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INTRODUCCION

La composicion de los &cidos grasos es un factor muy importante para la calidad de
la carne y de la grasa en porcino, ya que afecta a factores cruciales como son la terneza o el
sabor de la carne. En el 2003, Clop et al. realizaron un barrido genémico de QTL para la
composicion de los acidos grasos mediante un cruce F2 de cerdo Ibérico por Landrace
(cruce IBMAP) e identificaron QTL significativos en los cromosomas 4, 6, 8 10 y 12. EI QTL
del cromosoma 8 resultd significativo para el porcentaje de acidos palmitico (C16:0) y
palmitoleico (C16:1[n-9]) y la longitud media de la cadena (ACL) y tenia ademas un efecto
sugestivo para el porcentaje de acido oleico (C18:1[n-9]).

El gen Fatty acid binding protein 2, intestinal (FABP2) se expresa mayoritariamente
en el intestino delgado, donde participa en la absorcién y transporte de los acidos grasos de
la dieta (Haunerland y Spener, 2004). De acuerdo con Jiang et al. (2002), este gen se
localizaria dentro del intervalo de confianza del QTL del cromosoma 8 porcino, siendo por
tanto un gen posicional y funcionalmente interesante para este QTL.

Los objetivos de este trabajo son evaluar el gen FABP2 porcino como gen candidato
para el QTL de acidos grasos del cromosoma 8 y realizar un mapeo mas fino de la
localizacion del QTL mediante la inclusion de dos nuevos marcadores microsatélite en el
genotipado de este cromosoma del cruce IBMAP.

MATERIAL Y METODOS

Tanto la generacion del material IBMAP como los caracteres de composicion lipidica
analizados estan descritos en Pérez-Enciso et al. (2000) y Clop et al. (2003). En resumen, la
poblacién se formé a partir de tres machos Ibérico (linea Guadyerbas) y 31 hembras
Landrace que generaron 79 individuos F1 y 369 animales F2. La composicién de los acidos
grasos se midié en muestras de grasa dorsal mediante cromatografia de gases. Ademas, se
calcul6 la longitud media de la cadena (ACL; descrito en Pamplona et al., 1998).

Partiendo de la secuencia de un EST porcino (GenBank AJ241149) de secuencia
homénima al gen FABP2 humano, se disefiaron oligonucle6tidos en los exones del gen
FABP2 para amplificar y secuenciar el gen en DNA genémico. Se fueron realizando disefios
de oligonuclettidos y secuenciacion de los amplicones obtenidos hasta conseguir la
secuencia completa del gen FABP2 (Tabla 1). Para la identificacion de polimorfismos, se re-
secuencio el gen FABPZ2 porcino en los tres machos Ibérico y ocho de las hembras
Landrace parentales del cruce IBMAP.

El genotipado de la mutacion FABP2:.g.197T>C se realizd6 mediante
pyrosecuenciacion en un equipo PSQ HS 96 (Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia).
Ademas, se afadieron los genotipos para los microsatélites S0069 y S07144 al trabajo de
Clop et al. (2003) para estimar mejor la posicion de los QTL descritos anteriormente en este
cromosoma. Los analisis de QTL y de asociacion se realizaron mediante los siguientes
modelos:

yi = sexo; + lote; + fci+ Pajaqr. + U + g, [1]
yi = sexo; + lote; + B+ Ag + u; + €, [2]
yi = sexo; + lote; + Bc; + Pajagr. + Ag + u; + €, [3]

donde y; representa la medida fenotipica del individuo iésimo, B el coeficiente de covariacién
de ¢; (peso vivo), Pa; es la probabilidad de ser homocigoto para alelos de origen Ibérico
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menos la probabilidad de ser homocigoto para alelos de origen Landrace, aqr. es el efecto
aditivo del QTL, u; el efecto genético infinitesimal y e; el residuo. En los modelos [2] y [3] A es
una variable indicadora con valores 1 o -1 en funcién del alelo del polimorfismo
FABP2:9.197T>C recibido y g es el efecto de cada alelo. No se incluyeron efectos de
dominancia en el modelo porque no resultaron significativos. Los analisis de QTL se
realizaron en cada cM y los P-valores nominales se calcularon mediante la aproximaciéon de
la ¥ para el cociente de verosimilitudes. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el
programa QxPAK (Pérez-Enciso y Misztal, 2004).

