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INTRODUCCION

La acetil-CoA carboxilasa a (ACACA) es un enzima que cataliza el primer paso de la
biosintesis de acidos grasos de cadena larga, constituyéndose en uno de los principales
enzimas reguladores del proceso de formacion de malonil-CoA. El malonil-CoA es utilizado
como sustrato de la sintasa de acidos grasos, enzima que cataliza la formacién de los
acidos grasos de cadena larga (Mao et al., 2003). El enzima ACACA se expresa de forma
ubicua, observandose elevados niveles en tejidos lipogénicos como por ejemplo el higado,
el tejido adiposo y la glandula mamaria en lactacion. La expresion de la ACACA esta
regulada por factores relacionados con la edad (Scott et al., 1981), la dieta (Gerfault ef al.,
2000, Kouba et al., 1998) y los niveles hormonales (Liu et al., 1994), entre otros.

El gen ACACA porcino fue localizado en el cromosoma 12 por Calvo et al. (2000),
aunque todavia no se ha publicado su secuencia ni se ha descrito la existencia de
polimorfismos. La caracterizacion estructural del gen ACACA porcino constituira un primer
paso para comprender mejor la base molecular de los distintos factores que regulan su
expresion, asi como para determinar si existen mutaciones que afecten a la variabilidad de
algun caracter de importancia econémica en esta especie domeéstica.

MATERIAL Y METODOS

Material animal y datos fenotipicos. El material animal utilizado pertenece a una linea
comercial Duroc, a partir de la cual se generd una poblacién experimental de 368 machos
castrados, distribuidos en 5 familias de medio hermanos paternos. Para todos los individuos
se midieron los niveles de lipidos plasmaticos a dos edades, 45 dias y el dia anterior al
sacrificio (en torno a 190 dias). Se analizaron de forma simultdnea las concentraciones
plasmaticas de colesterol total (CT) y de triglicéridos (TG) con un autoanalizador Technicon
(Technicon Instruments, Tarrytown, NY). La concentracion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) se determin6 mediante la precipitacion selectiva de lipoproteinas que
contienen apo B. Los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL) se calcularon de
acuerdo con la ecuacioén de Friedwald et al. (1972).

Extraccion de DNA y secuenciacion del gen ACACA. Se ha realizado la extraccion de
DNA de los 368 individuos G y los 5 machos parentales de una poblacién comercial Duroc
mediante el protocolo descrito por Ramirez et al. (2003). Con la finalidad de secuenciar la
region codificante del gen ACACA se amplificaron y secuenciaron 8 fragmentos solapados
que abarcan aproximadamente 7,4 kb de la misma. Concretamente, se secuencié la region
codificante del gen ACACA en 10 cerdos Duroc con niveles de colesterol altos (98-105
mg/dL, N = 5) y bajos (60-66 mg/dL). Ademas, también se analiz6 un individuo de cada una
de las siguientes razas: Large White, Landrace, Meishan x Ibérico, Piétrain e Ibérico. Los
oligonucledtidos se disefiaron empleando como molde el alineamiento de las secuencias
ortélogas del gen ACACA en humano y ratén (ver Tabla 1). Se ha utilizado el programa
Multalin para ensamblar las secuencias de los distintos fragmentos amplificados y construir
una secuencia consenso.

Genotipaje de polimorfismos en las generaciones parental y G;. La informacion
generada a partir del analisis de las secuencias ACACA porcinas se ha utilizado para
detectar SNP que estuviesen segregando en la poblacién Duroc objeto de estudio. Se han
puesto a punto distintas técnicas para genotipar los 368 individuos mas los 5 machos
parentales para un total de 13 SNP. Se ha utilizado la técnica de Primer Extension Analysis
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para genotipar los SNP T542C, G1633A, C1878T, C1915T, G2023A, A2075G, C2213A,
G2227T, G7060A y A7140T, mientras que para genotipar los SNP G1702T, T1703G y
T1732C se ha utilizado la técnica de pirosecuenciacion que posibilita el genotipado
simultaneo de varios SNP localizados en un mismo exén y a corta distancia el uno del otro.
Los protocolos de genotipaje se hallan descritos en Gallardo (2005).

Anadlisis de asociacion con los niveles de lipidos plasmaticos. A partir de los
genotipados disponibles para los animales de la poblacién LIPGEN, se realiz6 un primer
analisis de asociacién de los polimorfismos del gen ACACA con las concentraciones de
lipidos plasmaticos. Los modelos utilizados para el analisis fueron los siguientes:
i = M + familia; + granja; + lote, + B coviy + g + €jj (1)
yiw = M + familia; + granja; + lote, + B covyy + gi(familia;) + ey (2)
donde:
yix es el fenotipo analizado, en nuestro caso las concentraciones plasmaticas de CT, HDL,
LDLy TG, a 45y a 190 dias de edad;
familia; es la familia de medio hermanos paternos a la que pertenece el individuo;
granja; y lote, son los efectos fijos granja de origen y lote de engorde. La granja de origen
s6lo se considero para las medidas plasmaticas a 45 d de edad;
covji es una covariable (edad para las medidas de HDL y LDL a 45 dias y TG, y peso al
sacrificio para las medidas CT, HDL y LDL a 190 d).
g es el efecto del genotipo para el polimorfismo analizado del gen ACACA.

