d comosoma 1 i X, anb efecte sobre l'area dd llom i @ pes ddtres peces de
I'especgament i en d cromosoma 7 relacionat amb la longitud de la cand 0 d QTL desorit
per Casas-Carillo et al. (1997b) en d cromosoma 3 sobre la velocitat de creixement. Rohrer
(2000) va detectar efectes sobre @ pes | I'esta d'engreixament a diferents edats, en ds
comosomes 1, 2, 7, 8, 9, 12 i X. Bidand et al. (2001) han publicat recentment la deteccié de
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QTLs per a greix i creixement en ds cromosomes 1, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16, 18 i X.
Gddermann et al. (1996) varen trobar un QTL en la regi6 dd RYRL (cromosoma 6) que
dectava a diferents caracters de conformacié de la cand, quditat de la carn i engreixament
entre d'dtres, i van proposar € propi gen RYRL com a gen candidat. D'dtres moltes regions
han eda relacionades amb caracters de quditat de cand, perdo ds QTLs descrits anteriorment
0N esmés estudiats 0 s mésrellevants.

14.32 Caractersde qualitat dela carn

Molt pocs QTLs de quditat de can shan detectat fins d moment. Rothschild et al.
(1995) ven detectar dos QTLs, un d cromosoma 4 i l'dtre d 7, ambdds amb efecte sobre la
feemesa i € color de la can. En trebdls poderiors es va confirmar d QTL dd cromosoma 7,
associant-lo fins i tot, amb dtres factors de quditat de la can (Wang et al., 1998, Moser et
al., 1998). AnderssontEklund et al. (1996), van trobar dos QTLS en ds cromosomes 2 i 12
amb efecte sobre  pH, la cgpacitat de retencid daigua i la pigmentacié dd miscul. En un
encreuament de Meshan es va trobar una regié rdacionada amb € nombre de fibres
musculas en d cromosoma 3 (Bidand et al., 1998), aixi com una dtre en  cromosoma 7
anb efecte sobre s nivels dandrostenona, es efectes dd qud incideixen en d color de la
can (Bidand et al., 1996). Pd percentatge de greix intramuscular, De Koning et al. (1999)
van detectar tres QTLs de dgnificacid suggestiva en ds cromosomes 2, 4 i 6, i van epecular
sobre I'exigéncia d'imprinting en d cromosoma 6 (De Koning et al.,, 2000). Ovilo et al.
(2000) van detectar en € maeix materid animd en € que es basa la present tes, un efecte
molt més devat que d desrit anteriorment sobre @ greix intramuscular en d cromosoma 6,
tractant-se possiblement dd mateix QTL trobet per de Koning.

Per ds caracters que influeixen en la quditat dd grex, fins molt recentment no shavia
descrit cap QTL, degut a que no shavien enregidrat les mesures fenctipiques pertinents en la
mgoria de proectes. Grindflek et al. (2001) han publicat un trebdl en € que descriuen un
efecte de dgnificacid dubtosa sobre d percentatge dacid margaric (C17:0) en d cromosoma
4, en un encreuament de linies comercid's noruegues.
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Taula 11 Projectes de deteccio de QTLs en porci amb articles publicats.

PAIS  DISENY RACES CROMOSOMA | CARACTER
Suédia F WB, LW 24,810,13 G,C,CA
Escocia F, MS, LW 4,7,14 G C L
Franca F MS, LW 1,4,5,7,14, X G, P

ISU (USA) = MSMZ,D,LD,HS 4713 G PC
Minn. (USA) F MS, YS 1,2,4,813 C
Wisc (USA) HS Co 3 C

USDA-MARC (USA) F MS, Co 1,2,6,7, 12, X G, P CC
Holanda F, MS, LW, LD 2,6,7 G, GRIN, M
Alemanya F WB, PT, MS 6 G, CA
Espaya F, IB, LD * *

Abreujaments ISU, lowa State University; Minn., University of Minnesota; Wisc., University of Wisconsin-
Madison; HS, mitjos germans, WB, porc senglar; LW, Large White; MS, Meshan; MZ, Minzhu; D, Duroc; LD,
Landrace;, HS, Hampshire, YS, Yorkshire Co, linies comercids PT, Retran; IB, porc Ibéric, G, Grex; C,
Creixement; CA, Quditat de la Can; L, Area dd llom; P, Pes, CC, Conformacié de la Cand; GRIN, Greix
Intramuscular; M, profunditat del mdscul. * no sindiquen els resultats per formar part daguesta tes.

No obgtant, la deteccio de QTLS en encreuaments experimentds en €s que exidex
una gran variabilitat genetica, no és suficient per a que la indigtria ramadera pugui treure
profit daguesta tecnologia Es possble que d QTL detectat en encreuaments experimentals
N0 sregi en poblacions comercids, degut a que en aquestes la variabilitat genética es veu
dradticament redui da Per demodtrar gque la tecnologia del mapeig de QTLs pot ésser gplicada
en linies comercids per d seu poderior Us en MAAS, Seda portant a terme un projecte
financat pd Programa de Biotecnologia de la Unié Europea. Aquest projecte és una
col- laboracio entre cientifics suecs, escocesos, anglesos | espanyols entre es que shi troba la
Unitat de Gendtica i Millora Animd de la Universtat Autonoma de Barcdona (PigQTech
Consortium).

1.4.4 | dentificaci6 dels gens associats als QTLS

Degut a la baixa precisé en la locditzacio de QTLs dds métodes actuds, aquestes
andiss no Hn més que la fase inicid dun procés més llarg encamina a la deteccio |
caracteritzacid6 completa dds gens que conditueixen d QTL. En ds projectes dandis
complet dd genoma per locditzar QTLSs, (en s que la digancia entre s marcadors és duns
20 cM i ds individus segregants uns pocs centenars) linterval de confianca de la podcio
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cromosomica pot esendres a varies desenes de cM. El seglient pas és reduir aguest interva
tant vast mitjancant € genctipa de nous marcadors i/0 la produccié a partir de la subpoblacio
segregant, de nous individus recombinants en la regié dd QTL. Una vegeda sha posicionat un
QTL amb laméxima precis6 possble, sha de trobar € gen causd.

1.4.4.1 Aproximacions per a la identificacio de gens

1.4.4.1.1 Positional Cloning

Aquest méode es basa exclusvament en € coneixemet de la regio on es locditza d
gen i requereix I'Gs de llibreries de DNA dd genoma que seda edudiant. Un vegada es
digposa dun marcador suficientment proxim ad gen putaiu, (Collins, 1992), es detecta un
conjunt de dons que contenen @ marcador | les regions genomigues adjacents. Diferents
técniques moleculars permeten la identificacid de gens en ds dons de DNA genomic que han
de s seqlenciats i anditzats per trobar € gen responsable de la variacid observada en d
caacter i la mutacié causa. Aquesta metodologia permet la deteccid dds gens implicats sense
tenir cgp coneixement previ de l'estructura genética de la regio ni de la fisologia subjacent a
caacter dfecta. Sha utilitzat principdment per a la deteccid6 de gens responssbles de

mddties humanes.

1.4.4.1.2 Gens candidats

Aquesta metodologia es basa en un conexement detdla de la fisologia dd caracter
edudiat i la sdeccid de gens que, dacord amb aguest coneixement, puguin dfectar a
'express6 daguest caecter. Aqudls gens que per raons fidologiques poguessin edtar
hipotéticament afectant ds fenotips dinterés i que es trobin en varies espécies, es prenen com
a posshles candidats. Una vegada sdeccionats sha de buscar la mutacié que causa €
polimorfisme proteic i produeix lavariacio fenotipica

14.4.1.3 Gens candidats per posicié

L'goroximacio de gens candidats per poscid és un hibrid entre é metode dd gen
candidet i la donacio posiciond, i és de fet I'goroximacio més usud en especies domedtiques.
La invedigacidO es centra directament en uns gens concrets, basant-s2 en la fisologia dd
caacter i en d mapeig comparatiu amb especies d mapa genetic dds quas poseeix un deva

grau de resolucid. Encara que resulta necessari tenir coneixements bascs de fisologia i
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genOmica comparativa, aguesta goroximacid permet buscar gens candidats fins i tot quan
lintervd de confianca dd QTL no ha edat refinadament ddimitat. Les dues metodologies es
complementen  Snérgicament, augmentant substancidment la  probabilitat  de trobar gens
mgars associatsa QTL.

1.4.4.2 Gens candidats detectats en porci

En d mapeig comparatiu per a la deteccié de gens candidats per poscio ositional
candidate gene) es compara la regio que conté d QTL amb € grup dntenic equivdent
degpecies anb un mapa gendtic més desenvolupat, en concret  dhuma i € de raoli. En
aguestes dues egpecies a meés, Sedta avancant de forma accderada en la deteccio |
posicionament de gens mgors de manera que és de suposar que, per mapelg compardiu, pass
d madax en les epécies danimads domedics. La mgoria dds nombrosos estudis de gens

mgors sobre caracters productius en porci es relacionen amb creixement i deposicid de greix.

Molts dds gens cendidas dun QTL poden s d find, € propi gen caud o
smplemet un bon marcador genétic per detectar la mutacio responsable suficientment Iligat
per aser utilitzat en programesde M.A.S.

Un dds gens mgors més utilitzats en programes de sdeccid Gene Assisted Sdlection
0 GA.S) & d gen de I'hdota (Fujii et d., 1991), posicionat en € cromosoma 6 | asociat a la
vaiddlita en € creixement dds animds i la quditat de la can (Gddermann et al., 1996). Per
aguest gen es comerciditza un test-diagnostic (HAL-1843™) aplicat directament a la mutacié
causad de la Sindrome de la Hipetérmia Mdigna, que condsteix en una subgitucio
nuclectidica (C es subgtitueix per T) en la posicidé 1843 dd cDNA, que pot s detectada per
PCR-RFLPi comprovacio en gels d agarosa (Snchez-Bonedtre et al., 1993).