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo para la
secuenciacion y el genotipado del gen FABP2 porcino.

Nombre Secuencia Uso?®
FABP2F1 5'-CTGAATCAGCTGGAGACTATGGC-3' 1,2
OLIGO-dT-V®  5-(T) V-3 2
FABP2INSE 5'-TTCCTCATGTATGGTTCTTTTC-3' 2
FABP2R1______ 5-TTCAGTTCCGTCTGCGAGG:3 . .. 12
FABP2F2 5'-AGAGGAAACTTGCAGCTCAATGAC-3' 1,2
FABP2IN2R 5'-CATGGAAAAGCTAAAAGAGC-3' 2
FABP2IN2F 5'-GCATGATGGTTACCAGCAC-3' 2
FABP2R2 _ 5-CCCCGATAATTICTCGGACAGS. . .. 12
FABP2F3 5-TGTTGGAAAATTTCAACGAGTG-3' 1,2
FABP2R3 5'-TTCCATCTAATTTGTGTTCTGGG-3' 1,2

FABP2PROF3 5-TGCTTCTCATGTTTTAATTCAGTTGAAT-3' 1,2
FABP2INTR1 5-TTAGAAGGTGTTAGAGAGAGAAATGTCTG-3'1,2

FABP2-PFW 5-GTGGCGGTAAGGATCAAGAAT-3' 3
FABP2-PRV-B  5'-biotin-TTCAGAGAACAGCATGCAAGAGT-3' 3
FABP2-Pyro 5'-ATGGGGGACAGTTCA-3' 4

?1: Reaccién de PCR; 2: reaccion de secuenciacion; 3: PCR para genotipar
el polimorfismo FABP2:9.197T>C; 4: Reaccion de pyrosecuenciacion del
polimorfismo FABP2:9.197T>C; ® No se uso para re-secuenciar los
individuos IBMAP en la busqueda de polimorfismos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuencia del gen FABP2 obtenida, de 3,7 Kb de longitud, concuerda con la
secuencia depositada anteriormente en GenBank (DQ126268) pero existen numerosas
diferencias nucleotidicas (ninguna se encuentra en los exones; resultados no mostrados).
En contraste, s6lo se encontraron tres polimorfismos en el intrén 1 al re-secuenciar los tres
machos |béricos y ocho hembras Landrace de la poblacion IBMAP: FABP2:9.197T>C,
FABP2:9.1283A>T y FABP2:9.1419G>A. Se escogi6 el polimorfismo FABP2:9.197T>C,
localizado en el extremo 5’ del intrén 1, para genotiparlo en la poblacién IBMAP vy realizar el
estudio de asociacion con los caracteres de composicion de acidos grasos.

