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Assignment of the fatty acid Coenzyme A ligase, long chain 2 (FACL2)

gene to the porcine chromosome 15.

O. Vidal and M. Amills

Departament de Ciencia Animal i dels Aliments, Facultat de Veterinaria,

Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra 08193, Spain.

Source/description:

Fatty acyl-CoAs are bioactive fatty acid metabolites which play essential roles in
many cellular biochemical processes such as lipid metabolism, enzyme
activation and protein transport. Moreover, fatty acyl-CoAs are used as
substrates in the fatty acid p-oxidation pathway and in the synthesis of
phospholipids®. Fatty acid Coenzyme A ligase, long chain 2 (FACL2) catalyzes
the formation of these fatty acyl-CoAs by a two-step process that starts with the
incorporation of an AMP at the carboxyl group of the fatty acid. This AMP is
produced by the hydrolysis of an ATP and it is subsequently exchanged by a
CoA group’. In rat, the FACL2 enzyme is mainly expressed in liver, heart and

epididymal tissues?.

Primer sequences:

FACL12: 5-ATT TTT GGA CAA GCA AAT ACC A-3
FACL13: 5-CCC TCA GGA AGG TCA GCA C-3
MFACL1: 5-TGA TTC CTC AAA ATC CC TGC-3

MFACL2: 5’-GGT CCA AGA GGA CAC CTG AC-3
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Nucleotide sequence: Pig genomic DNA was isolated from 0.4 ml blood
samples. The samples were centrifuged at 13,000 g and washed with 500 pl TE
(Tris-HCI 10 mM pH = 8, EDTA 1 mM). This step was repeated 4 or 5 times until
a white cell pellet was obtained. Peripheral blood mononuclear cells were
incubated with 40 ug proteinase K and 400 pul buffer K (KCI 50 mM, Tris-HCI 10
mM, 0.5% Tween 20) for 5 hours at 56 °C. Genomic DNA was purified by
phenol-clorophorm extraction and ethanol precipitation with 25 pl NaCl 2 M and
800 pl ice-cold absolute ethanol. After a 10 min centrifugation step, genomic
DNA was washed with ethanol 70% and resuspended in 100 pl TE.

One set of primers corresponding to exons 12 (FACL12) and 13
(FACL13) were designed by aligning the nucleotide FACL2 sequences of
mouse (GenBank no. U15977), rat (GenBank no. D90109) and human
(GenBank no. NM_001995). Amplification reactions with a final volume of 50 pl
were carried out with 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.2 uM of each primer, 25
ng of genomic DNA and 1.25 U Tag DNA polymerase (Ecogen S.R.L,
Barcelona 08041, Spain). Thirty-five cycles of 94 °C for 1 min, 61 °C for 1 min
and 72 °C for 1 min were performed in order to amplify a fragment of
approximately 1.2 kb.

The amplified product was sequenced by using the BigDye Terminator
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Two
sequences including 423 bp of exon 12 and intron 12 (GenBank no. AY507988)
and 787 bp of intron 12 and exon 13 (GenBank no. AY489189) were obtained.
We were unable to completely sequence the 1.2 kb fragment due to the

presence of a run of about 20 dT located at position 310 of intron 12.
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Radiation hybrid mapping: Two specific primers (MFACL1 and mFACL2)
amplifying 111 bp of intron 12 were designed. Radiation hybrid mapping was
performed with the INRA-University of Minnesota porcine radiation hybrid panel
(ImpRH)3. Amplification reactions contained 1.5 mM MgCl,, 200 pM dNTPs, 0.2
UM of each primer (MFACL1 and mFACL2), 6.25 ng of the ImpRH panel DNA,
0.5 U Taq DNA polymerase (Ecogen S.R.L, Barcelona 08041, Spain) in a final
volume of 20 pl. The thermal profile was 94 °C for 5 min and 35 cycles of 94 °C
for 1 min, 62 °C for 2 min and 72 °C for 1 min. Data were analyzed with the
ImpRH mapping tool*. We found that the pig FACL2 gene is linked to the
SW1989 microsatellite (45 cR, LOD score: 8.65) on porcine chromosome 15.
Comparative mapping between pig and human revealed that this chromosomal
assignment is consistent with the position of the FACL2 gene at human

chromosome 4q34-g35°.
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REFERENCES

1 Weimar J.D. et al. (2002) J Biol Chem 277, 29369-76.
2 Suzuki H. et al. (1990) J Biol Chem 265, 8681-5

3 Yerle M. et al. (1998) Cytogenet Cell Genet 82, 182-8
4 Milan D. et al. (2000) Bioinformatics 16, 558-9

5 Cantu E.S. et al. (1995) Genomics 28, 600-2

-171 -



Articles i treballs: polimorfisme del gen ACLS1

Titol: Nucleotide sequence, polymorphism and mRNA expression of the pig

acyl coenzyme A synthetase long-chain 1 (ACLS1) gene.

Autors: Oriol Vidal, Armand Sanchez, José Luis Noguera, Luis Gomez-Raya i

Marcel Amills.

.Estatus: Enviat a Genetics Selection and Evolution..

-173 -



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Articles i treballs: polimorfisme del gen ACLS1

Running head: Characterization of the pig ACLS1 gene
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Oriol Vidal*', Armand Sanchez', José Luis Noguera?, Luis Gémez-Raya® and

Marcel Amills’.

'Departament de Ciéncia Animal i dels Aliments, Universitat Autbnoma de

Barcelona, 08193 Bellaterra, Barcelona, Spain.

2 Area de Produccié Animal, Centre UdL-IRTA, Rovira Roure 177, Lleida

25198, Spain.

Thanks to Nova Genética for providing the samples and to Meritxell Arqué for
her technical assistance. O. Vidal was funded by a fellowship of the Generalitat
de Catalunya. This work was funded by the Spanish Ministry of Science and

Technology (CICYT AGL2002-04271-C03-03).

-175-



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

Articles i treballs: polimorfisme del gen ACLS1

Abstract

We have sequenced 3,013 bp of the pig acyl coenzyme A long-chain
synthetase 1 (ACLS1) gene. Sequence analysis allowed to identify three
conserved elements in the predicted amino acid sequence, two of them related
to the ATP/AMP signature motif and the third involved in enzyme catalysis and
fatty acid substrate specificity. The pig acyl coenzyme A synthetase long-chain
1 mRNA was expressed in several pig tissues including spleen, stomach,
pancreas, liver, backfat, heart, muscle, testicle, ovaries, uterus, lung and
kidney. In addition, we have identified five C— T and one G—A transition
polymorphisms located in exon 16 (SNPe16), exon 17 (SNPe17) and the 3’
UTR (SNPa to d), which have been genotyped in 143 pigs from the Landrace,

Large White, Piétrain, Iberian and Duroc breeds.

-176 -



o1

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

Articles i treballs: polimorfisme del gen ACLS1

1. - Introduction

Acyl coenzyme A long-chain 1 synthetase (ACLS1) is a central enzyme
in the intermediary metabolism due to its fundamental role in the activation of
long-chain fatty acids through the incorporation of coenzyme a (CoA). These
bioactive fatty acid metabolites are involved in many cellular biochemical
processes, including protein transport, enzyme activation and transcriptional
control [1]. In addition, fatty acyl-CoAs are used as substrates in the fatty acid -
oxidation and the phospholipid biosynthesis pathways.

In rat, the ACLS1 enzyme is mainly expressed in liver, heart and
epididymal adipose tissues [2]. Sequence comparison with other acyl-CoA
synthetases and the firefly luciferase has demonstrated that these enzymes
share two highly conserved sequence motifs involved in ATP/AMP binding [3].
A third less-conserved motif might be involved in both catalysis and substrate
specificity [4]. The complete nucleotide sequences of the human, rat and mouse
ACLS1 genes have been described [5,2,6]. These genes are split in 20 exons
and the resulting cDNAs encompass 3.1 kb, of which 2 kb correspond to the
coding region. In human, the ACLS1 gene has been mapped on chromosome 4
q34-9g35 [7].

In a previous work, we mapped the pig ACLS1 gene on chromosome 15,
near the SW1989 microsatellite [8]. The main objective of the current study was
the characterization of the nucleotide sequence, polymorphism and tissue
MRNA expression of the ACLS1 gene as a first step to investigate its role on

lipid metabolism and fatness.
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2. - Materials and methods

2.1. - Sequencing of the pig acyl coenzyme A synthetase 1 (ACLS1)
complementary DNA

Total RNA was isolated from liver samples corresponding to twelve pigs
belonging to four different breeds (Landrace, Piétrain, Large White and Iberian)
by using the TRIzol reagent (GibcoBRL, Life Technologies S.A, Prat del
Llobregat, Spain), as previously described [9]. Complementary DNAs were
synthesized with the Thermoscript RT-PCR System (Invitrogen, S.A, Prat del
Llobregat, Spain).

In order to characterize the sequence and the mRNA expression pattern
of the pig ACLS1 gene, five different PCR reactions were optimized. The
targeted regions, primer combinations and thermal profiles are shown in Table I.
The amplification reactions contained 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.2 uM of
each primer, 1 pl of template DNA (either genomic or cDNA) and 1.25 U Taq
DNA polymerase. Hot start and final extension steps were performed at 94°C
for 5 min and 72°C for 10 min, respectively. The final PCR volume was 50 ul
(PCR1 and2) or 30 ul (PCR3 to 5).

With the aim of sequencing the coding region of the pig ACLS1 gene, we
designed a set of consensus primers derived from human (Genbank accession
number NM_001995), rat (Genbank accession number D90109) and mouse
(Genbank accession number BC056644) ACLS1 cDNA sequences (Tab. II).
These primers allowed the amplification of a region of 2,209 bp encompassing
exons 9 and 20. This fragment included 964 bp corresponding to the 3' UTR

region (PCR1, Tab. | and Tab. Il). Subsequently, we designed a second set of
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primers (ACLS3 and ACLS4) that amplified 2,052 bp of the coding region (from
exon 1 to 20) and 171 bp of the 3’ UTR. ACLS3 was designed by aligning exon
1 sequences from human, rat and mouse; whereas ACLS4 was complementary
to the 3’ UTR fragment that we had partially sequenced. (PCR2, Tab. | and Tab.
Il).

