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INTRODUCCION

La Acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) es una enzima microsomal
que juega un papel importante en el metabolismo de los glicerolipidos, ya que
participa en la fase final de la sintesis de triglicéridos usando como substrato
diacilglicerol y acilCoA (Cases et al 1998). Al participar en la sintesis de triglicéridos
puede intervenir en la absorcion de grasas a nivel intestinal, en su almacenamiento
en adipocitos, en el metabolismo energético muscular, en la formacion de
lipoproteinas o en regulacion de la concentracion plasmatica de triglicéridos (Cases
et al 1998). La deficiencia de DGAT en ratones produce resistencia a la obesidad
pero sin alterar la sintesis de triglicéridos (Smith et al, 2000).

El gen DGAT1 esta localizado en el cromosoma humano 8qter (Goureau et al,
1996), siendo esta region homdloga a la regién del cromosoma 4 porcino donde se
ha detectado un QTL que afecta al metabolismo de acidos grasos. (Pérez-Enciso et
al 2000). La posicion de este QTL coincide con la descrita anteriormente por otros
autores (Andersson et al, 1994; Wang et al,1998; Walling et al, 1998; Marklund et al,
1999). Un trabajo anterior de nuestro grupo en el que se analizé la composiciéon de
acidos grasos en la F, de un cruzamiento entre Ibérico y Landrace, revelo la
existencia de un QTL con efectos sobre el porcentaje de acido linoleico y oleico en
esta posicion cromosémica. El genotipo Ibérico para el QTL esta asociado a un
menor porcentaje de linoleico y a un mayor porcentaje de oleico respecto al genotipo
Landrace. (Pérez-Enciso,et al 2000).

El objetivo del presente estudio era describir polimorfismos del gen DGAT1 en
diferentes razas porcinas y establecer su localizacién cromosémica.

MATERIAL Y METODOS

Amplificacién del gen DGAT1 por RT-PCR: El ARN total se aislé de muestras
de higado pertenecientes a animales de las razas Ibérico, Landrace, Pietrain, Large
White y Meisham usando Trizol (Life Technologies). La transcripcidon reversa se
realizé con 1ug de ARN, 0.5 uM de primer (R7 o R16) y 15 U de ThermoScript™ RT
en un volumen total de 20 ul ((Life Technologies). Para la reaccion de PCR se
usaron dos pares de primers el F1-R6 y el F5-R16 (Tabla 1). Las condiciones fueron
1.5 mM MgCl;, 200 uM dNTPs, 300 nM de cada primer, 2.6 U Expand High Fidelity
PCR (Roche Molecular Biochemicals) en un volumen final de 50 pl. El perfil térmico
utilizado consistia en una desnaturalizacion previa a 95°C durante 3 min. Seguido de
95°C 30 s, 60°C 1 min y 72°C 2.5 min durante 10 ciclos. 95°C 30 s, 60°C 1 min y
72°C 2.5 min durante 25 ciclos (aumentando 20 s la extensién en cada ciclo).
Finalmente una extensién a 72 °C durante 10 min. El disefio de los primers se realizd
a partir de la secuencia del ARNm porcino (nimero de acceso Genbank AY093657).
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Tabla 1. Lista de los primers usados para la RT-PCR y secuenciacion.

Primer 5 53

DGAT-F1 GGCAGGGTGCAGGCAGAGGC
DGAT-F5 CCACCATCCTCTGCTTCCCAG
DGAT-F10 GTCCCCACCATCCAGAACTCC
DGAT-R6 GCTCTCGGCACCACAGGTTG
DGAT-R7 AGGTTGTCGGGGTAGCTCACGC
DGAT-R11 CGATGATGCGTGAGTAGTCCATG
DGAT-R16 GCCGTGGACAAGCACTTTATTG

Secuenciacion del producto amplificado: l.os fragmentos amplificados fueron
purificados con QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) y posteriormente

secuenciados mediante el BigDye™ Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) usando los primers F1, F5, F10, R6, R11 y
R16. Las reacciones de secuenciacion fueron analizadas en un aparato de
electroforesis capilar ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems). La comparacion de las
secuencias se realizé mediante el software SeqScape™ v1.1 (Applied Biosystems)