B gen RN (Milan et al.,, 1996, Mariani et al., 19968 Reinsch et al., 1997), locditzat
en d cromosoma 15 porci, que Sassodia a una disminucié dd pH i de la quditat dd pemil
cuit a la raga Hampshire, ha edtat recentment relacionat amb una mutacié en € gen PRKAG3
de la familia de les proteinquineses activades per AMP, i esta presumiblement implicat amb
dgunes formes de diabetis en humans (Milan et al., 2000). Per agquest gen també exigeix un
test comercia per aladeteccid de les seves variantsd- diques (DeVries et al., 1997).
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B gen PITL (Yu e al., 1995; 1999) es locditza a la mateixa regio dd cromosoma 13
en la que Andersson et al. (1994) detectaren un QTL per creixement en porcs lactants. A més,
Yu et al. (1999) han detectat a la maeixa regié, un QTL pel pes d naxement i, a 20 cM de
aguest, un dtre QTL amb efecte sobre I'espessor de greix dorsa. Per estudis de segregacio
sha associat € gen PIT1 a aguests dos caracters. No obgtant, encara no sha pogut determinar
S es tracta dd propi gen causd 0 9, ans d contrari, d responsable és dgun gen dtament
lliget, de manera que d gen PIT1 seria un bon marcador. En un cas Smilar es troba  gen
AMPEPN, que eda locditzat a la regio dd MHC en d cromosoma 7. En un etudi de
segregacio sha demostrat la seva associacié amb cardcters de creixement | de greix dorsd
(Nidsen et al., 1996). També d gen IGF-1, en d cromosoma 5, Sassocia a creixement | a
deposicié de grex subcutani (CasasCarillo et al., 1997a8). De la maeixa familia és d gen
IGF-2, locditzat a l'extrem digd dd comosoma 2 i asocdat amb €  desenvolupament
muscular i dd que es digposa dun diagnogtic comercid. D’aguest gen nomes sexpressa la
copia paterna degut a I'efecte que es coneix com imprinting (Jeon et al., 1999; Nezer et al.,
1999). Altres gens candidats associats amb creixement | deposicié de greix, degut d seu
efecte sobre la gana, sin € gen de la colecistoquinina (CCK), d CCKAR o gen dd receptor A
de la colecigoquinina (Clutter et al., 1997), d gen Obese que codifica per a la leptina
(Neuenschwander et al., 1996), d gen dd receptor de la leptina (EPR) (Vincent et al., 1997)
i € gen dd receptor de melanocortina 4 MC4R) descrit molt recentment (Kim et al, 2000a),
per d que sesta comerciditzant un test dagnodtic utilitzat per millorar laganadds animds.

El gen de I'normona dd creixement o GH (Nidsen et al., 1995; CasasCarrillo et al.,
1997a), esta mapga en € cromosoma 12 i sascia a la conformacié de la cand | a l'edat de
engreixament.  Aquest gen eda regulat, entre dtres pd PIT1, dd qud hem pala
anteriorment.

També shan descrit dguns gens per caracters de quditat de la carn, entre ds quds shi
troba d a-FABP i d h-FABP pd seu efecte sobre € percentatge de greix intramuscular (IMF).
B aFABP (Gebens et al., 1998) eda podcionat en d cromosoma 4, molt proper d QTL
descrit per Andersson et al. (1994) i conté un microsad- lit intronic amb un polimorfiame
asociat a grex intramuscular | creéixement a la raca Duroc. Aquest microsad- it sha estudiat
posteriorment en un encreuament de linies europees amb Meishan, sense haver-se trobat cap
associacié amb aguests caracters (Gerbens et al., 2000). D'dtra banda, és un gen candidat
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interessant per aquells QTLs detectats en aquesta regié de cromosoma 4 i que tinguin efecte
sobre d grex i d crexement. Bl h-FABP és un gen locditzat en d cromosoma 6, proxim a un
QTL per d gruix dd grex dorsa i IMF, en d qué es va trobar associacid amb IMF en una
andis de segregacio en Duroc i en Meishan, (Gerbens et al., 2000) i és per tant, un bon gen
candidat per aguest carecter. Curiosament no sha detectat cgp associacio daguest gen amb la
deposicié de greix dorsd, de manera que cd suposar que es podrien reditzar programes de
sdeccid pr MAAS. per augmentar IMF sense augmentar la deposicié de greix subcutani. No
obgant, en I'estudi reditzat per Ovilo et al. (2000) no sha detectat cap associacio amb agquests
caactes. Actudment, ambdds gens sedan utilitzant a la indidria porcina mitjancant
diagnogtics moleculars.

Alguns gens sasocien d metabolisme proteic, com € gen de la cdpana SKMQO) i d
de la cdpadatina (CAST), podcionas en ds cromosomes 1 i 2, respectivament (Emgt et al .,
1998). Altres gens es relacionen amb d desenvolupament muscular 1 @ tipus fibril- lar en
etapes embrionaries, com ds gens de la familia MyoD (miogening, MyoD1, Myf5 i Myf6) (te
Paset al., 1996).

També sha avancat en la deteccid de gens associats a caracters reproductius i factors
de resgéencia a mddties i resposta immune, i fins i tot shan descrit gens asocias a trets no
directament rdacionats amb caracters de quditat productiva ped s més gorecias a la
indidria porcina. El gen ESR 0 gen dd receptor de I'estrogen (Rothschild et al., 1996) i d gen
del receptor de la prolactina PRLR) (Vincent et al., 1998), estan ambdds clarament associats
anb d nombre de garins par pat i es digposa dun tet genetic desenvolupat i utilitzat
actudment a la indUgtria porcina. Per Ultim, es disposa de tests diagnostics per detectar es
polimorfismes del gen associat amb @ color blanc de la cgpa dds porcs de tronc cdta, d KIT
descrit per Johansson-Moller et al. (1996). En una Stuacid smilar es troba € gen MCILR
(Mariani et al., 1996b), responsable dd color rogenc de la cgpa en porci.

1.5 DNA MITOCONDRIAL
La mitocondria és una organd- la intracd- lular present a les cd- lules eucariotes que

conté un Unic comosoma crcula., El DNA mitocondrid dds mamifers conté

goroximadament 16 kb, no conté regions intergéniques ni introns, i fins i tot dguns dds seus
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gens edan solgpats. Aquests gens intervenen en funcions respiratories (obtencié d'energia), de
replicacid i de traducci6 dd DNA mitocondrid (Lewin, 2000). Degut d procés de
gametogenes, I'heréncia mitocondrid és tan sols dorigen matern, de manera que tots ds
animas descendents duna maexa femdla ancestrad presentaran un DNA  mitocondrid
identic per descendéncia Aix0 permet anditzar l'origen de la linia materna dds animds i
permet 'estebliment de rdacions filogenetiques entre diferents poblacions. Aixi, per exemple,
Troy e al. (2001) han pogut confirmar l'origen de les races bovines europees actuds,
egablint-lo a l'orient proxim. De la mateixa manera, Giuffra et al. (2000) van establir l'origen
filogenetic europeu o0 asatic de diferents races porcines comercids i van concloure que les
races porcines europees van divergir dun avantpasst sdvaige diferent dd que va originar las

races asdiques.
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31 MATERIAL ANIMAL

El maeid animd d'aguest projecte eta format per un encreuament F, entre mascles
Ibérics de I'edtirp Guadyerbas i una linia de truges Landrace que es va obtenir a les granges de

NovagenéticaSA., a Solsona

La raca dd porc Ibéric compren varigtats rogenques i negres que es subdivideixen en
entrepelades | glabres. La linia Guadyerbas (Figura 3.1) és una edtirp expeimenta tancada
formada per un nombre reduit d'animas i que es troba d “Deheson dd Encina” (Oropesa,
Toledo). Es va formar d 1945 a patir de 5 masdes i 27 femdles de porc Ibéric de I'edtirp
negro lampifio de la Vega dd Guadiana i per tant, posseeix una cgpa fosca i desprovida de
pd. La seva cand es caracteritza per ésser extremadament grassa i de mida redui da. Son
animds de baixa pralificitat i creixement molt lent, i encara que ds encreuaments On dirigits
per td de controlar la consanguinitat | d parentesc, aguestes dues mesures han assolit vaors
de 0,360 i 0,401, respectivament (Toro et al., 1999).

Figura 3.1 Porc Ibéric de |’ estirp Guadyerbas.

B [0

Les femdles Landrace que es van tilitzar per I'encreuament, provenien d'una linia de
Nova Gengtica sdeccionada per a un index que combina d nombre de garrins obtinguts per
pat, d crexement i d greix dorsd, essent animas amb una bona conformecié de la cand,
baix engreixament i una prolificitat rdaivament dta (Figura 3.2). Encara que la freqliencia de
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PSS és rdativament dta en Landrace, es van escollir femeles que no presentessn I'd- Id

recessu (Ha") En ds animas Ibérics no fou necessari reditzar € test ja que aguesta raca esta
lliure de I'anomdia

Figura 3.2 Truja Landrace.

Les caracterigtiques de conformacié i de quditat de la can d aquestes dues poblacions
van ser comparades en un edtudi reditzat per Serra et al. (1998). En aguest edudi
Sanditzaren 7 femdles i 5 masdles Ibérics de la linia Guadyerbas i 20 porcs Landrace, en la
gue es dos sexes edaven representats en pats iguds. Tots €s animas de I'estudi estaven
lliures de la mutacio recessva dd gen de I'hdota Les condicions de maneig foren intensives,
a la mateixa granja i amb dimentacio ad libitum per a ambdues Els porcs Landrace es van
sacrificar ds 105 £ 10 kg mentre que es de la poblacié Ibérica es van portar a I’ escorxador
amb 118 + 11 kg degut a un creixement superior a |I'esperat. ES varen prendre mesures per a
caacters de creixement, conformacié de la cand, greix dorsd | per a caactes que
representessin la quditat de la carn en mogres de Longissmus lumborum i semimembrands
(pH, conductivitat dectrica, color i pigments, axi com dades de grex intramuscular i
humitat). També es mesura la composicié histoquimica dd muiscul i la composcido en acids
greixosos dd greix dorsdl.
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Els resultats obtinguts modraven diferencies entre  ambdues races clarament
sgnificatives per a un deva nombre de caracters, tot i d bax nombre danimds anditzats
(Taula3.1).