These two fragments were sequenced forward and reverse with the
BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Sequencing primers were ACLS1, ACLS2, ACLS3, ACLS4 and five
internal primers named as ACLSe3F, ACLSe12F, ACLSe5R, ACLSe12R and
ACLSe13R (Tab. Il). Electrophoresis of the sequencing products was performed
in an ABI 3100 Avant device (Applied Biosystems), and the resulting sequences

were aligned with the Multalin program [10].

2.2. - Genotyping of the pig ACLS1 gene

A multiplex primer extension protocol was implemented for typing the
polymorphism of the ACLS1 gene in 143 pigs belonging to five different breeds
(Iberian, Large White, Piétrain, Duroc and Landrace). Two different fragments
encompassing exons 16 and 17 (PCR4) and 1 kb of the 3'UTR region (PCRS)
were amplified with primers ACLS16eF and ACLSe17R, and ACLS19eF and
ACLS2, respectively (PCR4 and PCR5, Tab. | and Il) . Amplified products were
purified with the ExoSAP-IT kit (Amersham Biosciences Europe GmbH,
Cerdanyola, Spain). The genotyping was performed with the SnaPshot ™

ddNTP Primer Extension kit (Applied Biosystems). Extension primers were

ACLSsnp16, ACLSsnp17, ACLSsnpA, ACLSsnpB, ACLSsnpC and ACLSsnpD
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(Tab. 1). Reaction products were analyzed in an ABI 3100 capillary

electrophoresis device (Applied Biosystems).

2.3. - Tissue mMRNA expression of the pig acyl coenzyme A synthetase 1
(ACLS1) gene

Total RNA extraction and cDNA synthesis were performed as previously
described by using spleen, stomach, pancreas, liver, backfat, heart, muscle,
testicle, ovaries, uterus, lung and kidney samples. A 101 bp exon 4 fragment
was amplified with primer ACLSe4F and ACLSe4R (PCR 3, Tab. | and Tab. II)

and electrophoresed in a 2 % agarose gel stained with ethidium bromide.

2.4. - Phylogenetic analysis

A phylogenetic analysis including the five members of the acyl coA
synthetase long chain family was performed. The analyzed sequences were pig
ACLS1 (Genbank accession number AY690660), human ACLS1 (Genbank
accession number NM_001995), ACLS3 (Genbank accession number
BC041692), ACLS4 (Genbank accession number BC034959), ACLS5
(Genbank accession number BC007985), ACLS6 (Genbank accession number
BC026161); and murine ACLS1 (Genbank accession number BC056644),
ACLS3 (Genbank accession number BC031529), ACLS4 (Genbank accession
number BC016416), ACLS5 (Genbank accession number BC031544) and
ACLS6 (Genbank accession number BC022959). A neighbor joining tree was
constructed with the MEGA v2.1 program [11] by using the Kimura 2-parameter

genetic distance and bootstrap resampling (1,000 replicates).
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3. - Results and Discussion

We have characterized the near complete sequence of the ACLS1 gene
in eight individuals from the Iberian, Large White, Piétrain and Landrace breeds
(Genbank accession number AY690660). The pig ACLS1 sequence included
2,049 bp of the coding region (from exons 1 to 20) and 964 bp of the 3’'UTR.
Exon 1 sequence is partial since 45 bp remain to be sequenced. Thus, the pig
ACLS1 cDNA sequence was 3,013 bp and encoded a protein of 683 amino
acids. A BlastP search of the Genbank database showed that this sequence
had 90%, 83% and 77% amino acid identities with the human, mouse and
African frog (Xenopus laevis) ACLS1 orthologous sequences, respectively. The
homology between the five members of the ACLS family is weak, a feature that
makes difficult to obtain a reliable alignment. We limited our phylogenic analysis
to a 435 bp region which is highly conserved in the five ACLS paralogs. The pig
ACLS sequence clustered very consistently (100 bootstrap value) with the
human and mouse ACLS1 sequences, a feature that confirms that the
sequence we have obtained belongs to the class 1 family.

We found two different clades with a 100 bootstrap value in the neighbor
joining tree: one including the ACLS1 sequences and the other one formed by
the ACLS3, ACLS4 and ACLS5 sequences. The ACLS6 sequences were the
most divergent ones and they did not cluster with the other ACLS family
members. This pattern of clustering is consistent with the notion that these five
ACLS paralogous sequences diverged well before the radiation of human and
mouse, 75 MYR ago. Six and nine ACLS isoforms have been identified in yeast
[12] and Arabidopsis thaliana [13], but their relationships with the mammalian

ACLS family members remain to be established. In E.coli there is a single ACLS
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protein which is functionally related with the vertebrate ACLS5, a feature that
suggests that ACLS5 might be the ancestral isoform [14].

Two conserved sequence elements (*’FTSGTTGNPKGA?* and
“TGYGQTE*?) belonging to the ATP/AMP signature motif, that is commonly
found in the adenylate forming enzymes, have been identified in the pig amino
acid sequence. A third conserved element
(°**DGWLHTGDIGKWLPNGTLKIIDRKK®*) related with enzyme catalysis and
fatty acid substrate specificity was also identified in the pig sequence.

In addition, the ACLS1 mRNA was ubiquitously expressed in the 12
analyzed pig tissues, a feature which is consistent with the key metabolic role of
its product. Coleman and coworkers have reported that the five ACLS isoforms
have a differential pattern of tissue expression that might explain the different
functions of each isoform [15].

The alignment of eight pig ACLS1 cDNA sequences allowed to identify
five C— T and one G—A transition polymorphisms located in exon 16
(SNPe16), exon 17 (SNPe17) and the 3' UTR (SNPa to d, Tab. Ill). We
designed a primer extension-based protocol to perform the ACLS1 genotyping
of 143 animals from the Iberian (N = 18), Landrace (N = 25), Piétrain (N = 25),
Large White (N = 25) and Duroc (N = 50) breeds. Our analysis showed that the
SNPe16, SNPa and SNPc only segregated in the Landrace population,
whereas SNPd segregated in both Landrace and Duroc populations. Single
nucleotide polymorphism SNPe17 was found in four of the five analyzed
breeds, whereas SNPb segregated in the Piétrain, Duroc and Large White

populations.
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The six polymorphisms we have identified are silent, but this feature does
not necessarily imply that they do not have any functional consequence.
Polymorphisms located in the 3'UTR might affect mRNA stability and/or
translatability. as previously reported for the human p globin [16] and the mice
tumor necrosis factor a [17] genes. Functional studies and association analysis
in reference populations will be needed in order to investigate if the
polymorphism of the pig ACLS1 gene has any influence on phenotypic variation

at growth, fatness and meat quality traits.
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Table I. Polymerase chain reaction conditions for the amplification of several target regions of the pig acyl coenzyme A synthetase

1 (ACLS1) gene.

Reaction Target Primers Thermal profile
PCR1 Exon 9 - 3'UTR ACLS1+ACLS2 94 °C for 1 min, 64 °C for 2 min, 72 °C for 2 min (35 cycles)
PCR2 Exon 1 - 3'UTR ACLS3+ACLS4 94 °C for 1 min, 62 °C for 1 min, 72 °C for 1 min (35 cycles)
PCR3 Exon 4 ACLSe4F+ACLS4eR |94 °C for 30 s, 60 °C for 45 s, 72 °C for 45 s (30 cycles)
PCR4 Exon 16 - Exon 17 | ACLSe16F+ACLSe17R |94 °C for 1 min, 51 °C for 2 min, 72°C for 2 min (35 cycles)
PCR5 Exon 19 - 3' UTR ACLSe19F+ACLS2 |94 °C for 1 min, 51 °C for 2 min, 72°C for 2 min (35 cycles)
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Table Il. Sequence, orientation and targets of the primers used for sequencing and genotyping the pig acyl coenzyme A synthetase

1 (ACLS1) gene.
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Primer Orientation | Target Sequence
ACLS1 Forward Exon 9 |GTGGAACTACAGGCAACCCC
ACLS2 Reverse 3'UTR |TCCGTTCCATAAGTACCCAAG
ACLS3 Forward Exon 1 |GTATTTTCGAATGCCAGAGCTG
ACLS4 Reverse 3'UTR |GTCTGCGACGTGAGGTGAC
ACLSe4dF Forward Exon 4 |TTGAAGACATGTCGGAGTGTG
ACLSe4R Reverse Exon 4 |CTCAGGCCTGTTCTGAGCG
ACLSe16F Forward |Exon 16 |GTGTGTGTGAAAGGGCCAAA
ACLSe17R Reverse |Exon 17 |CTCTCCGTGGACAAACACCT
ACLSe19F Forward |Exon 19 | TGAAGACATGCTGAGACTGGG
ACLSe3F Forward Exon 3 |ATAATGGCCCATGTTTAGGATCTC
ACLSe12F Forward |Exon 12 |ACAGCCTGTGGGATAAACTG
ACLSe5R Reverse Exon 5 |CTCAGTTCCGAGGGTGTCGT
ACLSe12R Reverse |Exon 12 |TTTGTGGAAGATCAGTTTATCCC
ACLSe13R Reverse |Exon 13 |TCACTTTTCCTCCCAGGCTT
ACLSsnp16 | Forward |Exon 16 | ATATATATATACGGAAGCTCTGGATAAAGA
ACLSsnp17 | Forward |Exon 17 | ATATATATATATATGGAAAAAGCACATCTTCAAA
ACLSsnpA Forward 3'UTR | GGGAGAAACCGCCTC
ACLSsnpB Forward 3'UTR |ATATATATATATATAGTTCACGGTGATACACAATT
ACLSsnpC Forward 3'UTR |ATATATATATATATATATATGGTTTTTTTAACATCCCTGC
ACLSsnpD Forward 3'"UTR |TAACCTTTGCTGAACCAGTC
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Table 1ll. Allelic frequencies of six polymorphisms located in the coding
sequence (SNPe16 and SNPe17) and the 3’'UTR region (SNPa to d) of the pig
acyl coenzyme A synthetase 1 (ACLS1) gene. Allelic frequencies were
calculated in 143 pigs corresponding to the Duroc (N = 50), Piétrain (N = 25),

Large White (N = 25), Landrace (N = 25) and Iberian (N = 18) breeds.