El mapa de ligamiento obtenido para el cromosoma 8 mediante el programa CRIMAP
2.4 fue (en cM): SW2410 (0.0) — SW905 (21.6) — SWR1101 (42.9) — S0017 (67.1) — S0069
(79.8) — S0225 (86.7) — FABP2:9.197T>C (90.7) — S0144 (95.2) — SW61 (111.5). La posicion
del gen FABP2 se sitlia dentro del intervalo de confianza del QTL descrito por Clop et al.
(2003). Los resultados de ajustar el modelo (1) al SSC8 se muestran en la Figura 1. La
posicion mas verosimil para el QTL es 96 cM, que afecta principalmente al porcentaje de
acido palmitoleico (C16:1[n-9]). Se detectaron también QTL significativos afectando al acido
palmitico (C16:0) y ACL (Tabla 2). Ademas, se observaron QTL menos significativos para el
porcentaje de los acidos oleico (C18:1[n-9]), vaccenico (C18:1[n-7]) y eicosadienoico
(C20:2[n-6]). Al afiadir nuevos marcadores (FABP2:9.197T>C, S0069 y S0144), se refino la
posicion del QTL para C16:1 al intervalo S0144 — SW61; segun estos resultados, el gen
FABP2 quedaria de este intervalo. Se observd un perfil bimodal de los valores de
significacion de los QTL (Figura 1) que podria indicar la presencia de dos QTL; sin embargo,
al testar un segundo QTL para C16:1 éste no resulté significativo (resultados no mostrados).
La asociacion del polimorfismo FABP2:9.197T>C con los caracteres estudiados se test6 con

— 409 -



el modelo [2]. Tal y como se muestra en la Tabla 2, los P-valores fueron mas altos que el
efecto de los QTL (Modelo [1]), aunque en algunos casos se acercan a la significacién (p.e.
ACL). En los cruces de tipo F2 se crea un gran desequilibrio de ligamiento que puede sesgar
las estimaciones del efecto de un gen candidato, ya que se puede confundir el efecto de un
QTL cercano con el del gen candidato. Se us6 un test de asociacion asistido por marcadores
(Zhao et al., 2003), en el que se incluye el efecto de un QTL en el modelo al testar el efecto
del gen candidato, para analizar el gen FABP2 (Modelo [3]). Los resultados obtenidos
mostraron que el efecto del QTL seguia siendo significativo al corregirlo por el polimorfismo
del FABP2, mientras que el polimorfismo no lo era al incluir el QTL en el modelo (Tabla 2).

6
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Si bien no se puede descartar que una mutacién en regiones reguladoras de la
expresion del gen FABP2 pueda estar involucrada en el QTL, el estudio de asociacién indica
que el polimorfismo analizado no parece ser el causal. No obstante, el refinamiento de la
posiciéon del QTL debera facilitar la identificacion de nuevos genes candidatos, interesantes
desde el punto de vista posicional y funcional, y avanzar en la identificacion del factor causal
de este importante QTL.

Tabla 2. Resultados obtenidos al testar los efectos del QTL y la mutacion FABP2:9.197T>C
con los modelos [1], [2] y [3] de este trabajo.

QTL [1] Asociaciéon FABP2 [2]

QTL + Asociacion [3]°

Caracter

Pos.? P-valor Efecto (SE)° P-valor  Efecto (SE)° Pos.® QTL+FABP2 QTL FABP2

C16:0 88 9x10™ 0.311 (0.092) 0.02 0.199 (0.084) 87 3x10° 0.01 0.02
C16:1(n-9) 96 2x10° 0.125(0.026)  0.08  0.044 (0.025) 96 2x10°  2x10°  0.08
C18:1(n-9) 86 4x10° -0.335(0.114) 027 -0.115(0.105) 96 0.01 8x10°  0.29
C18:1(n-7) 95 4x10° 0.064 (0.022)  0.14  0.031(0.021) 95 0.01 8x10°  0.12
C20:2(n-6) 81 5x10° -0.038(0.013)  0.04 -0.027(0.012) 96 6x10° 0.02 0.03
ACL 95 4x10° -1.133(0.271)  0.01 -0.640(0.247) 96 8x10°  4x10*  0.01

@ Posiciones de los QTL (en cM); ® Efecto Ibérico — Landrace; © Efecto T — C del polimorfismo FABP2:9.197T>C;
9 El modelo incluyé el QTL y el efecto FABP2-g.412T>C (cada uno de los efectos se testé omitiéndolo del modelo
nulo); ¢ Posiciones del QTL estimadas al testar el efecto del QTL corregido por el efecto del polimorfismo
FABP2:9.197T>C. i
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