Taula 3.1 Mitjade laraga en s carécters amb diferéncies squificatives (Serra et al., 1998).

Caracter Mitja Ibéric Mitja Landrace significacio
GMD 0.45 0.01 0.64 0.01 P<0.001
PC 93.10 1.90 76.20 1.50 P<0.001
KOP 78.60 0.70 72.40 0.50 P<0.001
GD 48.10 1.40 20.70 1.00 P<0.001
pHy 5,75 0.02 5.59 0.02 P<0.001
color 33.80 1.40 38.70 1.10 P<0.01
%GRIN 3.91 0.20 0.66 0.15 P<0.001
Y%Humitat 72.80 0.20 75.00 0.10 P<0.001
Hematina 47.92 2.51 39.52 1.94 P<0.01
%Palmitic 22.98 0.23 20.60 0.18 P<0.001
%0Oleic 48.98 0.43 46.50 0.34 P<0.001
%Linoleic 12.11 040 16.15 0.32 P<0.001
%Linolénic 1.39 0.11 2.06 0.01 P<0.001
%Saturats 34.79 0.42 32.16 0.33 P<0.001
%Monoinsat 51.67 0.51 49.50 0.40 P<0.01
%Poliinsat 13.50 0.48 18.21 0.38 P<0.001
%Fibres | 12.09 0.66 9.09 0.51 P<0.001
dFibres IIB 48.01 1.35 56.31 1.06 P<0.001

Abreujaments GMD, guany mig diari (kg); PC, pes de cand (kg); KOP, rendiment de la cand (%); GD,
epessor del greix dorsd (mm); pH, pH 24 post-mortem; %GRIN, percentatge de greix intramuscular en € L.
Lumborum (LI); %eHumitat en LI; Hemaing, ig d acid hematinic/g de mdscul Longissimus

Com sobserva a la tadla 3.1, d rendiment de la cand fou més devat a lberic, encara
gue aquest efecte Sgui probablement degut a una edet | un pes d sacrifici mgor a Guadyerbas
que a Landrace. També es va observar un espessor del greix dorsal molt més desenvolupat en
Ibéric que en Landrace. Aquest caracter, ahora, Sassociava a la composicio en ecids grassos
de texit adipés essent molt més abundants a Guadyerbas ds acids greixosos saurds
(pdmitic o C16:0) i monoinsaurats (oleic o C18:1) que ds pdliinsaturas (linoleic o C18:2 i
linolénic o C18.3). Es s que € grau dinsaturecié dds acds grasos esta postivament

corrdaciona amb la seva susceptibilitat a I'enranciment  oxidatiu i sembla s que €
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mecanisme pd que Sinverteixen les proporcions en la composicié dd greix a Landrace és per
la seva baixa cgpacitat de sintes d'acids greixosos, de manera que s que sin essencids, com
d linolec (C182) augmetten la seva abundancia rdativa d texit adipés. També es va
observar un percentatge de greix intramuscular superior en les mostres d'Ibéric que en les de
Landrece, fins i tot mgor que a Duroc i Meshan, i pd maeix efecte, d percentatge d humitat
muscular era dgnificativament més devat a Landrace. ESta descrit que € percentatge de greix
intramuscular eta corrdacionat amb € potencid oxidatiu dd miscul esqueldtic, | per tant,
com era d'esperar, hi havia una mgor proporcié de fibres musculars de tipus | (oxidetives) en
Ib&ic, i que a més eren de mgor diametre que en Landrace. D’dtra banda, aguesta Ultima
raca presentava un mgor nombre de fibres de tipus 11B, que a més, eren de mgor cdibre. Un
crexement rgpid i magre es corrdaciona amb un metabolisme muscular més glicditic 1 per
tant és logic que a Ibé&ic d meabolisme sgui més oxidaiu, que dhora Saspda a una mgor

concentracid de pigments i a una coloracio més fosca

En definitiva, totes les dades foren smilas a les descrites | esperades. Tot | que €
nombre d'animds anditzats fou peit, es varen modrar diferéncies darament sSgnificatives
entre les dues races Ibéric i Landrace. Aquest trebdl va servir per a demodrar que € porc
Ibéric i especidment I'edtirp Guadyerbas és cdlarament interessant com a modd per a estudis
genétics.

L’obtencié dds animds F, es va iniciar amb la inseminacio de 31 femdles Landrace
anb semen de 3 masdes Guadyerbas. Poderiorment, evitant ds encreuaments consanguinis,
es van creuar 6 mascles anb 73 femdles F. Es registres fenotipics es van prendre sobre 577
animds de la R, dds quas 295 eren mastles i 282 femdles. El maneig dels animds es va fer
en condicions intensves i amb dimentacié ad libitum a la granja de Nova Gendica Aquest
encreuament experimental i @ projecte de detecci6 de QTLs per a que va ser credt, es
batgaren amb d nom dencreuament i projecte IBMAP (IBMAP Consortium 1998) i amb

aquest nom ens hi referirem.
A la present Tes es descriven | Sanditzen ds resultats corresponents a 321 R

agupas en 58 families en las que hi edan involucrats es tres mascles Ibérics i 29 femdles

Landrace.
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3.2 CARACTERS FENOTIPICS

B saifid dds animds de la F, es va reditzar a una edat mitjana de 175 = 0,3 dies
amb un pes de la cand de 74 + 0,6 kg, en nou lots diferents L’especgament des animds fou
dut a terme de la mateixa manera que en les condicions comercids. Els caracters anditzats
s assemblen as descrits per Serraet al. (1998) | s més destacats son el's seglients:

3.2.1 Caracters enregistrats

3.2.1.1 Mesures de qualitat de la canal

1- Pesviuentre 1i 3 dies abans dd sacrifici (kg).

2.- Pesdelacand passats 30 minuts ddl sacrifici (kg).

3- Pes dd greix subcutani dorsd (kg) i de I'espessor dd greix dorsd (mm) entre la
tercaa i la quata cogdla i a Ss cm. de la linia mitja, mesurat amb la sonda Optica
Fat-O-meter P2, i mesurat amb regleta 24 hores pos-mortem PRG34.

4.- Areadd llom (cn).

5.- Profunditat dd llom (mm) mesurat amb regleta entre la tercera i quarta costellai a
gscm de liniamitja 24 hores pos-mortem PRL 34,

6.- Pesdd pernil (kg).

7.- Longitud delacand (cm).

3.2.1.2 Mesures de qualitat de la carn

1.- pH,d mascul Longissmus dors i semimembrands.

2- Coor de la can en d longissmus 24 hores post-mortem  mitjancant
I espectrofotometre i € colorimetre Minolta CR-200, en d que L* indica la pd- lidesa
0 cdaredat dd color, & recull I'escala de colors dd verd d vermdl i s colors extrems
queindicab* sdnd groci d blau.

3.- Contingut en pigments, mesurat com a percentaige d heméatina a la carn mitjangant
e metode descrit per Hornsey et al. (1956).
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4.- Percentaige de greix intramuscular d moscul L. lumborum mesurat mitjancant la
tecnicaNIT (Near Infrared Transmitance).

5.- Higoquimica muscular d L. lumborumi d miscul Vadt, per a mesurar € diametre
i e percentatge de fibres musculars dd tipus |, 1A, 1IB i IIBoxi. Per a I'andis es van
utilitzar les técniques de tincdd mMATPasa i NADH-TR pe a disuiminar €
metabolisme de les fibresmusculars.

3.2.1.3Mesures de qualitat del greix (mesurades per cromatografia de gasos)

1.- Percentatge d acid mirigtic (C14:0).

2.- Percentatge d’ acid pamitic (C16:0) i pdmitoleic (C16:1).

3- Parcentatge d' &cid estedric (C18:0), oldic (C18:1 K9) i vaccénic (C18:1 n-7).

4.- Percentatge d' &did lindleic (C18:2) i lindlénic (C18:3).

5.- Percentatge d' &cid gadoleic (C20:1) i eicosadiencic (C20:2).

6.- Index meabdlics dds ecids grasos (longitud mitja de la cadena de carbonis o
ACL, index de dobles enllagos o DBI, index dinsauracid6 o Ul i index de
peroxidabilitet o PI.

3.2.2 Regidres fenotipics obtinquts

Els resultas fenotipics per a aguells caracters anditzatls en es que shan obtingut
evidencies ddgun QTL per ds cromosomes anditzas en aguedta ted, es descriuen a la taula
3.2. El nombre d' animas anditzats per a la mgoria dels caracters supera els 300 i per tant, es
pot condderar que la mida de la mostra d'animds anditzats es prou devat per a obtenir

resultats fenotipics figbles.
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Taula 3.2 Regigtres fenatipics en laF,, dels caracters que posseeixen algun QTL descrit ala present tes.

maxim | minim

% IIA 159 9.20 341 1842 2.66

%I 1B 159 6.78 4.32 20.79 0.01
Longitud cand 321 79.26 3.96 90.00 65.00
Pes cand 321 74.90 9.82 107.14 44.35
Pes pernil 321 10.89 1.37 15.12 6.25
Areallom 305 34.66 5.03 5141 2040
PRL34 317 47.48 6.37 68.00 29.00
PRG34 317 28.31 7.90 53.00 10.00

P2 318 25.75 5.85 44.00 12.00

Pes greix 317 2.51 0.76 5.44 1.02

ar 319 6.53 1.23 14.37 0.61

L* 319 48.86 3.95 59.23 37.16
Hemdina 318 29.49 6.63 47.89 1211
pH, 321 591 0.30 7.75 5.37

Ac. mirigtic 321 1.50 0.17 212 0.83
Ac. pamitic 321 21.80 1.46 2522 16.61
Ac. pdmitoleic 321 247 0.37 4.07 1.54
Ac. esteaxic 321 10.88 0.91 2541 7.85
Ac. vaccenic 321 2.94 0.28 5.84 0.40
Ac. dec 321 44.12 1.67 49.60 7.79
Ac. linoleic 321 14.43 1.45 18.79 0.37
Ac. linolenic 321 1.08 0.18 0.23 0.53
Ac. gadoleic 321 0.86 0.21 2.29 0.22
Ac. eicosadienoic? 321 0.63 0.17 1.85 0.13
ACL 321 17.50 0.04 17.69 17.40

DBI 321 0.84 0.03 0.93 0.68

ul 321 2.52 0.23 3.25 1.50

Pl 321 18.49 1.60 23.60 12.75

& en nomendaura lUPAC.