Mutation SNPel6 | SNPel7| SNPa | SNPb SNPc SNPd
Position in AY690660 1,554 1,639 2,084 2,126 2,266 2,597
Nucleotidic Change T|C|]T|C|C|T|G|A|T|C]|]T]|C
Piétrain (N=25) 1{10]1(0]1|0]05(051|0]|1]|0O0

Large White (N=25) | 1 | 0 |09|01] 1 | O |0.7{03] 1 |01 |O

Breed |Landrace (N=25) 09(01]09(0,1]0.8(0.2] 1 | 0 |0.8|0.2]0.8|0.2
Iberian (N=18) 110]1]07(03]1 (0|1 |(O0]1|]0]1]|O0

Duroc (N=50) 1101]07(03] 1| 0]06(04] 1| O01]09|01
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Neighbour joining phylogenetic analysis of a highly conserved 436 bp
fragment corresponding to the human and murine ACLS1 and ACLS3 to ACLS6

sequences, and the pig ACLS1 sequence.

Figure 2. Expression of the acyl coenzyme A synthetase 1 (ACLS1) mRNA in
diverse porcine tissues. Lanes 1 and 16, molecular weight marker IX (Roche
Diagnostics S.L., Barcelona, Spain), 1353, 1078, 872, 603, 310, 281/271, 234,
194, 118, 72 bp; lane 2, spleen; lane 3, stomach; lane 4, pancreas; lane 5, liver;
lane 6, back fat; lane 7, heart; lane 8, semimembranosus muscle; lane 9,
longissimus dorsi muscle; lane 10, testicle; lane 11, ovary; lane 12, uterus; lane
13, lung; lane 14, kidney; lane 15, blank. The expected size of the amplified

product was 101 bp.
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100 — ACLS3-Homo
100 — ACLS3-Mus
ACLS4-Homo
100 '——— ACLS4-Mus
ACLS5-Homo

98

100

100 '———— ACLS5-Mus
ACLS1-Homo
ACLS1-Sus
ACLS1-Mus

100

ACLS6-Homo

ACLS6-Mus
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4.1.- Variabilitat genetica en una poblacié comercial Landrace

El primer objectiu del treball realitzat ha consistit en mesurar els nivells
de variabilitat genética d’'una poblacié comercial Landrace per 42 microsatél.lits
situats en 10 cromosomes. La mesura de la variabilitat és un aspecte crucial, ja
que per realitzar estudis d’identificaci6 de QTL cal que en la poblacié hi
segreguin les diferents variants dels marcadors geneétics analitzats. Quan es
realitzen encreuaments divergents, les poblacions emprades acostumen a
presentar una gran divergéncia genética i per tant habitualment no existeixen
problemes de manca d’informativitat dels marcadors. En poblacions comercials
altament seleccionades la situacié és completament diferent.

Un dels principals requeriments del nostre estudi consistia a seleccionar
un joc de microsatel-lits que permetés rastrejar I'origen (patern) dels al-lels. Per
aixd vam escollir aquells microsatellits pels quals la major part dels cinc
mascles (i en principi com a minim tres) fossin heterozigots, i després de
provar-ne 42 de diferents en vam seleccionar un joc de 23. D’aquests 23,
només 3 no complien el requisit de presentar un genotipus heterozigot en
almenys 3 mascles..

Posteriorment, i ja amb les mares completament genotipades vam
calcular les heterozigositats i els indexs PIC (Botstein et al. 1980). Amb aquests
indexs disposavem d’'una mesura del polimorfisme i podiem assegurar un nivell
de variabilitat prou elevat com per poder identificar I'origen dels al-lels en una
bona part dels casos. L'index PIC és de fet una heterozigositat corregida que
es fa servir per mesurar la informativitat d'un marcador. L’'index PIC no té en
compte els encreuaments no informatius, i és per aixd que acota millor la

mesura del polimorfisme. En general es considera que un PIC superior a 0,5
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garanteix un bon grau d’informativitat, i en el nostres cas, la PIC mitjana era de
0.63. A més a més, 19 dels microsateél-lits presentaven un PIC > 0,5 i els quatre

restants no baixaven de 0,4 (veure Taula 4.1).

Taula 4.1. Mesures del polimorfisme dels
marcadors que hem fet servir per a I'analisi de
QTLs de la poblacié Landrace.

Yk PIC Heterozigositat
Esperada Observada

IGF2 0,697 0,724 0,789
S0001 0,455 0,531 0,657
S0059 0,688 0,725 0,750
S0070 0,579 0,633 0,671
S0121 0,702 0,741 0,855
S0206 0,666 0,712 0,763
S0214 0,707 0,748 0,763
S0313 0,635 0,687 0,697
SW1056 0,498 0,541 0,578
SW1369 0,496 0,564 0,657
SW173 0,515 0,571 0,644
SW21 0,527 0,593 0,671
SW2185 0,708 0,742 0,750
SW2443 0,623 0,675 0,710
SW2618 0,809 0,832 0,855
SW35 0,647 0,697 0,750
SW398 0,730 0,767 0,842
SW72 0,627 0,679 0,710
SW905 0,635 0,691 0,657
SWC19 0,359 0,405 0,421
SWR1101 | 0,810 0,831 0,868
SWR1848 | 0,713 0,750 0,776
TNFB 0,756 0,787 0,881
Mitjana 0,634 0,679 0,727

Cal remarcar de tota manera, que els resultats obtinguts en la nostra
poblacié Landrace sobreestimen el PIC i I'heterozigositat reals de la poblacié, ja
que els 23 microsatel-lits emprats han estat preseleccionats d’acord amb la
seva informativitat. També hem observat I'existéncia d’una notable variacié

fenotipica pels caracters considerats, fet que queda reflectit a la Taula 4.2, en
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la qual es presenten els coeficients de variacid6 per diferents caracters

analitzats.

Taula 4.2. Mitjana (M), desviacié tipica (D.T.), coeficient de variacié (C.V.) expressat com a
percentatge i nUumero d’animals amb els quals s’han calculat les mesures anteriors. Els caracters
fenotipics que es presenten en aquesta taula es van fer servir per a una analisi preliminar dels

nostres resultats, i no sén tots els que al final vam incloure a I'analisi definitiva.

CARACTER M |DT. CV. N
Pes al sacrifici (Kg) 104,55 | 11,04 | 10,56 | 480
Gruix del greix dorsal (mm) 13,28 | 1,51 | 11,37 | 480
Pes de la canal (Kg) 77,75 | 7,99 | 10,28 | 410
Mesura del greix de la canal amb Fat-o-Meter (mm) 16,23 | 3,00 | 18,48 | 404
Mesura del greix de la canal amb Fat-o-Meter en el llom (mm) 54,06 | 5,92 | 10,95 | 404
Gruix del greix mesurat amb regleta al coll (mm) 3,52 0,47 | 13,35 481
Gruix del greix mesurat amb regleta entre la 3% i la 4™ costella (mm) 1,92 0,36 | 18,75 | 481
pH als 45' en el muscul Semimembranosus 6,47 0,32 | 4,95 | 481
pH als 45' en el muscul Longissimus dorsi 6,28 0,30 | 4,78 | 481
Conductivitat eléctrica als 45' en el muscul Semimembranosus 3,59 0,97 | 27,02 | 468
Conductivitat eléctrica als 45' en el muscul Longissimus dorsi 2,74 0,49 | 17,88 | 468
pH a les 24h. en el muscul Semimembranosus 5,81 0,19 | 3,27 | 461
pH ales 24h. en el muscul Longissimus dorsi 5,95 0,22 | 3,70 | 481
Conductivitat eléctrica a les 24h. en el muscul Semimembranosus 5,38 2,12 | 39,41 435
Conductivitat eléctrica a les 24h. en el muscul Longissimus dorsi 2,51 0,89 | 35,46 | 436
Longitud de la canal (cm) 89,3 3,28 | 36,73 | 476
Pes del pernil esquerre (Kg) 12,10 | 1,17 | 9,67 | 481
Pes de l'espatlla esquerra (Kg) 4,48 0,49 | 10,94 | 481
Pes de llom esquerre (Kg) 7,39 0,80 | 10,83 | 485
Pes del costellam esquerre (Kg) 7,43 1,00 | 13,46 | 365
Pes de la panxeta esquerra (Kg) 2,42 0,56 | 23,14 | 411
Pes del pernil dret (Kg) 12,14 | 1,19 | 9,80 | 481
Pes de I'espatlla dreta (Kg) 4,48 0,46 | 10,27 | 480
Pes del llom dret (Kg) 7,13 0,81 | 11,36 | 481
Pes del costellam dret (Kg) 6,63 0,94 | 14,18 | 336
Pes de la panxeta dreta (Kg) 2,46 0,55 | 22,36 | 382
Activitat enzimatica lactat deshidrogenasa (umol NADH min-1.g muscle-1) 3264,2 | 607,4| 18,6 | 481
Activitat enzimatica isocitrat deshidrogenasa (nmol NADPH min-1.g muscle-1) 1,30 0,45 | 34,62 | 481
Percentatge de la cadena pesada de la mioglobina 7,99 4,11 | 51,44 | 481
Mesura de la pigmentacié muscular 34,94 | 7,02 | 20,09 | 481
Extracte eteri (%) a partir de 100g. de muscul 2,12 0,84 | 39,39 | 313
Proteina bruta (%) a partir de 100g. de muscul 23,56 | 0,65 | 2,76 | 313
Materia organica (%) a partir de 100g. de muscul 26,07 | 0,76 | 2,92 | 313
Aigua (%) a partir de 100g. de muscul 72,73 | 0,78 | 1,07 | 313

La comparacio de les heterozigositats i els indexs PIC obtinguts en altres

races de porcs (veure Taula 4.3) ens indiquen el possible biaix que

comentavem suara. Per exemple, Laval et al. (2000) estudien la diversitat
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genetica d’'onze races europees mitjangant el genotipatge de 18 microsatél-lits.
Els valors d’heterozigositat observada (que oscil-len entre 0,4 i 0,6) sén, en
totes les poblacions, més baixos que el nostres. El mateix passa al Porc Ibéric i
a la raga Duroc (Martinez et al. 2000) o la raga polonesa Pulawska (Babicz et
al. 2003). En races xineses, en canvi, els valors son significativament més alts
(Taula 4.3), tant pel que fa a les heterozigositats com als indexs PIC.