Estos andlisis se realizaron a dos niveles: (1) en el conjunto de la poblacién y (2)
dentro de familias de medio hermanos paternos para evaluar el posible desequilibrio de
ligamiento dentro de familia. En todos los casos se estimaron y analizaron las diferencias
entre las LSmeans de los distintos genotipos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Secuenciacion de la regién codificante del gen ACACA. Se ha obtenido una secuencia
de aproximadamente 7,4 kb del cDNA ACACA, de los cuales 7.041 pb corresponden a la
region codificante. La comparacion de la secuencia del cDNA ACACA en los 15 individuos
secuenciados ha permitido identificar 23 SNP sin6nimos, de los cuales 13 estan segregando
en nuestra poblacion Duroc. Veinte de los SNP son ex6nicos mientras que los tres restantes
se hallan localizados en la region 3'UTR. Actualmente, se ha finalizado el genotipaje de los
polimorfismos T542C, G1633A y T1732C en la poblacion Duroc, mientras que el de los SNP
C1878T, C1915T, G2023A, A2075G, C2213A, G2227T, G7060A y A7140T aun esta en
curso. Los SNP G1702T y T1703G no se han genotipado por no ser informativos en la
generacion parental.

Estudio de asociacion entre los polimorfismos del gen ACACA y caracteres
relacionados con el metabolismo lipidico. El andlisis de asociaciéon de los SNP 542, 1633
y 1732 ha demostrado la existencia de 3 haplotipos mayoritarios segregando en nuestra
poblacion: Tsa-Giess-T1732, Ts42-A1633-Ci732 Y Csa2-Giess-T1732. El andlisis realizado para
estimar el efecto de los genotipos de los SNP 542, 1633 y 1732 sobre los caracteres CT,
HDL, LDL y TG ha evidenciado la ausencia de efectos significativos a los 45 dias de edad,
en que los factores de origen ambiental tienen un efecto mucho mas relevante sobre la
variacion de estos caracteres. En cambio, a los 190 dias se obtuvieron diferencias
significativas para CT y HDL asociadas al genotipo para los polimorfismos 1633y 1732 en el
conjunto de la poblacién, resultados que fueron practicamente idénticos para ambos SNP al
existir un desequilibrio de ligamiento practicamente total entre ellos. La Tabla 2 muestra las
LSmeans para los distintos genotipos del SNP 1633. Estos resultados no siempre se
mantuvieron en los analisis dentro de familia de medio-hermanos con el macho parental
heterocigoto (resultados no mostrados en las correspondientes tablas), posiblemente debido
a la limitada potencia de los analisis.

La ACACA es un enzima limitante en la sintesis de lipidos, por lo que resulta mas
que esperable encontrar asociaciones con caracteres relacionados con el metabolismo
lipidico. Nuestros resultados parecen sugerir, aunque no de modo concluyente, que la
variabilidad genética del gen ACACA se halla asociada a la variacion fenotipica de las
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concentraciones plasmaticas de CT y HDL. Sin embargo el hecho de que todos los SNP
analizados sean sinénimos indicaria que la mutacién causal se halla en desequilibrio de
ligamiento con los mismos. Dicha mutacion podria estar situada en alguna de las regiones
del gen ACACA que aun no han sido secuenciadas (p.e. regiones promotoras, zonas
intrénicas, regiones 5’ 0 3° UTR, etc.), o incluso en algun otro locus préximo. En este sentido
prevemos que los futuros analisis considerando los haplotipos para varios polimorfismos del
gen ACACA y otros marcadores préximos permitan arrojar mas luz sobre estas cuestiones.
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Tabla 1: Oligonucleédtidos usados para la amplificacion y secuenciacion de la region
codificante del gen ACACA.

Primer Exén/Tamaio Secuencia (5—3’)
ACC-0-FW 2a3 GGATATCTGCTCAGACAATAAGAATTATAAG
ACC-0-RV (285-pb) TCATGTGTAAGGCCAAGCCA
ACC-1-FW 3a13 CTGGAGCTGAACCAGCACTC
ACC-1-RV (1370-pb) CCCATGGCAATCTGGAGCTG
ACC-2-FW 11a24 TGCTACTCCAGCAGTATTTGAACA
ACC-2-RV (1779-pb) ATCACCACAGCCTTCATGTG
ACC-3-FW 22 a38 GTTTCCCAGCCAGCAGATTG
ACC-3-RV (1604-pb) AGTCAGTCCGGACATTTGTATTG
ACC-4-FW 37 a46 GTGGGCACAGAAGTGACAGA
ACC-4-RV (1398-pb) GTTGTGCATGATCTGGATGC
ACC-5-FW 45a54 ACTGGGACAGAGAACCATCCA
ACC-5-RV (1393-pb) TCTTCTTGACCAGGTCCTCCA
ACC-6-FW 52 a 55 GGTTATTAACGACATCCTGGATTGGAA
ACC-6-RV (329-pb) CCTGGACCAAGCTGCGGAT
ACC-7-FW 55a3UTR CTTGGTCCAGGCCAA
ACC-7-RV (417-pb) TGTACCTTTCATTGCCTTC

Tabla 2: LSmeans (error estandar) de las concentraciones plasmaticas de colesterol total
(CT), lipoproteinas de alta (HDL) y baja (LDL) densidad, y triglicéridos (TG) a 190 dias de
edad para los distintos genotipos del SNP 1633 del gen ACACA.

cT HDL LDL TG
GG N=136 128,43" (2,50) 53,03" (0,97) 64,72 (1,95) 52,33 (2,31)
AA N=34 116,33° (4,75) 47,44° (1,85) 60,03 (3,72) 4513 (4,38)
GA N=126 126,19 (2,37) 50,83" (0,93) 65,27 (1,86) 50,58 (2,20)

(*) superindices distintos indican diferencias significativas P<0.05.
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