33 ANALIS DELSMICROSATEL- LITS

3.3.1 Extracci6 de DNA

Es ven provar vais protocols dextracci6 de DNA a partir de sang fresca no
heparinitzada. Aquests protocols es basen en I'Us de tampons de digestio amb detergent i
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proteéinesa K per a lisar les membranes plasmética i nudear des leucocits i poderior
desproteinitzaci6 dd DNA mitjancant precipitac ié6 sdina o extraccid amb solvents organics
(fenal: doroform: acohol isoamilic en la proporcid 25:24:1). Es va escollir un metode de
precipitacié de les proteines mitjancant la addicio de NaCl saturat (Miller et al., 1988), que tot
i que proporciona un DNA de qudita inferior a la obtinguda en la desproteinitzacid amb

olvents organics, la puresa i quditat dd DNA és prou bona A més la Smplicitat, la rgpidesa
i la quantitet de DNA gendmic que sobté supera a la proveida pels solvents organics. Aquest

protocol va éssr gplicat ds individus que pertanyen a la F, a partir de 400 nh. de sang fresca
En ds casos en que no fou possble obtenir DNA de sang, € DNA es va extreure de 30 mg de
teixit esplénic o muscular, anb un métode que, mitjancant I'Gs d'una mgor proporcié de
detergent | protéinasa K, permet digerir €s teixits i en € que susa fenol per a desprotenitzar

el DNA. Dona d gran volum de modres, d DNA de la F, y la F, es va obtenir a partir de
375 mL de sang mitjancant un protocol comercid basa també en una precipitacid sdina
(DNA Isdlation Kit for Mammdian Blood, ca. N° 1 667 327, Boehringer Mannheim). El
DNA e va resuspendre en TE (TRISHCI pH 8 10 mM; EDTA 1mM pH 8) i
I’emmagatzemament es fea a —20 °C per poder digposar d'un DNA genomic de bona quditat

i € menys perible possble,

La comprovacié quantitativa i quditativa dd DNA es va fer a patir d'un ni de DNA
genomic de les extraccions, mitjancant eectrofores en ges d'agaosa amb les seglients

caracterigtiques:

Agarosad 0,8 % en tampd TAE (0,04 M Tris-acetat, 0,001 M EDTA).

Voltatge de50 V.

35 minuts.

Com a marcador de quantitet es va utilitzar una escala amb tres concentracions
diferentsde bacteriofeg | .

Un cop reditzada I'dectrofores, ds gds sexposaven a llum UV per a poder observar
les bandes dd DNA-EiBr i es fotografiaven amb un sstema CCD i les imatges eren
digitditzades mitjangant un software informétic de captacio dimatges (BIOCAPT V.97
software). Les imatges S anditzaven pogteriorment mitjancant € software BIO-1D Version 97
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que pemet reditzar, entre ddtres funcions la quantificaci6 dd DNA per denstometria
basada en laintengitat dels pixels de laimatge digitaitzada

En aguns casos, per corroborar la quantificacié i etimar la puresa de I'extraccié del
DNA genomic es va fer un estudi espectrofotometric de DNA a 260 nm de longitud d ong, i
esvacomparar lardacio d dosorbanciaa 260nm/280 nm.

3.32 Microsatd- lits

Un dd objectius dd trebdl descrit en aguesta Tes era d desenvolupament d'un mapa
de lligament per ds comosomes 1, 2, 3, 4, 7, 8 9, 13 16, 17 i X, assgnas d nodre
laboratori en @ projecte IBMAP. La reta de cromosomes fou anditzada d laboratori de
I'Area de Genética Animal dd INIA. Per a I'obtencié des mapes de lligament, indipensables
per a la deteccio de QTLS, disposavemn de primers marcats fluorescentment i que amplifiquen
regions que engloben microsatd- lits didribuits pd coordinedor dd  U.S Pig Genome
Program Max F. Rothschild. L'deccié dds microsad- lits es va reditzar en funcié de tres
criteris.

la poscid en d genoma, que requeria marcadors espaiats cada 20 cM. Per fer-
ho ens vaem basx en ds mges de lligament dd USDA-MARC
(http:/AMww.genome.iastate.edw/maps'marcmap/html).

La fadlitaa d'amplificacio dds marcadors aixi com la faclitat dinterpretacio
dels productes amplificats.

La informativitat dds macadors, que Sincrementa quan hi ha d- lds
dternatius fixats a cada poblacié parentd o quan € nombre d'd- lds é molt
elevat. Aquest parametre fou vaora en tres mascles Ibérics | quinze femeles
Landrace mitjancant I index d’informativitat descrit per Ron et al. (1995).
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L’'index de Ron (le) anditza la informativitat dels microsatd- lits en las poblacions
paentds, de forma que no cd genctipar les generacions seglients per obtenir aguesta dada
Aquest clcul ha edat adaptat d nostre disseny experimenta per poderlo aplicar (Clop et al.,
1998). Aixi, 5 A, Aj ésd genatip de cada mascle Ibéric, caculem:

le= 1 Y{P+ R)

On: P = Frequenciadel’d- |d Ai alamostrade femeles Landrace.
P = Fregliénciadel’d- ld Aj alamodirade femdles Landrace.

Un cop cdcula d le per a cadascun dels tres macles, es cdceula la mitja dels resultats. Aixi,
com menor Sgui la freqiencia dels d- lels Iberics a Landrace, més gran sera @ vaor le per
aquell microsad- lit.

Aixi, d le & maxim quen ds d- les presents a Ibéric no es troben a la poblacid
Landrace anditzada i, per contra, le és 0 quan les dues poblacions anditzedes enen fixat d
mateix d- Id.

Al no disposar de la informacié geneddgica en d moment en que sestava reditzant
agquesta pat dd projecte, cdculdem d le de cada marcador en un grup de 15 femeles que
foren comparades amb ds tres maxles indidtintament, és a dir, sense tenir en compte la

informacio d encreuaments (1&s).

Desporés de provar un tota de 89 marcadors repartits en €ls onze cromosomes assgnats
a la UAB, £n van dexcata 29. Aquests marcadors van ser diminats bé per estar en
poscions cromosomiques properes a marcadors més  informaius, per s de dificl
amplificacié o interpretacié, o bé per tenir un les inferior a 05. Aixi doncs findment es van
sdeccionar 60 macadors amb un les prou devat (Taula 3.3), egpaas en segments
d aaoximadament 20 cM i de facl amplificacio i interpretacié. Un cop sdeccionats s
marcadors mitjancant € le des tres mastles | quinze femeles es va recdcular aquest index
amb les dades de totes les femdles Landrace i, basant-se en la informacié dels encreuaments

reditzats, comparant les femdles només amb ds mastles anb s que shavien creua (Iey).



Material i Métodes

Aixi, pogeriorment es va comparar aquest resultat amb I'obtingut inicidment. A I'anex 4 es
presenta la locditzacid gendtica dds microsatd- lits sdeccionats, en d mapa de lligament
accessble al’ adrega web hitp:/AMww.genome.iastate.edw/maps'marcmap/html.

Taula 3.3. Microsatdl - lits seleccionats per areditzar d mapa ce lligament.

Sequiéncia dels primers

Referéncia

S0214
S0214
0301
S0301
SW2404

AN DD DNDDDDWWWWWWWWWNNRNRNNNMNMNMNNNNMNMNNNRRPRPRERERRRER PR P
é

GTCACAGTGGATGGCATTTG
ACATCCCTAAGGTCGTGGC
AGCCTCCGTGTAATATAATCCTTG
AGGACATCTCTCATTACTGGCAG
TGTTCTCTGTTTCTCCTCTGTTTG
AAAGTGGAAAGAGTCAATGGCTAT
CTCCGGTTTCCATTTGTGG
GATCCCTGCCCCCAACAC
AATGCATTGTCTTCATTCAACC
TTAACCGGGGCACTTGTG
GTTTCTCCTGTACCCACACGCATC
CTACATAGCTGGGCTCAGGG
GATCTGGTCTGTCTTGTGTCCT
AGACCCCAACTCTTGGTCTCAT
GGTTAAACTTTTNCCCCAATACA
GCACTTTTAACTTTCATGATGCTCC
TGGGACCTAATTGTTGAGACAG
ACTGAGCCACAATGAAGAGAAC
AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG
AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA
TTCCAAGGTTATGGAGATATCC
GATCCCTACCTCACACCACA
TCCAGTCCCTTGGTCTCTTG
TTAGCCTGGGAACTTCCATG
GAAGCCCAAAGAGACAACTGC
GTTCTTTACCCACTGAGCCA
TGGGTGTGGTCAACAACCAA
ACGTGCCTGCCTCTACCATC
TCCACCACTGCCAGTCACTT
CTGGGCTTTGAACCCACA
CCTGTTGTAGGCTCCATGAGC
CTAGGAGTCGGCCCTGAAC
ATCAGAACAGTGCGCCGT
TTTGAAAATGGGGTGTTTCC
TGGATGGGTCTCATTCTCAG
TGATTCCTAGCCTGAGAAGC
GACCTATCTAATGTCATTATAGT
TTCCTCCTAGAGTTGACAAACTT
CCCTGCAAGCGTTCATCTCA
GGCTGTGCCAAGTCCATTAG
CCGTCTTACTTAGGATGTTT
TGATGTGTTTATGTGTTTGA
TGACAGCCTCCTGGTTCC