Aquests resultats indiquen que les races comercials europees, tot i haver
estat intensament seleccionades, mantenen un grau de polimorfisme genétic
relativament elevat L'existéncia d'aquesta diversitat genetica en races
comercials, tot i la intensa pressié de seleccid, podria atribuir-se a les
introgressions amb races xineses (molt allunyades genéticament del tronc
europeu) que es van fer en aquestes races durant els s. XVIII-XIX. De fet, s’han
observat I'existéncia d’haplotipus asiatics al citocrom b mitocondrial en la raca
Landrace, a frequencies de 0,16 (Clop et al. 2004) o de 0,4 (Giuffra et al. 2000).
Aquests estudis, doncs, confirmen l'origen hibrid del porc Landrace (i d’altres
races comercials) aixi com la persisténcia de variabilitat genética corresponent
als troncs europeu i asiatic.

Altres races europees que no tenen aquest doble origen (com el porc
Ibéric, la raca Pulawska o el porc Basc) també mantenen un grau de variabilitat
genetica prou alt, similar al de les poblacions comercials. Possiblement les
intensitats de seleccid no son tant elevades en aquestes poblacions (en les
quals interessa mantenir la rusticitat) i la variabilitat genética, tot i no haver-hi
episodis d’hibridacié, es manté. Aquest fet també es pot observar en algunes
races xineses en les quals la diversitat genética es manté a nivells més alts i la

intensitat de seleccio és minima (Li et al. 2004).
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Taula 4.3. Heterozigositats observades (H) i PICs de 26 poblacions de races diverses. Els
indexs no mesurats s’'indiquen amb un asterisc.

Estudi N marc. | N anim.
Martinez et al. 2000 Poblacions de Porc Ibéric 25 210 * 0,46-0,64

Duroc 25 20 * 0,6083

Piétrain 18 50 * 0,6

Sortbroget 18 59 * 0,53

Basc 18 47 * 0,35

Gasco 18 56 * 0,47

Limousin 18 56 * 0,43

Laval et al. 2000 | Normand 18 52 * 0,5

Landrace alemany 18 50 * 0,54

Schwabisch-Hallisches 18 45 * 0,53

Great Yorkshire 18 32 * 0,51

Landrace suec 18 24 * 0,57

Senglar 18 12 * 0,58

Babicz et al. 2003 | Pulawska 20 52 0,55 0,61

Zhang et al. 2003 | 56 races xineses 27 27 0,39-0,86 | 0,44 - 0,87

Dong Shan 20 32 0,6 0,63

Gan Xi Two-Ends Black 20 34 0,59 0,63

Jin Hua 20 33 0,53 0,57

Jian Li 20 29 0,67 0,71

Ji Xing Black 20 40 0,64 0,67

Li et al. 2004 Huai Nan Black 20 46 0,62 0,65

Hai Nan 20 49 0,74 0,77

Nan Yang Black 20 53 0,72 0,75

Sheng Xian Spotted 20 30 0,72 0,75

Shazi Ling 20 33 0,64 0,68

Duroc 20 24 0,4 0,47

Aquestes mesures de variabilitat genética sén importants a I'hora de
determinar la informativitat d’'un marcador. El grau de polimorfisme pot variar
molt segons el marcador i segons la poblacid, i en els dissenys experimentals
en els quals intervé una sola raca trobar microsatél-lits informatius no és ftrivial.
En el nostre cas hem hagut de relaxar els criteris de seleccié de marcadors,

rebaixant de 3 a 2 el minim de mascles heterozigots.
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4.2.- Existéncia de quantitative trait loci relacionats amb caracters
productius en una poblacié comercial Landrace altament seleccionada
Una de les conclusions més interessants dels estudis de QTL en porc és que
han permés demostrar que els caracters quantitatius no estan governats per
I'accié d'un nombre "infinit" de gens cadascun amb un efecte petit i equivalent,
sin6 que la variacié d'aquest tipus de caracters es pot explicar per la contribucio
desigual d'un nombre limitat de gens o regions gendmiques. Per exemple un
18% de la variancia fenotipica pel contingut de greix abdominal en una F»
obtinguda a partir d’'un encreuament Large White x Senglar s’explica per I'accié
d'un QTL localitzat al cromosoma 4 (Andersson et al. 1994), quan en general la
porcié de la variancia fenotipica dels caracters de diposit de greix que s’explica
genéticament oscil-la d’'un 20 % a un 40 %. Sens dubte, aquest coneixement es
podria aplicar als esquemes de seleccié assistida per marcadors (MAS). En
porc, malgrat tot, només s’ha fet servir la selecci6 assistida per gens (GAS), un
cop identificada la mutacié o mutacions responsables de l'existéncia d'aquests
QTL i després d'optimitzar sistemes senzills de genotipatge, d’'una manera
similar a com s’ha fet amb el gen Ryr1 (Fuijii et al. 1991).

Es per aixd que la segona qiiestié que ens hem volgut plantejar després
de confirmar la variabilitat dels marcadors és saber si també existeix variabilitat
genetica pels gens i per les regions gendmiques que regulen la variacié
fenotipica dels diferents caracters considerats en el nostre experiment. De fet,
hi ha la possibilitat que la poblaci6 Landrace sigui polimorfica pels
microsatél.lits analitzats (que en si mateixos sén neutres des de un punt de
vista selectiu) i que en canvi els allels del QTLs s’hagin fixat degut a I'efecte de

la seleccid.
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En el fons, i des d’'un perspectiva més amplia, aixo implica verificar si els
resultats que s'han obtingut en encreuaments experimentals de races
fenotipicament divergents son extrapolables a poblacions comercials. De fet, és
en aquest context que apareixen els primers estudis amb animals de
poblacions comercials, per tal de fer un primer pas cap a la transferéncia de la
tecnologia dels QTL a la practica de la produccié porcina. Es el cas del projecte
europeu BIO4-CT97-2243, en el qual va participar el nostre grup i que tenia
com a objectiu principal detectar QTL per creixement i diposit de greix en 11
poblacions comercials de les races Large White, Landrace, Hampshire, Piétrain
i Meishan. Amb aquesta finalitat es van estudiar 7 regions cromosdmiques on
préviament s’hi havia descrit algun QTL i 3 regions de control (en les quals en
el moment del disseny no se n’hi havia descrit cap). En totes aquestes
poblacions es van registrar caracters de diposit de greix i de creixement. La
nostra aportacio, que és el resultat d'un treball de col-laboracié amb I’ Area de
Produccié Animal del Centre UdL-IRTA de Lleida i el Centre de Tecnologia de
la Carn-IRTA de Monells, va consistir en analitzar tres poblacions comercials de
les races Large White, Piétrain i Landrace.

En aquest context, vam decidir ampliar el nostre estudi en la poblacié
Landrace a una série de caracters relacionats amb la qualitat de la carn i no
contemplats en el projecte BIO4-CT97-2243, com son el color de la carn, la
composicié del muscul o la tendresa. Encara que la poblacié Landrace d’origen
era la mateixa en els dos projectes, els animals no eren exactament els
mateixos. Les regions analitzades, en canvi, serien les mateixes 10 que en el
projecte anterior. Malauradament, amb posterioritat a I'inici del projecte es van

descriure QTL en les tres regions que haviem definit com a controls. Aquest
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projecte es va finangar amb fons del FEDER 2FD97-0916-C02-02. Els resultats
del projecte europeu han estat publicats a Evans et al. (2003), amb una
reanalisi mitjancant els components de la variancia a de Koning et al. (2003).
Els resultats del projecte FEDER so6n els que presentem en el primer article
d’aquest compendi.

De moment només hi ha hagut un altre estudi d’aquestes
caracteristiques, en el qual s’estudiava la segregacié dels QTL del cromosoma
4 i del cromosoma 7 en 5 poblacions comercials diferents. Els resultats
d’aquest estudi es poden trobar a Nagamine et al. (2003) i Nagamine et al.
(2004).

Els resultats més importants del nostre projecte sén al cromosoma 2, en
el qual hi ha efectes sobre el pes de les espatlles, el pes de les llonzes i la
fermesa de la carn amb una densitat maxima posterior (HPD) superior al 0,99.
Altres efectes menys importants en aquest cromosoma els trobem al pes de la
canal (HPD = 0,87) i al pes dels pernils (HPD = 0.81). La regié analitzada en
aquest cromosoma coincideix amb el QTL de I'lGF2, i aquests efectes tant
importants en suggereixen la segregacié a la nostra poblacio. Recentment, la
mutacio causal per aquest QTL ha estat descrita a l'intr6 3 d’aquest gen (van
Laere et al. 2003), i actualment estem analitzant la possible segregacio
d’aquest polimorfisme a la nostra poblacid mitjangant la técnica de
pirosequenciacié (Ronaghi et al. 1998).