Localizacion cromosomica del gen: El mapeo del gen DGAT1 se realizd a
partir del panel de células somaticas hibridas irradiadas INRA-Minnesota Porcine
Radiation Hybrid (ImpRH) (Milan et al 2000). Para poder diferenciar el DGAT1
porcino del de hamster se usaron los primer DGAT-F10 y R11 que Unicamente
amplifican en cerdo. La PCR contenia 1.5 mM de MgCl, 0.5 uM de primers y 25 ng
de ADN en un volumen final de 25 ul. El perfil térmico empleado consistia en una
desnaturalizacion de 95 °C 3 min. 95 °C 1 min, 64 °C 1 min, 72 °C 2.5 min durante
35 ciclos y finalmente 72 °C 7 min. El fragmento amplificado tenia un tamafo de 137
pb y fue visualizado en un gel de agarosa al 2.5%. Los resultados fueron analizados
por IMpRH mapping tool (http://imprh.toulouse.inra.fr) (Milan et al 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Por RT-PCR se obtuvieron dos fragmentos solapados de 660 pb y de 1200 pb
utilizando los pares de primers el F1-R6 y F5-R16 respectivamente.

Los fragmentos obtenidos fueron secuenciados con los primers F1 y R6 para
el primero y con los primers F5, F10, R11 y R16 para el segundo. Se obtuvo una
secuencia final de 1650 pb, que contiene toda la regién codificante y 8 pb y 200 pb
de las regiones 5' y 3' no codificantes del ARNm respectivamente (Genbank
AY093657).

La secuenciacion del ARNm del gen DGAT1 en Ibérico, Landrace, Large
White, Pietrain y Meisham permitié identificar varios polimorfismos en estas razas.
En Pietrain se detectd un polimorfismo en la regién 3' no codificantes (posicion 1676
de la numeracion correspondiente a la secuencia Genbank AY093657) que
determina cambio aminoacidico prolina/leucina. También se encontraron dos
polimorfismos silenciosos en la regién codificante (posicion 1230 y 933 de la
numeracion correspondiente a la secuencia Genbank AY093657). Estos dos ultimos
polimorfismos coinciden con los descritos por Nonneman y Rohrer (2002).
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En Meisham se encontré en la posicion 1676 el polimorfismo que determina un
cambio aminoacidico prolina/leucina y otros tres polimorfismos silenciosos en las
posiciones 933, 978 y 1230.

En Landrace se detectd en la posicién 1230 un polimorfismo silencioso.

Tabla 2. Polimorfismos encontrados en el ARNm del DGAT1 de las diferentes razas.

Localizacion Posicion* Secuencia flanqueante
Exon 8 933 Meisham: tacccSgacaa
Pietrain: tacccSgacaa
Exén 9 978 Meisham: gccccRactct
Exon 13 1230 Meisham: ttccaYtcctg

Pietrain: ttccaYtcctg

Landrace: ticcaYcctg
Exén 17 1676 Meisham: cgctcYgggct

Pietrain: cgctcYgggct

*Posicion respecto ARNm porcino (Genbank AY093657)

La utilizacién del panel de células somaticas hibridas irradiadas INRA-Minnesota
Porcine Radiation Hybrid (ImpRH) permitié localizar el gen DGAT1 a 47 centiRay
(cR) del marcador microsatélite SW2404 con un LOD = 9, por lo tanto, se sitla casi
al extremo del brazo p del cromosoma 4. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Nonneman y Rohrer (2002) por analisis de ligamiento, siendo el gen
DGAT1 el gen mapeado mas préximo al telémero.

La localizacion obtenida para el gen DGAT1 porcino no es la esperada por el
analisis de los mapas comparativos entre el genoma humano y el porcino, y se sitlia
fuera del intervalo de confianza del QTL encontrado en Ibérico.
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