Hex

Tet

Fam

Hex

Fam

Fam

Hex

Fam

Hex

Tet

Fam

Tet

Hex

Fam

Tet

Hex

Fam

Fam

Tet

Tet

Fam

Hex

1.00

0.90

0.74

0.79

0.84

0.92

0.96

1.00

0.90

0.90

0.92

1.00

0.83

0.67

1.00

1.00

1.00

0.90

0.85

0.98

0.83

0.71

Ellegrenet al., 1994c

Ruyter et al., 1994c

Ellegrenet al., 1994c

Alexander et al., 1996a

Alexander et al., 1996a

NO PUBLICAT

Junget al., 1994

Robic et al., 1994

Robic et al., 1997

Rohrer etal., 1994

Rohrer et al., 1994

Rohrer et al., 1994

Fredholm et al., 1993

Robic et al., 1995

Robic et al., 1995

Rohrer et al., 1994

Rohrer et al., 1994

Fredholm et al., 1993

Ellegren et al., 1993

Robic et al., 1995

Hoyheim et al., 1994

Alexander et al., 1996b
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SW2404

S0101
S0101
SW632
SW632
SW764
SW764
TNF-b
TNF-b
S0017
S0017
S0225
S0225
SW2410
SW2410
SW61

Seqiiencia dels primers
AGCTGTCGTTGTTTTTCTCTCC
CCTCCCTGGCACTCATTG
CACACACACAAGCAGGTGC
GGAAACCAGGATAACAGGAGG
TAACCCACTGTACCACCAAGG
TCTCCCTTCCCTCCATCTCT
CTCCATCAGCCAAAAACATT
TGAGCTGGAGGTTAGCTACC
TGTCAGAAAGACTGCTTGCG
ACATTTAAGGTGAAGCAGCAAGTG
TGTCATCAACATTGAGAATTGGTG
GAATGCAAAGAGTTCAGTGTAGG
GTCTCCCTCACACTTACCGCAG
TGGGTTGAAAGATTTCCCAA
GGAGTCAGTACTTTGGCTTGA
TAGCAGATTGTTTAGCCTCTGTG
AAGCATCTTTTCTAAGCACAACA
CTGGTCAGCCACCAAGATTT
GGAAATGAGAAGTGTGGAGACC
CTAGGAGAAAATCTGAGGTT
GTTTGAATGGAGGTGCTGTA
GCTAATGCCAGAGAAATGCAGA
CAGGTGGAAAGAATGGAATGAA
ATTTGCCCCCAAGGTATTTC
CAGGGTGTGGAGGGTAGAAG
GAGAGGGATGAGCACTCTGG
AGAGCATTCCAGGCTTCTCA
ATCCCAACCTTCTTTCAAAGG
TCCAGTGGCAGAACAACATG
AACTTCCATATGCCACAGGTG
GGTCCTCCTCAGAAAGTCCC
ATTTAATGTTTTCATTGTGCCG
CTTACATGATGCCCAAACTGG
ATGCACCTGCTCAGAGGC
GTCTGTTGAGGCCATGGG
AAGGGCATACAAAGTGCAGG
TCCATGTGCACACACTCATG
CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC
CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC
GCAGTCCCACTCTTAGGTATATATCC
ATAATGCTGCTATGAACACTGTAGTG
GGTGGTTGGTTCTCAAAAACA
TTTCTGGTGTACAGCAAAGTGA
CCGCCAATGCCATTCCAA
CACATCGGTAGTGTTTTACATTGAT
AAGTGCCAATGCTTTGTTCC
CGGAGGAGAAATAAGGGTAGC
GGTATGACCAAAAGTCCTGGG
TCTGCTATGTGGGAAGAATGC
GTGGTGGTTTGCCTCTTATAGC
ATATAAGGGAAAATAATCTGAAAGAGTATG

Tet

Fam

Fam

Fam

Tet

Hex

Tet

Tet

Hex

Hex

Hex

Hex

Hex

Fam

Fam

Fam

Tet

Fam

Fam

Hex

Tet

Hex

Hex

Fam

Tet

1.00

1.00

0.67

0.70

1.00

0.76

0.93

0.98

0.85

0.98

0.81

1.00

1.00

0.63

1.00

0.43

0.97

0.88

0.63

0.94

0.47

0.43

0.76

0.61

0.90
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Referencia
Rohrer et al., 1994
Rohrer et al., 1994

Coppieters et al., 1993
Fredholm et al., 1993
Fredholm et al., 1993
Ellegrenet al., 1994b

Rohrer et al., 1994
Rohrer et al., 1994
Robic et al., 1996
Coppieters et al., 1993
Robic et al., 1994
Alexander et al., 1996b
Rohrer et al., 1994
Rohrer et al., 1994
Rohrer et al., 1994

Alexander et al., 1996a

Alexander et al., 1996a

Alexander et al., 1996b

Rohrer et al., 1994
Rohrer et al., 1994
Alexander et al., 1996a
Robic et al., 1994
Rohrer et al., 1994
Rohrer et al., 1994

Rohrer et al., 1994
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. Seqiiencia dels primers . Referencia
13 SWr1008 ACAGCCACCAACAGTIGTTTG Hex 0.97 Rohrer et al., 1994
13 SWr1008 GAACTTCCATATGCTGCAAGTG
16  S0061 AAGCAGAAGGGATCTCTCTA Hex 0.55 Fredholm et al., 1993
16  S0061 GCTGTTTCTGGGTTCTCTTA
16 S0298 ACATAACATCGTAAATCAGC Tet 0.71 Hoyheim et al., 1995
16 S0298 CTCCATCACAGGTCTCACA
16 SW2517 ATACTATGTGCTTGCGTGCG Fam 1.00 Alexander etal., 1996b
16 SW2517 AAGGAACCCATGAGAGTACTGG
16 Sw742 AATTCTACTTCTGGGGAGAGGG Hex 0.99 Rohrer et al., 1994
16 Sw742 CTTTTGGGAACATTTCTGCC
17 SW1920 GATCCGTATCTATAGCCACCTG Tet 0.94 Alexander et al., 1996a
17 SW1920 ATGAAAGCTACCAACCCTTCC
17 SW24 CTTTGGGTGGAGTGTGTGC Tet 1.00 Rohrer et al., 1994
17 SW24 ATCCAAATGCTGCAAGCG
17 SW2431 CTTCCCAGGATGTTGTCTAAAC Fam 0.57 Alexander etal., 1996b
17 SW2431 CATGGTGCACACTTAGTGGG
X Sw1608 CTAATGTTGACTTGATTAATGGGC Fam 0.90 Alexander etal., 1996a
X SW1608 TGAAGCTTCTACTTAAGGAAGAATC
X SW2126 CCTAAATGTCCATCTATAAATGAATGAC Tet 0.65 Alexander etal., 1996a
X SW2126 CATTATTTTGICCTTTTTAATAGCTGAG
X SW2456 GAGCAACCTTGAGCTGGAAC Hex 0.95 Alexander etal., 1996b
X SW2456 AATGTGATTGATGCTGTGAAGC
X SW2476 GAGAGGGACAGAGCTGAGAGC Hex 0.85 Alexander etal., 1996a
X SW2476 CTTGAGGTTTGATGGCACG
X Sw949 TGAGCAATGAGTTCAATGCC Tet 1.00 Rohrer et al., 1994
X Sw949 TCGTTGGTGAAGGCATCC

Abreujaments. Cr., cromosoma;, microsat., microsatd - lit:; Fluor., fluorescencia

3.3.3 Reaccions d' amplificacio

Les reaccions d'amplificaci6 o PCRs reditzades per sdeccionar ds microsatd - lits més
adeguats es van reditzar seguint les condicions recomanades a la base de dades accessible via
web  http://mww.genomeiastate. edu/mapsmarcmap/html en un termocidlador PTC-100 de MJ
Resarch. Les PCRs de genctipat dds individus dd pedigree per ds microsatd- lits
sdeccionats per a la congtruccié dd mapa de lligament es van reditzar en un termociclador
automatitzat ABI PRISM 877 Integrated Thermal Cycler. Aquest equip condseix en un
termocicdlador associat @ un brag mecanic que duu incorporats una agulla i un Ssema de
xeringues que permet la digribucié de volums petits i exactes de diferents solucions i reectius.
Aixi, es poden introduir ds tubs amb les diferents solucions de la PCR per una banda i ds
DNAs genomics per I'dtra indicant a I'ordinador associa d sSstema que ds baregi en les
proporcions deditjades, |1 reditzant poderiorment I'amplificacid. Totes les PCRs dds
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microsatdl- lits sdeccionats es reditzaren en un volum de cinc micrditres i en les mateixes

condicions, amb agunes excepcions (Taula 3.4).

Concentracionsen laPCR Perfil t&rmic

Hot Sart a%4°C/ 10 minuts
50 mM Kd, 15 mM Tris-HCl

apH 8 (94°C/ 15 g
MgCl> 25 mM - Touchdown < (62°C $52°C) /30 sy
(10 ddes)
dNTPs  02mM 9 72°C /1 minut
(
Primers 1 pmol de cadascun 94°C/15sg
DNApa 0,25 Unitats . 25cddes < 52°C/30sey
AmpliTag Gold™
 72°C/ L minut

DNAgenomic 30 ng
Extend6 find a72 °C / 60 minuts

Bl protocol de PCR Touchdown condgeix en reditzar una sie de cides la
temperatura d' annealing des quas va disminuint gradudment en cada cide (en € nostre cas
la reducci6 era d'un grau per cide). Aixi sobté una reeccid6 més universd, permetent

I"amplificacié de la mgor part dds fragments en les mateixes condicions.
A la tala 34 es detdla com, amb la intencié de millorar I'amplificacid d'aguns

microsatd- lits, es va doblar la concentracié dels primers S0395, S0226, 0113 i V378 i es va
reduir lade MgCh per d microsatd - lit IGF2s
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Tabla 3.4. Estructura dels 10 sets de microsatdl - lits.