Altres efectes importants els trobem al cromosoma 7 sobre diposit de
greix (HPD = 0,84), al cromosoma 8 sobre gruix del greix dorsal (HPD = 0,79) i

al cromosoma 10, també pel gruix del greix dorsal (HPD = 0,88).
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En conjunt, aquests resultats demostren de forma clara I'existéncia de
diversos QTL segregant en la nostra poblacié comercial. Aixd vol dir que una
proporcié important de la variabilitat genética per caracters que han estat
directa o indirectament seleccionats ha romas en aquesta poblacio. Els nostres
resultats coincideixen plenament amb els d’Evans et al. (2003) i Nagamine et
al. (2003), que també detecten l'existencia de QTL segregant en totes les
poblacions que han analitzat.

A Evans et al. (2003) troben a totes les regions analitzades (que ja hem
comentat que sén les mateixes que les analitzades en el nostre treball) efectes
per almenys una de les poblacions. Sén interessants els casos del cromosoma
4 (que té efectes en quatre de les deu poblacions seleccionades) i el del
cromosoma 7 (que arriba al nivell de significacio més alt de I'estudi, al 99,9 %
pel diposit de greix en una poblacié Hampshire).

Nagamine et al. (2003) van genotipar cinc poblacions comercials de
diferents empreses de produccié porcina per vuit microsatél-lits del cromosoma
4 i set microsatél-lits del cromosoma 7, propers a les regions dels QTL més
rellevants d’aquests cromosomes. A totes cinc poblacions van trobar evidéncies
del QTL del cromosoma 7, mentre que el QTL del cromosoma 4 només
apareixia en dues. La reanalisi d’aquests resultats mitjangant components de la
variancia (Nagamine et al. 2004) encara que no coincideix exactament amb els
primers resultats, confirma [I'existéncia de QTL segregant en aquestes
poblacions comercials.

La principal consequéncia que podem extreure de tots aquests treballs
és que la informaci6 de QTL obtinguda en encreuaments divergents és

extrapolable, almenys parcialment, a poblacions comercials. Una altra
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consequéncia interessant és que lI'assumpcié que s'acostuma a realitzar en els
encreuaments de races divergents que els al-lels alternatius dels QTL estan
fixats a cada linia sovint és una simplificacié excessiva d'una realitat bioldgica
molt més complexa. Possiblement sigui certa en poblacions molt tancades i
consanguinies com per exemple I'estirp Guadyerbas d'lbéric, perd no en altres
poblacions més "obertes", amb un major cens efectiu i una menor
consanguinitat.

La seleccid, per tant, no ha aconseguit fixar els al-lels dels QTL a totes
les poblacions en les quals actua. Les raons d’aquesta ineficacia poden ser
diverses. Per una banda, la diferéncia d’intensitat de seleccié entre mascles i
femelles (en les quals generalment no pot ser gaire alta) pot retardar el progrés
genétic i dificultar la fixacid d’al-lels. Per I'altra, trobem els efectes derivats del
fet que la selecci6 és multicaracter. Aixi, tant correlacions negatives entre
caracters com efectes pleiotropics d’alguns loci poden impedir la fixacié de

segons quins al-lels.

4.3.- Comparacié de I'abundancia i de les HPD dels QTL relacionats amb
caracters de creixement, engreixament i qualitat de la carn

Un altre resultat interessant és que en general els QTL relacionats amb
el creixement i 'engreixament son més abundants i tenen HPD més altes que
els relacionats amb la qualitat de la carn. Aixd és particularment curids si es
valora el fet que la nostra poblacié ha estat seleccionada per creixement i
diposit de greix. Aixi, per caracters de qualitat comptabilitzem 2 efectes amb
una HPD més gran de 0,76 (**) i un efecte amb una HPD més gran de 0,99

(****). Per caracters de creixement i de diposit de greix, en canvi, hem trobat 7
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efectes d’'una HPD més gran de 0,76 (**) i 2 d’HPD més gran de 0,99 (****). Els
nostres resultats coincideixen amb les conclusions generals de les publicacions
que han estudiat simultaniament caracters de conformacié i caracters de
qualitat (Andersson-Eklund et al. 1998, Ovilo et al. 2002a, Varona et al. 2002),
en els quals els QTL per caracters de qualitat s6n també menys abundants.

Aquesta observacié es pot interpretar de diverses maneres. En primer
lloc, el fet que estem analitzant regions on inicialment s’hi havien descrit QTL
per creixement i diposit de greix fa inevitable pensar en un biaix dels resultats.
Aixi, és possible que, primer, estiguem analitzant zones especialment poc
significatives pel que fa a efectes sobre la qualitat de la carn i, segon, que els
efectes que detectem siguin efectes pleiotropics dels mateixos QTL, amb la
qual cosa la seleccié també els hauria afectat.

La realitat, pero, és que al llarg dels anys que ha durat el projecte, s’han
anat trobant nous QTL per qualitat de la carn en posicions properes o
coincidents amb els QTL per caracters de conformacié (veure Taula 2 de
I'analisi de QTL, pag. 93) i I'efecte del biaix inicial no sembla, doncs, tant
important.

Aquesta diferéncia entre els efectes també pot interpretar-se com una
consequencia d'una arquitectura genética diferent entre els caracters de
conformacié i els de qualitat de la carn. Aixi, podem observar que, tot i la
diversitat de caracters que defineixen la qualitat de la carn, tenen unes
heretabilitats més baixes que no pas els caracters de diposit de greix i de
creixement (veure Taula 1.1 de la Introduccio, pag. 20). Per exemple, encara
que en general els efectes genétics semblen importants per caracters com el

pH o el contingut de greix intramuscular, no ho sén tant pel flavour (molt influit
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pel grau d’oxidacid) o per la tendresa (que, a part d’estar relacionada amb el
contingut de greix intramuscular, es pot veure molt afectada per les
temperatures post mortem) (Coma 2001).

Una situacié analoga la trobem en estudis que han analitzat QTL
relacionats amb caracters reproductius. Aquests caracters tenen heretabilitats
baixes i un fort component ambiental, i en els encreuaments experimentals de
linies divergents es detecten menys QTL i de significacions més baixes

(Cassady et al. 2001, Rohrer et al. 2001).

4.4.- Els gens candidats

El sistema més adequat per poder identificar la mutacié responsable
d'un QTL consisteix en sequenciar el segment gendmic, préviament clonat en
un conjunt de BAC, on esta ubicat el QTL. Aquesta metodologia planteja el
problema que no existeixen llibreries de BAC per totes les races porcines, i
que per tant en la llibreria analitzada poden no existir els polimorfismes
responsables del QTL (p.e. en una llibreria preparada a partir de DNA genomic
d'Ibéric seria molt dificil, per no dir impossible, trobar la mutacié responsable
del sindrome d'estrés porqui). En definitiva, aquesta aproximacié sera factible
quan els meétodes de preparacio de llibreries i de sequenciacié hagin
evolucionat de manera que es puguin dur a terme de forma molt més rapida i
efectiva. Actualment, preparar una llibreria de BAC a partir del DNA gendmic
d'un individu pot involucrar una feina de 3-4 mesos en un laboratori molt
especialitzat i en el que totes les técniques estiguin molt optimitzades (Pieter de

Jong, comunicacié personal). En altres circumstancies pot abastar un periode
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de 2-3 anys. A més a més la identificacio dels clons portadors del fragment i la
sequenciacio és una feina lenta i, sobretot, molt cara.

Una aproximacio molt més directa, i factible en les nostres
circumstancies, consisteix en sequenciar gens candidats localitzats en les
regions gendmiques on hem trobat QTL. Amb aquest métode s’escull una
bateria de gens coneguts, amb una funcié relacionada amb el caracter
considerat i amb posicions compatibles amb la del QTL. Per obtenir aquest
llistat de gens és habitual fer servir la informacié d’espécies com 'huma i el
ratoli, en les quals hi ha molts més gens descrits. En aquests casos la
informacié de la posicio dels gens s’ha de valorar mitjangant el mapa
comparatiu amb el porci. Un cop hem seleccionat els gens candidats, cal
sequenciar-los i buscar polimorfismes mitjangant I'alineament de sequéncies.
Aquest polimorfismes s’han de genotipar en un pedigri per detectar-ne una
possible associacié amb els efectes fenotipics del QTL.

Aquest meétode té forces limitacions, perqué cal demostrar una relacié
bioldgica entre la mutacié i els efectes per poder afirmar que hem trobat la
mutacié causal del QTL. Si aixd no és possible, amb els estudis d’associacié
només demostrem la relacié entre els efectes i un polimorfisme que esperem
que sigui relativament proper a la mutacioé causal. Una altra limitacioé és que el
contingut génic del porci, de la espécie humana o del ratoli no tenen per qué
ser identics. A més a més, tant en huma com en ratoli hi ha molts gens o
sequéncies que han estat identificades com a tal mitjangant programes

informatics especifics, i dels quals se'n desconeix la funcio.
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4.4 1.- L’eleccid dels gens candidats

Una de les prioritats d’investigacié del nostre departament és la genética
dels caracters relacionats amb el metabolisme lipidic i 'engreixament, perqué
sén caracters que tenen una gran influéncia en la qualitat de la carn. Encara
que es tracta d’'un caracter complex i determinat per una gran quantitat de
parametres (pH, tendresa, color...), la qualitat de la carn esta molt influida tant
pel contingut de greix intramuscular com pel contingut d’acids grassos del greix.
Aixi, el contingut d’acids grassos pot afectar I'oxidacié de la carn, que al seu
temps té una gran influencia en el flavour i el color (Coma 2001). A més a més,
la tendresa, la intensitat del gust i la sucositat de la carn tenen correlacions
prou elevades (de 0,15 a 0,30) tant amb el greix intramuscular com amb la
composicié d’acids grassos (Van Oeckel et al. 2000).

A part d’aquesta gran influéncia en la qualitat de la carn, les heretabilitats
tant del contingut del greix intramuscular com de la composicié en acids
grassos del teixit adipdés son molt elevades, amb valors que van de 0,4 a 0,6
(Sellier 1998). La influéncia genética és doncs molt important, i, de fet, estudis
de QTL ja han demostrat I'existéncia de regions amb grans efectes sobre
aquests caracters. Clop et al. (2003) van identificar per primer cop QTL
relacionats amb la composicié en acids grassos del greix, aixi com diferents
indexs (indexs de dobles enllagos i de peroxidabilitat) vinculats amb la
composicidé en acids grassos i amb la qualitat del greix. Els resultats d’aquest
estudi demostren I'existencia de QTL per aquests caracters als cromosomes 4,

6, 8, 10 i 12. Varona et al. (2004) aprofundeixen en l'estudi dels QTL del
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cromosoma 6, i conclouen que en aquest cromosoma hi ha 3 QTL pleiotropics
respecte al contingut de diferents acids grassos en cada cas.

Al nostre departament ja s’han caracteritzat alguns dels gens relacionats
amb el metabolisme lipidic en el marc d’altres projectes de recerca, com per
exemple el gen de la piruvat carboxilasa (Davalos et al. 2003), el de la glicerol
fosfat aciltransferasa (Tomas et al. 2003) i el de la diacilglicerol aciltransferasa
(Mercader, comunicacié personal). D’altra banda, actualment s’esta duent a
terme un projecte (LIPGEN, CICYT AGL2002-04271-C03-03) en el qual esta
prevista la caracteritzaci6 de 38 gens relacionats amb el metabolisme dels
lipids i més especificament del colesterol. Els treballs de la tesi doctoral que a
continuacié discutirem s’emmarquen dins d’aquesta linia d’investigacio, i
inclouen la caracteritzacido dels gens de la malat deshidrogenasa citosolica
(MDH1), de l'enzim malic citosolic (ME1), de la 2,4-dienoil-CoA reductasa

(DECR) i de I'acil CoA sintasa 1 (ACLS1).

4 .4.2. La malat deshidrogenasa 1

La malat deshidrogenasa citosolica (MDH1) és un enzim que catalitza la
reaccio de reduccio de I'oxaloacetat a malat i participa, juntament amb I'enzim
malic i d’altres enzims en el transport d’acetil coenzim A del mitocondri al
citosol de la cél-lula (Figura 4.1). Aquest acetil coenzim A, a banda de participar
en el metabolisme dels glucids és necessari per a la sintesi de lipids, que es

duu a terme al citosol cel-lular.
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Mitocondri Citosol

Citrat Citrat

4 |

ATP-citrat liasa

Citrat sintasa

Oxalacetat

Oxalacetat Malat deshidrogenasa

1k

Piruvat descarboxilasa

Enzim malic

Figura 4.1. Cicle del sistema de transport del
tricarboxil.  Mitjancant aquesta via es
transporta acetil-CoA (integrat a la molecula
de citrat) del mitocondri al citosol.

Vam escollir TIMDH1 com a gen candidat basant-nos, a banda de la
funcié, en una analisi preliminar de l'estudi de microsatél-lits, en la qual
trobavem efectes significatius al cromosoma 3, que és on es localitza el gen
MDH1 (Wintero et al. 1998). A I'analisi de microsatél-lits definitiva aquest QTL
preliminar no s’ha confirmat.

En aquest gen hem descrit un polimorfisme silent C—T a I'exd 7. Al
tractar-se d’'un polimorfisme exonic que no provoca canvis en la sequéncia
aminoacidica en principi no és previsible que tingui efectes sobre I'expressié o

la funcié del gen. No obstant aixd, si que es pot fer servir de marcador en

-210 -



Discussi6

estudis d’associacio en els quals es vulgui valorar possibles efectes associats a
aquesta regio.

Al dissenyar un protocol de primer extension analysis per al genotipatge
d’aquesta mutacio, hem pogut identificar una insercié a l'intré 6 del gen MDH1.
Aquest fragment té 722 pb i és a la posicié 262 de l'intrd, i I'analisi de la
sequéncia amb el programa BLASTN ha permes determinar que correspon a
un long interspersed nucleotide element (LINE) de tipus 1.

Els elements LINE son retrotransposons de sequéncia llarga (de 6 o 7 kb
quan son senceres), integrats al genoma i que formen part del DNA altament
repetitiu. La majoria dels elements LINE-1 (o L1) estan truncats per la regié 5’ i
presumiblement no poden provocar noves transposicions. En porc s’ha descrit
un grup d’elements L1, que s’ha denominat L1Ss (Miller 1994), dins del qual
hem pogut classificar la nostra sequéncia.

Aquest insert segrega a les diferents poblacions, cosa que ens fa pensar
en un episodi de retrotransposicié molt recent. Aquesta segregacio permet fer
servir de marcador aquest element L1Ss. Cal tenir en compte que aquest tipus
de polimorfismes s6n de gran interés perqué es poden genotipar rapidament,
discriminant els al-lels per la mida. A més a més es pot assegurar la identitat
per descendéncia de les insercions, perqué és extremadament improbable que
es produeixin insercions independents en una mateixa posicié del genoma.

A banda d’aix0, també hem amplificat un fragment d'1,7 kb que té
similituds amb I'ex6 6 i I'exd 7 del gen MDH1, aixi com amb part de I'intré 6. Es
possible que es tracti d’'un pseudogen no processat, en el qual hem identificat
quatre elements que corresponen a short interspersed nuclear elements (SINE)

de la familia de SINE porcins PRE-1 (Singer et al. 1987).
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4.4 3.- L’enzim malic citosolic

L’enzim malic citosélic (ME1), com I'enzim MDH1, participa en el
transport d’acetil coenzim A de dins del mitocondri al citosol cel-lular. Com en el
cas del gen MDH1, en l'analisi preliminar vam trobar efectes en el cromosoma
1 del porc, que és on el localitza el gen ME1 (Nunes et al. 1996).

El treball realitzat amb el gen MEl1 ha permés d’identificar 5
polimorfismes de la regié6 3° UTR del gen (Taula 1 de Polimorfismes i estudi
d’associacié del gen ME1, pag. 134), que segreguen a la poblacié comercial
Landrace del projecte FEDER. Tot i que a l'analisi definitiva de QTL no hem
detectat efectes en aquest cromosoma, vam decidir de fer un estudi
d’associacié amb els caracters fenotipics que ja s’havien mesurat perqué la
posicié del ME1 no coincideix amb linterval dels dos microsatél-lits que hem
genotipat en aquest cromosoma, 'SW2185 i 'S0313 (Figura 4.2). Aixi, efectes
moderats provocats per mutacions en aquest gen (o molt properes) podrien
haver passat inadvertits en I'analisi de QTL.

Encara que cap de les 5 mutacions descrites al nostre treball és a la
sequéncia codificant, no és totalment descartable que puguin tenir algun efecte
funcional. De fet, la zona 3'UTR té una funcié reguladora, i ja s’ha demostrat
que pot afectar I'estabilitat de 'RNA missatger (Day i Tuite 1998), i per aixd no
podem descartar totalment una causalitat directa de I'enzim malic en els
efectes detectats.

Els resultats més importants de I'analisi d’associacié indiquen efectes

sobre el gruix del greix dorsal a 156 d i a 171 d que no passen mai d’'una HPD
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del 95 %, pero que sén bioldogicament explicables en un enzim que participa en
la sintesi d’acids grassos. Hem observat també que la magnitud dels efectes
depén de 'edat, i disminueixen a mesura que el porc arriba al pes del sacrifici.
Aixd podria indicar que I'engreixament al final del periode de creixement és
més dependent de factors ambientals que no pas de genétics, fet que explicaria
'abséncia d’efectes en altres mesures de diposit de greix que es prenen a la
canal.

El gen ME1 no s’ha cartografiat a cap mapa de lligament, i la posicio
descrita a la bibliografia (citogenética, a 1p1.2) és molt dificil de relacionar amb
les posicions de QTLs descrits préviament. Per comparacié entre marcadors
del mapa citogenétic i del mapa de lligament de [I'USDA-Marc

(http://www.genome.iastate.edu/maps/marcmap.html), podem estimar una

posicio aproximada de 'ME1 a uns 60 cM (Figura 5).

Al cromosoma 1 s’hi han descrit QTL pel gruix del greix dorsal a 29 cM
(Malek et al. 2001a) i a 56 cM (Nezer et al. 2002). El polimorfisme del gen ME1
no s’ha estudiat en cap dels dos encreuaments, i per tant no podem afirmar que
hi hagi correspondéncia entre els efectes observats.

Els efectes de I'enzim malic sobre el diposit de greix en el porc ja s’han
descrit en alguns altres experiments. Per exemple, s’ha demostrat que l'activitat
de I'enzim malic té molta influéncia en el contingut de greix intramuscular
(Mourot i Kouba 1999). Morales et al. (2002) estudiant I'efecte de dues dietes
diferents en porcs Landrace i Ibérics van trobar diferencies importants en
I'activitat enzimatica de I'ME1, no atribuibles a l'alimentacié. Cal tenir en
compte que la quantitat de greix dipositat en aquestes dues races és molt

diferent, cosa que podria estar relacionada amb les activitats de 'ME1.
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Hem pogut genotipar també una part dels animals d’aquest estudi, i com en la
nostra poblacid, en els Landrace els polimorfismes segregaven, en canvi en els

Ibérics no (Taula 4.4). Tot i tractar-se d’'un material molt interessant, el reduit
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numero d’animals disponibles no ens ha permés de realitzar cap analisi

estadistica.

Mutacio

Ibéric (N=20)
Racga _—
Landrace (N=50)

Amb les mateixes mesures fenotipiques també hem estudiat I'efecte dels
tres diferents haplotipus ME1 que segreguen a la nostra poblacio. L'analisi en
aquest cas és més dificil d’'interpretar, perqué hem comparat cadascuna de les
combinacions d’haplotipus existents amb tota la resta.