SET| FLUOR  VOLUM MICROSAT. |
| F 1 SW839* S0226¢
| T 1 SW240* S0214* S0097
| H 2 SW2410* S0101* 2404
I F 1 S0155¢ S0301* S0001
I T 1 Swa4s SWe32*
I H 1 S0225¢ SWr1008*
I F 25 2pmol SW395*  2pmol SO226*  SW72*
I T 2 2pmol SO113* S0298* S0206*
1l H 25 S0017* SW2456*
v F 3 S0025* S0064* SW90s*
v T 2 SW764* S0066*
v H 3 S0141* CGA* 2pmol S0378
Y F 5 IGF2,s1.5mM Mg*  SW769
Vv T 2 SW949* SW2456*
Vv H 5 S0002* S0219* SW2456
Vi F 4 Swo1l
Vi H 3 Swos3 SW742 SW398 S0061
VI F 5 SW1828 SWr1101
ViI T 2 SW2093
viI H 3 SW349
Vil F 5 SW2517 SW1608
Vil T 3 SWr308 SW935
il H 5 Swel
IX F 1 SW2571 SW2431
IX T 1 SW2126
IX H 1 SW1515
X F 1 SW1349
X T 1 SW1920 SW1056
X H 1 TNFb

Abreujaments. SET conjunt de microsad- lits anditzats en una mateixa dectrofores. F fam, T tet, H hex
MICROSAT. Microsatd- lit. A la columnna VOLUM es dedla @ volum en ul de cada producte de PCR en d
totd de la barga dd st En ds microsatd- lits que fou necessria una concentracié de prime o de MgCl,
diferent a I'habitud, aguesta concentracié es detdla a la columna MICROSAT.. Els microsad- lits que es troben
a la mateixa fila foren amplificats conjuntament (multiplex). Per a I'andis dels microsatd- lits es barrgava 1 uL
de cada s#t en 115 uL de formamida + GS Standard. * microsad- lits amplificats en una mateixa reeccio
(multipleX).
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Per ds marcadors que havien edtat seleccionats, es va gplicar un sstema que dificulta
'acumulecio d'errors per mada interpretacid dels genotips. Aquest Sstema condgelx en
amplificar 1 anditzar les families danimds conjuntament en dos grups Primea es reditza
I"'amplificacié dels animds de la generacié fundadora amb es descendents directes de la i en
una placa organitzada per families en un ardre encgpcaa pels progenitors i seguit dels seus
fills. Poderiorment es repeteix d mateix disseny, perd aguest cop es col- loquen en primer
terme els F; seguits del's seus descendents directes de la F.

Per optimitzar les reaccions d amplificacio i per reduir € temps emprat i les despeses
de genotipat, es poden amplificar varis marcadors Smultaniament. Aquesta técnica, que es
coneix com a multiplex, requereix una optimitzadd preévia, que pot resultar llarga i poc
exitosa degut a la dificultat i poca repetibilitat que presenta Per a reditzar I'andis complet
de tots s cromosomes que ens havien edtat assgndts, era necessari reditzar @ genotipat de
nombrosos microsad- lits, per la qua cosa I'optimitzacid de les multiplex per a tots resultava
una tasca forca arduosa. Donat que en @ termociclador automatitzet d trebal manud queda
sengblement reduit | @ temps no resulta un factor limitant, es va decidir no dedicar gares
esforcos en I'optimitzacio de les multiplex, i tan sols es varen dur a erme aqudles en les que

S aconsegui una optimitzacio raonable en les primeres proves.

3.34 Andis delsproductesde PCR

Un cop reditzades les PCRs, aguestes eren sotmeses a eectrofores en un equip
automditzat d’ eectrofores capil- lar i deteccid fluorescent (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
de Applied Biosystems), conjuntament amb un marcador intern de pesos moleculars (GS350,
Applied Biosystems) marcat amb d fluorocrom Tetrametilrodaming, conegut com a Tamra
Aquest equip automditzat du integrats un capil- lar que eta ple dun polimer hidrofilic
(POP-4) composat per una solucié d'acrilamida d 3% i urea Als extrems dd capil- lar hi ha
incorporats uns eeéctrodes que permeten I'gplicacié d'un camp deéctric en € caoil- lar, de
forma samblant a les dectroforesis en gels. Els fragments de DNA migren en funcié de la
sva longitud i d passr per una finestra que hi ha en d cail- lar, un laser excita es
fluorocroms associats ds fragments amplificats. Els fluorocroms units s primers desprenen

una fluorescencia d ésser excitats 1 en funcié dd maxim de longitud d'ona que desprenen
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poden ésser didingits. Per d marcatge dds microsatd- lits es van utilitzar d fluorocroms Fam
(Carboxifluoresceing), Tet (Teraclorofluoresceing), i Hex (Hexadorofluoresceing) (Taula
34). P a poder aconseguir una mgor optimitzacid de les dectroforess es bargaven ds
productes de diferents reaccions de la manera que es detdla a la taula 34. Les dectroforess
esvan reditzar a15kV i 60 °C durant 22 minuts

L'equip du incorporat un ordinador que mitjancant un software d'andis (GeneScan
Analysis Software dApplied Biosystems), conveteix d senyd fluorescent en un
dectroferograma, (Figura 33) en d qud ds pics equivden a les bandes dds gds
electrdforetics. A I'dectroferograma, ds pics de color blau corresponen ds fragments marcats
amb Fam, ds verds amb Tet i ds grocs anb Hex. El software és capag d' assignar a cada pic
una intenditat i una grandaria mesurada en pardls de bases. Degut d marcage fluorescent dds
primers, vais productes amplificats poder anditzar-s2 en una mateixa dectrofores, fins i tot
guan Hn de mides smilars. Aixi, per a optimitzar les dectroforess es bargaven les
reeccions de PCR, en funcié dd fluorocrom des primers i de les mides dds fragments
amplificats, en les degudes proporcions (Taula 34). Poderiorment es desnaurditzava 1 nb

de la mexia anb 11 nb de formamidatGS-350 TAMRA a 95 graus centigrads, durant 3-5
minuts.

Figura 33 FElectroferograma obtingut amb €& GeneScan Analysis Software corresponent a st | de
mlcrosatel lits.
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Shi observen pics d'amplificacio per a 8 microstd- lits, 2 marcas amb fluorescencia Fam, tres amb fluorocrom

Tety 3mésamb I'Hex.

Els dectroferogrames eren trandferits a la base de dades i anditzats mitjancant €
softwvare GEMMA (lannucdli et al., 1996). Aquest programa és cgpe; de reditzar una
interpretacié automéatica dels genotips a partir dds grafics creats per GeneScan i pot reditzar
verificacions de I’heréncia menddiana dds diferents d- lels de cada marcador amb les dades
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genedogiques. A més, d software pemet |'emmagazemament i d mandg de la informadio
de la genedogia, animads, DNAs, marcadors, protocols de PCR, disseny de les plagues de
PCR, dectroforess, etcetera, axi com la reditzacio de diferents cdculs de digancies
genetiques, freqliencies d-  ldiques, informativitats i variabilitat dels marcadors.

3.35 Informativitat i Variabilitat dels marcadors

Com ja sha descrit previament, d primer cdcul dinformativitat dds microsad- lits es
va reditzar a la Fo mitjangant I'index de Ron (le) per td de poder seleccionar és marcadors

més informatius en € nostre encreuament.

Un ocop obtinguts ds genotips dds microsad- lits sdeccionats, en totes les
generacions, es va reditzar d cdcul dd contingut informatiu (C.1.) mesura a la > anb €
programa CRI-MAP version 24. Aquesta mesura indica la posshilitaa de deduccio de
I'origen dds d- lds d'un marcador en un individu o la mitjia en d totd de la . Hi ha quatre
combinacions posshles en l'origen dds d- lds cadascuna corresponent a un des quare
progenitors de la Fp d'un individu. La probabilitat de cadascuna de les combinacions ostil- la
entre 0 i 1, essent d cas optim aguell en d que una sola combinacio o ruta possible i essent d
pitjor cas aquell en d que cadascuna de les rutes tingui la mateixa probabilitat.

34 REALITZACIO DELS MAPES DE LLIGAMENT

La congruccié dels mapes genétics, reditzada pe grup de I’Area de Produccié Anima
dd UdL-IRTA de Lleida, es va obtenir mitjancant |'gplicacié de la opcié build dd programa
CRI-MAP version 24, que utlitza la funcié de mapa de Kosambi (1944) per a determinar
lordre i la digancia reld@iva des marcadors, tenint en compte I'exigéncia dinterferencia

entre els entrecreuaments propers.

d=%In[(1+2r) / (2 2n)]

Aques programa utilitza un metode de versemblanca smplificad per a determinar la
condruccid més exacta d'entre totes les possbles Es un des programes de mapeig més
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empras donada la seva dmplicitat i la veodta de maneg en comparacio amb dtres

programes.

3.5 RECERCA DE QTLs

Per a la deteccié de QTLS, reditzada pd grup de I’Area de Produccié Anima dd UdL
—IRTA de Lleida es va gilicar d métode destrit per Hdey et al. (1994) de mapeg per
intervals mitjangant regress6 mditiple i minims quadrats a patir dds mapes gendtics
dotinguts en d projecte. Com ja sha indicat a la introduccio, Lander i Botgtein van dissenyar
a 1989 un eficac méode de deteccid de QTLs de mapelg per intervas basat en I'andis de les
dades par maxima versemblanca utilitzant la informacié de dos mar@dors flanqugat d QTL
putetiu. Aques métode és Uil per a I'edudi de poblacions consanguinies i per tant no
requerex I'estudi de més marcadors que ds dos flanqugants d QTLs la informativitat des
quas es suposa que é maxima Hdey i Knott (1999 van demostrar que I'aplicacio dels
minims quadrats, més sazilla rapida | amb menys complexitat computaciond, gporta uns
resltals d mapeig d'intervas igudment sensbles que ds métodes de maxima versemblanca
La menor complexitat dels minims quadras peme complicar € modd edtadigdtic, incloent
efectes fixes, covaiaddles, o fins i tot interaccions entre dos 0 més QTLs, de manera que €
resultat find presenta mgor sendbilitat i poténcia que ds metodes de maxima versemblanca
El méode de regressé lined mditiple mitjangant minims quedrats descrit per Haey i coautors
d 1994 fou dissenyat per a poder ser glica a les poblacions originedes a patir de
I'encreuament de linies segregants | suposa per tent, que @s marcadors presenten d- lds
segregant en les poblacions parentas de manera que la informaivitat d'agquests a la F, pot ser
cdarament inferior a 1. Aixi, sutilitza la informacié de tots ds marcadors disponibles en un
gup de lligament i Sescullen és dos macadors flanqugants més propes que Sguin
informatius en cada individu.

351 Andlis deregressio

Par edimar I'efecte dun QTL putatiu sobre un caracter fenotipic es reditza una
regressd multiple comparant com a variables aestories es genotips dds animas amb € vaor
fenotipic com a variable dependent. Es contemplen tres opcions:
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35.1.1 Regressio linial directament sobre el QTL

En I'estudi de I'fecte dd propi QTL o gen did- Idic sobre un caracter, es conex
directament d genctip dds animds per agqudl QTL, de manera que € vdor additiu a i €
domnant d e poden definir sgons Fdooner 1 Mackay  (1996) com:
a=(QQ-4Q) /2 d=Qt Q-+ /2

On QQ, Qg i qq Hn ds vaors fenotipics mitjos per a caracter, en cachscuna de les
tres classes genotipiques. S gplicae seglient model deregressd: Y =m+a G +d ¢

On a i d son ds coeficients de regressé additiu i dominant, respectivament; ca és la
vaidble dd codfident additiu que equivd d genotip i adquirex d vdor 1, O i —1 per ds
genatips QQ, Qq i qg, regpectivament i ¢q €s la varidble dd codficient dominant que equiva
d genotip i adquireix d vador 0, 1i 0 per aQQ, Qqi qq, repectivament.

3.5.1.2 Regressié linial amb un sol marcador

En & cas en que no es conegui € QTL 0 d gen, s genatips d'aguest tan sols poden
ser dedlits a partir dels genotips dd 0 dels marcadors que hi egtiguin lligets. Es a dir, en d cas
en que exidis un ol marcador (M;) lligat d QTL putatiu, d modd lined és equivdet a
I'anterior, perd @ genotip dd QTL esta condicionat d genotip dd marcador i a la freqiéncia
de recombinaci6 entre s dos loci. Esadir:

Ci = PQQMM)) — P(aty MiM;) / 2
o= P(QY MiM;) — (P(QQ/ MiM;) + P(ady MiM)) / 2

En aguest cas i en un encreuament F,, @ genotip esperat dd QTL donat un genatip
concret dels marcadors, queda representat alataula 3.5.
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Taula 3.5 Genotip esperat del QTL segons e genotip del marcador i vaor fenotipic del genotip del marcador.

Genotip M; Genotip QTL { Probabilitat ~ Valor Genétic Valor de M;
Q -1y’ a
MM Q 2.1 (1r) d a(1-2r)+2dr(1-r)
aq re -3
QQ (2-r)- r a
Mm Q 1-2r+2r° d d(1-2r+2r%
qq r- (1-r) -a
QQ r a
mm Q 2-r (1-r) d -a(1-2r)+2dr(1-r)
qq (L)’ -a
MM-mm 2a(1-2r)
Mm-(MM-+mm)/2 d(1-2r+2r*)-a(1-2r)

3.5.1.3 Regressio lineal amb marcadors flanquejants

Aquest és d modd en  que es basen en Hdey i col- laboradors (1994), que contempla
dos marcadors informatius (M1 i Mp) lligats i flanqugant la posici6 dd QTL putatiu. En
aquest cas d genotip dd QTL esta condiciona d genotip dds dos macedors | a la
recombinecié exigent en ds dos intervas, per la qua cosa I'exactitud en I'etima dd genotip
es veu incrementada respecte a I'Os d'un sol marcador. A més, es pot esimar amb certa
exactitud laposicié dd QTL. Aixi,

G = P(QQ/IMiM1MaM2) — P(qyy MaiM 1M2My) / 2
Cdi = P(QQ/ MMM 2|V|2) + (P(QQ/ MM 1M2|V|2) - P(C]Q/ MM 1M2M2)) /2

Pa a I'andis dds caacters anditzats en agueta Tes es va utiltzar la seglent

férmula de regressio lined mltiple:

Y =sexe+ familia+ covariable+a ¢, +d ¢y +e

esent d sexe i la familia ds efectes fixes, e ds resdus dd modd i la covaiable
diferent en funcié dd caracter que s estudii.

La covaiable utilitzada per d pes viu i d pes de la cand fou I'edat d sacrific. Per ala

resta de variables descrites en agquesta Tes es va prendre € pes de la cand com a covariable.



Material i Métodes

Per ds carecters relacionats amb els &cids grassos també es vaora € grui dd grex dorsa

com acovaidble.

35.2 Llindarsde significacié cromosomici gendmic

Els nivels de dgnificacio tant a nivell genomic com a nivel individud per a cadascun
dels cromosomes es van cdcular td i com descriven Churchill i Doerge (199%4), permutant
20000 vegades ds genotips dds marcadors | rdacionant-los amb es fenotips enregidrats,
mitjancant d metode de regressié descrit per Haley et al. (1994).

3.5.3 Intervals de confianca

Els intervals de confianca dd 95% per la podcio dds QTLs es va obtenir mitjancant
I'goroximecio dd Chi-square drop. Condgeix en disminuir en una unitat d LOD SCORE en
cada direccid. El vdor dd llindar de dgnificacié de F equivd a czp/p, goroximadament, on p
és d nombre de parametres etimats, @ d nogre cas dos (d vaor additiu, a i d dominat, d).
Aixi, per a un nivel de significacié dd 95%, c?2/95 = 385. S disminim € vaor de F 3852
= 1,92 unitats obtenim un interva de confianca en les podcions en les que d vdor de F
decreix 1,92 unitats respecte dd maxim (Manginet al., 1994).

3.6 GENS CANDIDATS: ANALIS DE POLIMORFISMES | LOCALITZACIO
CROMOSOMICA DEL GEN DE LA 24-DIENOIL COENZIM A REDUCTASA (DECR)

A patir dds resultats obtinguts en la deteccio de QTLS, es va plantgar la recerca de
gens candidats per ds caracters de composicio d' acids grassos en € greix dorsd.

B gen de la 24-Diencil Coenzim A Reductasa intevé a la beta-oxidacio dels acids
grasos | la seva locditzacid cromosdmica en huma correspon a la regidé Hsp 8g21.3
(Helander et al., 1997). No es disposava d'informacio molecular sobre aguest gen a I’'especie
porcinaal’inic d aquestates.
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El primer objectiu d'aquest trebdl consdia en la caracteritzacid de polimorfismes de
gen DECR que segreguessin a la nodra poblacié per axi poder reditzar pogteriorment, €
mapelg de lligament i la recarca d'asodiacions amb caracters productius. La metodologia
experimentd esdetdlaal’ aticle que s adjuntaalapresent Tes (annex 3).

3.6.1 Disseny de primers per a la deteccio de polimorfismes

Degut d fet que d gen DECR no ha edtat encara seqlienciat en porc, fou necessari
dissenyar ds primers mitjangant I'adineament de les seqléncies de rata (nUmero d accés
Genbank: D00569) i huma (nimero d acces Genbank: U94981). Per I'dineament, Sempra €
prograna de comparacid de sequénciess MULTALIN - (www.toulouseinrafr/multdin/cgi.-
bimultdin.pl).

Per poder reditzar I'amplificaci6 ded gen DECR porci en un panndl de cd- lules
irradiades hibrides de hamgerparc (Yerle et al.,, 1998), fou necessxi d disseny de nous
primers especifics de porc. Aquests primers es varen dissenyar a partir de la seqliencia
obtinguda de I'exd 2 dd gen DECR porci. Aquesta seqiiencia fou dineada amb les de rata i

ratoli per evitar amplificacio creuada

3.6.2 Detecci6 de polimorfismes

Per detectar la presencia de polimorfisme es varen reditzar les reaccions
d amplificacié en quatre mascles Iberics i tres femeles Landrace. Els fragments amplificats es
vaen cona en un plasmid pCR21-TOPO (Invitrogen). Pogteriorment, es van seqlenciar €
diferents dons mitjancant I’ ABI PRISM Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) en un
equip d dectroforess capil- lar ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) i es va
reditzar I dineament multiple de les seqiiencies obtingudes.

3.6.3 Genatipat del gen DECR

Per d genotipat de la mutacié detectada es va utilitzar un protocol de PCR-RFLP. La
digesio dd producte amplificada es va reditzaa mitjancant I'enzim Mael o d seu
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isoesquizomer Bfal. Per a la digestio anb Mael sutilitzaven 11 nh. de producte amplificat i
10 U de I'enzim i Sincubava a 45 °C-12 hores. Per I'enzim Bfal, la digedti6 es reditzava en d
mateix volum de producte amplificat i 225 U de I'enzim, a 37 °C-12 hores Aplicant aguestes
condicions es vareditzar I'amplificacié i ladigestio en tots ds animas dd pedigree.

El genotipat de pat de la > es va reditzar mitjancant, € kit de deteccié de SNPs
d Applied Byosstens ABI PRISM SNaPshot ddNTP Primer Extension Kit. Per a la reditzacio
del protocol esvan seguir les seglients fases (Figura 3.5):

PCR sobre DNA genomic amb d primers descrits al’ annex 3.
2. Purificacié del producte de PCR mitjancant exonucdeesa i fodfatasa dcdina amb d
EXOSAP-IT PCR CLEAN-UP (Ush).
3. Reaccio dextensd sobre d producte amplificat amb un primer que hibrida a la
poscié nucleotidica anterior d SNP (5-CCA CCA AAT ACT TTT CAA GGA AAA-
3). En la reaccibn sincorporen nucledtids terminadors marcats amb diferents
fluorocroms, de manera que @ producte amplificat esta marcat amb la fluorescencia
corresponent d ddNTP incorporat i conssteix en la sequéncia de primer més €
nucleotid polimorfic.
4. Hlectrofores a I'ABI PRISV 310 Genetic Andyzer i andis amb d GeneScan
software.
A I'dectroferograma sobserva un pic d una mida N+1, essent N la grand&ia en pb dd
primer intern i de la fluorescencia propia ad ddNTP incorporat, la qua cosa permet inferir €
genoatip de lamostra anditzada (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Electroferograma obtingut en € GeneScan Analysis Software mitjancant € meétode Primer Extension
Analysis de Applied Biosystems.