De fet, en una analisi d’aquest tipus el que fem és redistribuir les
categories dels animals, distingint uns altres subgrups dins del total d’individus.
Aixi, en els SNPs 1 al 4, els individus denotats CC es reparteixen entre els
H1H2 i H2H2 de l'analisi d’haplotipus, els CT es divideixen a les categories
H1H3 i H2H3 i els TT es denoten H3H3. En el cas de 'SNP5, els individus TT
s’afegeixen als H2H2, H2H3 i H3H3, i els AT a H1H2 i H1H3 (veure Taula 4.5).
Es una analisi, doncs, més fina, i que pot acotar més bé la relacié que hi pugui
haver entre 'enzim malic i els efectes fenotipics, perqué categoritza més bé els
animals. El principal problema d’aquesta analisi rau precisament al mateix punt:
al fer més classes perdem poténcia de deteccié dels efectes, perqué podem

comparar menys individus de cada subgrup.
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SZSNGEM CcC (279) | CT (178) TT(11) |

| AT(55) H1H2 48) | H1H3 (7) 2
| T7@413) | H2H2(231) | H2H3 (171) | H3H3 (11) |

Els resultats d’aquesta analisi dels haplotipus per caracters de greix
confirma les associacions que hem trobat analitzant els SNP per separat (Taula
2 de Polimorfismes i estudi d’associacié del gen ME1, pag 135), i, a part
d’'observar que els efectes sdbn més importants quan comparem subgrups amb
un major numero d’animals, també podem observar que soén els genotipus
diferents als SNP1, SNP2, SNP3 i SNP4 els que presenten més diferéncies.
Aixi, els genotipus que es comparen en les tres ultimes columnes de la taula
soén, per 'SNP5, homozigots TT en tots els casos, mentre pels SNPs 1 al 4
comparem els tres possibles genotipus (CC, CT i TT) entre ells.

Un altre grup de caracters amb associacions importants son els de pH i
conductivitat electrica. Aquests caracters estan molt relacionats amb el
contingut i el metabolisme post mortem del glicogen muscular. Tal com hem
vist, I'enzim malic és un enzim central del metabolisme cel-lular, i encara que
subministra NADPH i acetil-CoA per a la sintesi d’acids grassos, també intervé
en el metabolisme dels glucids, perqué intervé en la sintesi de piruvat. Cal tenir
en compte que tant el pH com la conductivitat eléctrica del muscul estan
relacionats amb la produccié de lactat de la glucdlisi anaerdbia. Mitjangant
'enzim lactat deshidrogenasa, aquest lactat es transforma en piruvat, que ens

connecta aquesta ruta a la de I'enzim malic.
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En aquests moments, estem reanalitzant les nostres dades per tal de
solucionar alguns problemes que ens han indicat a les revisions previes a la
publicacié. Amb el model bayesia que hem presentat en aquest compendi no
podem aplicar la correccid de Bonferroni (mitjangant la qual es corregeix el
nivell de significacié en funcié del numero de tests realitzats i s’eviten falsos
positius), i malauradament no existeix cap metodologia analoga en estadistica
bayesiana. Sense aquesta correccid, i en un sentit estadisticament estricte,
hauriem de trobar 20 associacions positives quan 'HPD és al 90 % i 10 quan
'HPD és al 95 % en lanalisi dels SNP per separat (que implica 200
comparacions). Per tant sembla interessant acotar el numero de mesures que
s’analitzen, per tal d’evitar aquests problemes. Aixi, en el cas de I'enzim malic,
central en el metabolisme de lipids i glucids sembla for¢ca coherent estudiar-ne
els efectes en caracters tant de diposit de greix com les mesures post mortem
que depenen de la degradacié del glucogen muscular.

A més a més, les mesures de registre del color, que estan preses per
duplicat, s’han de considerar conjuntament. Aixd es fa amb una metaanalisi, tal
com es descriu a Varona et al. (2001). Amb aquest métode s’inclou com prior
d’'un dels duplicats I'analisi de l'altre, cosa que formalment passa per multiplicar
els factors de Bayes dels duplicats. Cal comentar que els resultats no canvien

substancialment.

4.4.4.-La 2.4-dienoil-CoA-reductasa

L’eleccio del gen de la 2,4-dienoil-CoA-reductasa (DECR) per a I'estudi
de gens candidats es va fer basant-nos tant en la seva funcié com en la seva

posicid. Aquest gen esta localitzat al cromosoma 4 i coincideix amb la posicio
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d’'un QTL sobre el contingut en acid linoléic al greix i dos indexs de composicio
d’acids grassos (Clop et al. 2003, Pérez-Enciso et al. 2000). A més a més,
'enzim DECR participa en la (3 oxidacié dels acids grassos polinsaturats, fet
que reforca l'interés de caracteritzar-lo a nivell molecular.

Vam trobar dos polimorfismes en aquest gen, una transversio G—C4g a
'exd 2 i un altra transversiéo G—C4s5 a I'exd 5. Aquestes dues mutacions sén a
la sequéncia codificant i provoquen canvis aminoacidics, i com en el cas
anterior segregaven a la poblacié comercial del porcs Landrace del projecte
FEDER. La mutacié de I'exd 2 provoca un canvi Val-Leu a la sequéncia
aminoacidica (posicié 63) i la mutacié de I'exd 5 provoca un canvi Ser—Thr
(posicié 153). En el primer cas tots dos aminoacids son alifatics (apolars), i en
el segon tots dos son polars i tenen un grup hidroxil. Sén, doncs, canvis
conservatius de la cadena peptidica, que probablement no tenen un gran efecte
funcional.

Els resultats de l'analisi d’associacié d’aquestes dues mutacions (que
sempre es troben en la mateixa combinacié GG o CC, i per tant s’han analitzat
conjuntament) només son significatius en tres caracters de qualitat de la carn:
color (component Minolta a2), ICDH i pH al muscul longissimus dorsi a les 24 h
post mortem. El color i el pH tenen una relacié funcional que, tal com
comentem a l'article, fa particularment interessants aquests efectes. A més a
més, la manipulacié del contingut en acids grassos mitjangant la dieta s’ha
demostrat que afecta tant el color de la carn com el pH, entre d’altres mesures
(D'Souza i Mullan 2002, Tischendorf et al. 2002). Aixi, els acids grassos i la

DECR ocupen un punt central d’aquesta xarxa de relacions.

-218 -



Discussi6

Pel que fa a l'associaci6 amb I'ICDH, és fisiologicament explicable
gracies a qué les funcions dels dos enzims estan relacionades, i és possible
que modulacions en I'activitat de la DECR puguin afectar també l'activitat de la
ICDH (Shechter et al. 2003).

Clop et al. (2002) han determinat la posicié del gen DECR i han analitzat
la mutacié de I'exd 2 en 'encreuament IBMAP, en el qual s’han descrit els QTL
que comentavem sobre contingut en acids grassos. Encara que la posicio del
gen els coincideix amb l'interval de confiangca del QTL, les freqiéncies de la
mutacio a les dues races parentals de I'encreuament (Landrace de la mateixa
poblacié que hem analitzat nosaltres i Ibérics) no concorden amb els resultats
dels QTL. Aixi, mentre que a I'analisi de QTL es demostrava I'existéncia d’'un
allel ibéric i d’'un al-lel Landrace, la mutacié és poc informativa i segrega a
frequéncies similars en les dues poblacions, i sembla poc probable que el

DECR sigui el responsable dels QTL d’aquest encreuament.

4 .4.5.- La sintasa d’acil-coenzim A de cadena llarga 1

Hem escollit el gen de la sintasa d’acil-coenzim A (ACLS1) per la seva
funcio en la sintesi dels acil-coA, que, entre moltes altres, és imprescindible per
a la sintesi de triglicérids. En aquest cas no es va poder tenir en compte ni la
bibliografia prévia ni la posicié del gen, perqué a I'espécie porcina aquest gen
no s’havia descrit.

En mamifers hi ha cinc isoformes diferents d’aquest enzim, que s’han
denominat de forga maneres diferents (FACL, ACS, LACS...) fins que la
nomenclatura s’ha unificat. Per evitar problemes derivats de la confusié de

noms i de la localitzacié erronia d’algun dels gens s’ha establert una

-219 -



Discussi6

nomenclatura oficial segons la qual les cinc isoformes son 'ACLS1 (abans
FACL2), ACLS3, ACLS4, ACLS5 i ACLSG.

En aquest compendi presentem dos treballs sobre el gen ACLS1 que
inclouen la localitzacié cromosomica, la sequienciacid i la descripcié de 5
polimorfismes. Hem sequenciat 3.013 pb del gen ACLS1. D’aquest fragment de
3 kb, 2.049 pb pertanyen a la regié codificant i 964 pb a la regid6 3'UTR.
Aquesta sequeéncia ens ha servit per a dissenyar un joc de primers per fer la
cartografia RH i per buscar polimorfismes a 6 races porcines diferents: Piétrain,
Large White, Landrace, Porc Ibéric, Vietnamita i Duroc.

La localitzacié cromosomica amb el panell RH de I'INRA ens ha permés
situar aquest gen al cromosoma 15, a una distancia de 45 cR del microsatel-lit
SW1989. Aquesta posicid és propera a un QTL que afecta el contingut en
glicogen i el pH del muscul (Malek et al. 2001b).

Tant a huma com a ratoli s’han descrit, fins ara, cinc membres d’aquesta
familia (ACLS1, ACLS3, ACLS4, ACLS5 i ACLS6), amb funcions similars pero
amb diferents patrons d’expressié tissular. Aquest gran nombre de variants,
més la confusié de noms que hi ha hagut han complicat for¢ca la tasca de
classificacié de la nostra sequéncia. Per aix0 hem dut a terme una analisi
filogenética amb el programa MEGA v2.1 (http://www.megasoftware.net), fent
servir la distancia genética de Kimura amb 2 parametres per construir un arbre
neighbor-joining. Amb aquest estudi hem aconseguit demostrar la pertinenca
del nostre gen al grup de les ACSL1.