" @ File Edit Project Sample Settings Uiew IWindows Help

1:43 Pk ]
S S

2 R = = -
IH=—"—F———"——"——————— untilledDisplay- =———-—————— [ H
E]t?‘nauo 2000 2200 2400 2600 2500 =
1200 |
ann | ﬁ
400 _| 1|
o] % e /’ ) =
(=]=| 1B : IN-470~1 FSa / IN-47(EX0) # (m]=| 1G @ IN-970~1 FS& / IN-47(EX0) #
CIE 1% : IN-47(~1 FSA 7 IN-47(EXO) # 1R IN-47(~1 FSA / IN-4T(EXD) # &
1200
200 |
400
o TN
EE =6 :L9_AD1~1FSA AL S/ EE =26 :L9_AD1~1 FS& FLE S /4
OO 2v:L9_a01~1FSa L3~ 1 2R :L9_AD1~1 FSh AL~ &
1z00 |
=00 |
anin | f\
o] L Y ~
3B : TIER(E~1 FS& / TIER(EX0) # / EE =6 :TERE~1 FSA S TIEREXD) / ~
O =7 :TIERCE~1 FSa < TIER(EXD) # & SR : TIERCE~1 FSA / TIERCEXD) & =
= B [«] | »
i ize -
[+
La -]

En d primer dectroferograma sobsarva un individu heterozigot, en @ segon, I'homozigot per a Citosna i en
I"dltim, I homozigot per a Guanina. Larestade pics sn primersi nucledtids que no hanintervingut en |’ extensié

3.6.4 Localitzacié cromosomica

Un cop obtinguts €s genotips es va recondruir d mapa de lligament amb tots ds
microsatd- lits i d gen en d magpa de lligament mitjancant I'opcié build dd programa CRI-
MAP version 24. Per td de tenir un podcionament més acurat | que pogués gudar a
confirmar la locditzacid dd gen, es mgpga també en un panndl de cd- lules hibrides
irradiades de hamgterporc (Yerleet al., 1998) mitjancant I’ isde primers especifics de porc.

37 ESTUDI DE L'HAPLOTIP DE DNA MITOCONDRIAL EN UNA REGIO DEL
CITOCROM B (CytB) PORCI

El ctocrom B porci és una regido dd DNA mitocondrid que codifica per a una
cromoproteina que intervé en la cadena respiradria. EI DN A mitocondrid, drcular i hgploid,
té una grandaria de 16 Kb i manca de regions no codificants (a excepcid de la regié dd D-
loop) aribant finsi tot a exidtir solgpament entre dguns gens.
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Giuffra et al. (2000) desriuen vais polimorfismes mitocondrials i nucears incloent
hi d cdtocom B (CytB), que mitjancant andis filogendtic evidencien la domedticacio
independent entre s porcs occidentas | ds asiaics 9.000 ays enrera. Sedima que €s
antecessors d'ambdds grups van divergir fa gproximadament, 500.000 anys Amb ds estudis
presentats en aquest trebdl es reflexa a nivel molecular, degut a la introgressé de porcs
agdics en les races europees cgp ds segles XVIII i XIX, I'origen hibrid de la mgor pat de
les races comercias europees actuds. Aquest aticle va propiciar un trebdl (Clop et al., 2000)
en col- laboracid amb @ grup dd Dr. Leif Anderson dd Department of Animal Breeding and
Genetics de la Swedish University of Agricultural Sciences L’objectiu d'aguest edtudi era la
caracteritzecio d'una petita regio de CytB en una modra danimds de I'edtirp Guayerbas del
porc Ibéric i una mogra d'animds de la linia Landrace creada a Nova Genetica i que incloia
tots s animds fundadors utilitzats en aguesta ted. Inicidment es va reditzar una estada d
laboratori del Dr. Andersson per anditzar mitjangant la tecnica de la piroseqlienciacio un
nombre variable danimds de cinc races diferents. Entre aguestes races figuraven les
anteriorment  nomenades més una modra danimas duna pobladd Large White i una de
Fetrain creades a una empresa privada i una petita modra de porcs de la raga illenca Porc

Negrede Madllorca.

La piroseglienciacio és una tecnica d'andis de DNA basada en la seqlenciacio en
temps red, de petits fragments intems de producte amplificat. L’ estratiégia emprada conssteix
en la deteccid de la reaccié lluminosa produida per I'accié de la Luciferasa d incorporar -se
es deoxinudedtids trifosfat (ANTPs) a la cadena en extensd. La incorporacié d'un dNTP
dlibera un grupo pirofosfat (PP). L’ATP sulfurilasa transforma, en presencia dADP, PR
en ATP i aguedt, conjuntament amb la lucferasa, caditza la convers6 de lucfeina a
oxilucifering, produint I'emissé de llum (Figura 35). La deteccidé de la llum emesa pernet
esablir e nombre i ordre dels nucledtids incorporats a la reaccid de sequenciacio. Els
nucledtids es dispensen per sepaat | en l'ordre dedtjat, sbentse en tot moment quin
sincorpora en cada moment i posshilitant I'establiment de corrdacions entre d pic de llum
anb € nudedtid que safegeix en cada moment (Figura 3.6). L’insrument de seqlienciacio
usa tecnologia INK-JET per a proporcionar amb exactitud €s volums requerits dels diferents
reectiusi ameés digposad’ una camera CCD per a poder deectar laluminiscencia
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Figura 3.5 Descripcio del proces de piroseqiienciacio pel qua es produeix bioluminiscencia

DNA polimerasa (Pol): intervé
en |’extensi6 de la cadena en
formacié
A Sulfurilasa (Sul): converteix €
PPi en ATP
- Luciferasa(Luc): reacciona
amb I’ ATP i produeix
- luminiscencia
Apirasa (Ap): Eliminad PPi,
I’ATP i dsnucledtids no
incor porats
Figura 3.6 Grafic de piroseqglienciacio.
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A l'éx daxisses es detdla € subminisrament dds diferents reectius. E (conjunt d'enzims que intervenen a la
reaccid), S (substrat amb es dos reactius necessaris per a procés), G (Guaning), A (Adening), T (Tiaming) i C
(Citosing). Al grafic sobsarva un minascul pic de llum quan d subsrat és subministrat, indcant la degradecié
de I'ATP lliure que d interaccionar amb € conjunt d'enzims produeix una reaccid luminica Pd patr6 de pics
que segueix, es desxifrala segiient segiiencia ACTAGGGCCAAC.

Mitjancant la reaccid de PCR es va amplificar una regio de 131 parels de bases dd
citocrom B de DNA mitocondrid. La reaccid de pirosequienciacio es va reditzar sobre una
regio de 12 padls de bases del producte amplificat que presentava 4 SNPs. Les reaccions
d amplificacid6 es van reditzar en un volum find de 20 nb que contenien 2 ng de DNA
genomic, 30 mM de MgCh, 50 mM KCl, 15 mM TrisHCl a pH 8, 200 nM dNTPs, 05
unitats dAmpliTag God (Pekin Elme), 10 pmo dd primer forward (5-
GCCTACGCTATTCTACGTTCA-3) i 10 pmd dd primer reverse (5-GTGGTCG
AAATATTATGC -3). Per a ativar I'AmpliTag Gold es va reditzar una etgpa inicid a 95 °C
durant 9 minuts, seguit de 45 cides amb un pefil t&rmic de a 94 °C-45", 50 «C-45" i 72 °C-
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45", Poderiorment es van reditzar les reaccions de piroseglenciacié en un volum find de 40
M que contenia 20 mM TrissAceta, 5 mM de MgCI2, 15 pmol dd primer de
piroseqienciacio (5 -ATTAGGATGGAGGCT-3) i producte amplificat purificat  mitjancant
Dynabeads El producte resultat de la seqlienciacio erad descrit alafigura 3.7.

Figura 3.7 Producte obtingut amb la piroseqglienciacio.

POSICIO: 15045 15041 15088 15036
v \4 A\
4 SNPs: AWTAGXGCYAZC
v v vV

C/IT G/A CI/TG/A

Segons Andesson (comunicacié  persond), la combinecid daguests 4 SNPs  permet
caracteritzar 4 haplotips que poden ser utilitzats com a marcadors filogenétics de I'origen de
laliniamaternadds animas anditzats (Figura 3.8).

Figura 3.8 Haplotips possibles en la combinacié del's 4 SNPs de la seqiiencia obtinguda per pirosequienciacio.

WXY Z WXY Z
EIl CGCA Al TATG

Tipus europeu Tipus asdtic
Ell CACA All CATG

Pogteriorment es van reditzar, ja d laboratori de la UAB, I'andis de més animds de
diferents edtirps de porc Ibéric per seqlenciacié amb nucledtids terminadors fluorescents i
dectrofores cepil- lar a 'ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystens). Les
condicions d amplificacio es van modificar lleugerament per adequar-les ds nodres equips
dandis. Aixi, es va reduir la concentrecié de MgCh a 1,5 mM i la temperatura d hibridacié
es va augmentar fins ds 54 °C, i & nombre de cicles es va eduir a 30. Els productes de PCR
es purificaven amb @ QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN). Pogteriorment es reditzava
la reaccié de segilenciacié amb I'ABI PRISV BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit, verson2.0. d Applied Biosystems. El perfil térmic de la reaccié congdia en
94°C-3 minuts, seguiit de 25 cides de 96 °C-10 sgons, 50 °C-5 segonsi 60 °C-4 minuts.