Aquesta classificacié concorda a més a més amb la posicié en el mapa
comparatiu huma. No tenim coneixement de cap estudi filogenétic de les ACSL,

perd l'agrupacié del nostre arbre filogenétic ens permet d’afirmar que la
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diferenciacié de la ACLS ancestral en 5 isoformes és anterior a la separacié
d’huma i ratoli. A més a més hem trobat i confirmat a diferents races de porcs 6
mutacions, cap de les quals provoca canvi aminoacidic, encara que 3 estiguin a
la regié codificant (Taula 4.6). A la taula hi hem incldos les frequéncies
alleliques dels porcs Meishan que hem pogut genotipar (i que no hem inclos a
I'article perqué eren pocs animals) i una mutacié nova, a I'exd 4, que només

hem trobat en aquesta raga i que tampoc provoca canvis en la sequéncia de la

proteina.

SNPe4 SNPe16 SNPe17 SNPa SNPb SNPc SNPd

Posici6 363 1,554 N N 2,084 2,126 2,266 2,597
Canvi G A T C C T G A T C T C
P 1 0 ]29] 1 0271 0|27 | 1 0 ]29]05]05]29] 1 0]29] 1 0 |29
LW B 0 |26 109|01]26]| 1 0]26| 1 0]29]07]03]29] 1 0]29] 1 0 |29
Rac LD [ 0 J]26109|01)126]| 1 0]26]08]02])25] 1 0]25|08]02|25]08]0,2]|25
a IB 1 0 J19] 1 0|18]07]03]| 18| 1 0|19]| 1 0]19]| 1 0]19] 1 0|19
DU W 0 48] 1 0 |48]07]03]48]| 1 0 |58]|06]04]58] 1 0]55]09]01]|57
\7|= 03] 0,7 | 15| 1 0| 5]02|08| 5]09]01]20] 1 0|20 1 0] 91]02]08]| 9

El genotipatge de tots aquests animals demostra una distribucié prou
amplia de les mutacions. Aixi, aquests polimorfismes semblen adequats per
poder-se fer servir de marcadors moleculars en estudis d’associacié amb
caracters fenotipics, encara que caldria verificar unes freqiéncies de

segregacié adequades a la poblacié objecte d’estudi.

A part dels quatre gens que hem presentat en el compendi, també hem
estudiat el gen de I'estearoil coenzima A desaturasa (SCD), ja cartografiat i
sequenciat en porci (Ren et al. 2003, Wimmers et al. 2002b). En aquest cas,

hem sequenciat 1 kb del cDNA de 12 porcs de 6 races diferents: Ibéric,
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Piétrain, Large White, Vietnamita, Landrace i Meishan, i no hi hem trobat cap
polimorfisme. No obstant aixd, la sequéncia sencera del gen no ha estat
sequenciada fins fa poc (Ren et al. 2004), en un estudi en qué han trobat cinc

polimorfismes.

4.4 6.- Polimorfisme dels gens del metabolisme lipidic

Tant en el cas de 'ACLS1 com en el del ME1 hem pogut comprovar
doncs, la rellevancia de la regié 3'UTR pel que fa al nombre de polimorfismes.
Tot i que les mutacions en aquesta regié no provoquen canvis aminoacidics,
estudis recents han demostrat la importancia que pot tenir en la regulacié de
I'expressio génica. Aquestes mutacions poden afectar la vida mitjana de 'RNA,
en el que seria un control post-transcripcional (Day i Tuite 1998) com ja s’ha
demostrat en la regulacié del factor de necrosi tumoral a (Di Marco et al. 2001) i
la B globina humana (Bilenoglu et al. 2002).

En general podem dir que els polimorfismes que hem detectat en els
gens relacionats amb el metabolisme lipidic generalment no impliquen un canvi
de la sequencia aminoacidica. També hem pogut observar que les races
comercials tenen més mutacions que no pas algunes races més
consanguinies. De fet, només una mutacié del gen ACSL1 segrega al Porc
Ibéric, tota la resta estan fixades. Encara que cal tenir en compte el reduit
nombre total d’animals de cada raga que s’han genotipat per a totes les
mutacions, aquest fet concorda amb les aportacions que poblacions molt

diverses han fet a les races que actualment s’exploten.
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4.5.- Perspectives de futur i selecci6 assistida per marcadors

L'objectiu final de tots aquests estudis és l'aplicacié del coneixement
adquirit a la practica de la produccié porcina. Cal, per tant, o acotar molt bé la
posicio i els marcadors adjacents d’'un QTL o trobar-ne la mutacié causal.
Llavors aquesta informacio es pot incloure en els esquemes de seleccid, en el
que seria una seleccié assistida per marcadors (marker assisted selection,
MAS) o una seleccié assistida per gens (gene assisted selection, GAS). La
GAS es pot fer servir ja com a minim per tres gens en els quals s’ha descobert
la mutacié associada als efectes: el gen Ryrl per caracters de conformacio i de
qualitat de la carn (Fujii et al. 1991), el gen PRAKG3 per contingut de glicogen
del muscul (Milan et al. 2000) i el gen IGF2 (van Laere et al. 2003).

Encara que la GAS sigui el métode optim perqué seleccionem realment
la mutacié causal, la MAS permet aprofitar la informacié dels QTL sense
necessitat d’haver trobat la mutacié. Després de determinar en la poblacid
comercial sota seleccid les fases entre els marcadors adjacents a la posicio del
QTL i 'estima que s’ha fet dels al-lels del QTL (favorable i no favorable) es pot
implementar un sistema de MAS. Aquesta informacié també es pot fer servir
per fer la introgressio del QTL en una poblacié (marker assisted introgression,
MAI).

L’increment de poténcia tedric dels programes que incorporen MAS per a
un caracter (combinant, per tant, la informacié molecular amb la informacio
fenotipica) depén de I'heretabilitat del caracter, de la proporcié de variancia
additiva associada amb el marcador i del mateix esquema de seleccio (Lande i

Thompson 1990). L’eficiéncia relativa de la MAS és més gran per caracters
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amb heretabilitats baixes si una fraccié elevada de la variancia additiva esta
significativament associada amb el marcador i quan els caracters fenotipics que
volem seleccionar no s’expressen a tots els individus, com per exemple el cas

dels caracters limitats pel sexe.

El nostres treballs, doncs, ens han servit per confirmar I'existéncia de
QTL d’efectes importants en una poblacié Landrace altament seleccionada.
Aquest fet posa en evidéncia els limits de la seleccid fenotipica, i prediu els
beneficis que I'is de la genética molecular pot aportar al mén de la produccid
porcina. A més a meés, hem pogut confirmar I'existéncia de variabilitat genética
en loci que intervenen en el metabolisme lipidic. Encara que no hem pogut
confirmar que aquesta variabilitat tingui repercussions en els caracters de
diposit de greix, no podem descartar que en alguns casos hi hagi un efecte real
sobre la regulacié o la funcié del gen. Hem comprovat també la segregacié
d’aquests polimorfismes en diferents races, cosa que en permet I'Us com a

marcadors moleculars en estudis d’associacio.
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1.- La poblacié comercial de porcs Landrace analitzada presenta variabilitat
fenotipica pels caracters estudiats, amb coeficients de variacié que oscil-len
entre I'1,07% (percentatge d’aigua del muscul) i el 51,44% (percentatge de la

cadena pesada de la mioglobina).

2.- S’ha observat un grau notable de variabilitat genética a la poblacié
Landrace. El contingut d’informacidé polimorfica (PIC) per 23 microsatel-lits

seleccionats per la seva informativitat a la generacio F, va ser de 0,63.

3.- S’ha identificat I'existéncia de diversos QTL relacionats amb el creixement,
I'engreixament i la qualitat de la carn a la poblacié Landrace. El cromosoma 2
concentra els efectes més importants, amb HPD superiors a 0,99 en pes de les
espatlles, pes del costellam i la fermesa de la carn. En general, aquests
resultats demostren que en nombrosos casos els al-lels favorables dels QTL no

s’han fixat malgrat I'efecte de la seleccio.

4.- La sequenciacio del gen MDH1 ha permés identificar 2 polimorfismes: una
transici6 C—T a I'exd 7 i una insercié LINE 1 del tipus L1Ss localitzada a I'intro
6. A més a més s’ha identificat una sequéncia anomenada MDH1Y¥ que es

podria correspondre a un pseudogen no processat.

5.- S’han identificat cinc polimorfismes SNP1 (C—T1708), SNP2 (G—>T1762),

SNP3 (A—)C1807), SNP4 (C—)A1857) i SNP5 (T—)A1880) ala regié 3'UTR del gen
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ME1, que s’han fet servir de marcadors moleculars en un estudi d’associacio.
Les associacions més significatives corresponen al gruix del greix dorsal a 171

d i al pH muscular, amb HPD d’entre 0,9 i 0,95.

6.- S’ha identificat un polimorfisme C—Gyss (Seris3—>Thrys3) a I'exé 5 del gen
DECR, que juntament amb un polimorfisme C—G1g1 (Valgi—Leugsq) de I'exd 2
préviament descrit s’han fet servir de marcadors moleculars en un estudi

d’associacid. Les associacions més importants sén per pH muscular i color de

la carn, amb HPD entre 0,9 i 0,95.

7.- S’han sequenciat 3.041 pb del gen ACLS1, corresponents a gairebé tota la
regio codificant (2.049 pb, de I'ex6 1 al 20) i 964 pb de la regidé 3'. Aixi mateix,
hem identificat 6 polimorfismes silents. A més hem cartografiat aquest gen al
cromosoma 15 porci i hem comprovat que s’expressa a diferents teixits,
incloent melsa, estbmac, pancreas, fetge, greix dorsal, cor, muscul, testicle,

ovari, uter, pulmo i ronyo.
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