ITEA (2003). Vol. Extra N.° 24. Tomo 11, 447-449

POLIMORFISMO DEL GEN VASCULAR-CELL ADHESION MOLECULE (VCAM1)
PORCINO

Oscar Ramirez', Marta Blanch’, Marcel Amills’, José Luis Noguera?, Armand Sanchez’

"Unitat de Ciéncia Animal, Departament de Ciéncia Animal i dels Aliments, Facultat de
Veterinaria, Bellaterra 08193, Spain.
2 Area de Produccié Animal, Centre UdL-IRTA, Lleida 25198, Spain

INTRODUCCION

El gen vascular cell-adhesion molecule 1 (VCAMT) codifica una glicoproteina
transmembranal (VCAM1) que participa en la arteriogénesis y se expresa a nivel
endotelial (Cybulsky et al. 2001). Asimismo, la molécula VCAM1 facilita la adhesion
de los linfocitos y los monocitos a la pared vascular (Osborn et al. 1989; Rice &
Bevilacqua 1989) y juega un papel esencial en la formacion de la placenta y el
cordon umbilical (Gurtner et al. 1995). La disrupcion de gen VCAM7T murino por
recombinacion homologa ha demostrado que en los individuos knockout no se
produce la fusion del corion con el alantoides entre los dias 8-9 de gestacion, dando
lugar a una elevada tasa de mortalidad embrionaria (Gurtner et al. 1995, Kwee et al.
1995). Asimismo, la delecion del gen VCAM1 provoca hemorragias pericardicas y
abortos debido a su importante papel en la formacion de los vasos sanguineos
coronarios y epicardicos (Yang et al. 1995).

En humano, el gen VCAM1 es de copia Unica, posee 9 exones y tiene un tamafno de
25 Kb (Cybulsky et al.1991). Se han descrito 2 isoformas de la proteina debido al
splicing alternativo del exdén 5 (Cybulsky et al.1991). En porcino, el gen VCAMT ha
sido mapeado en el cromosoma 4 y se ha descrito la existencia de polimorfismo
genético (Helm et al. 1994, Tuggle et al. 1997). Igualmente, se ha secuenciado el
cDNA completo que posee un tamahfo de 2494 pb y posee una identidad
nucleotidica del 84% con su ortdlogo humano (Tsang et al. 1994). En el presente
trabajo se ha llevado a cabo la caracterizacion de variantes alélicas del gen VCAM?
en un cruce Ibérico x Meishan con la finalidad de realizar un estudio de asociacion
entre dichas variantes y caracteres relacionados con la supervivencia embrionaria y
otros parametros reproductivos.

MATERIAL Y METODOS

Amplificacion del cDNA VCAM1 porcino

Se realizaron extracciones de RNA a partir de muestras de uUtero y ovario
correspondientes a 10 individuos de las razas Pietrain, Large White, Landrace,
Vietnamita, Meishan, |Ibérica e Ibérico x Meishan. EI RNA se purific6 mediante
congelaciéon de las muestras en nitrogeno liquido y pulverizacion y homogenizacion
con un politrén. El tejido homogenizado se resuspendié en Trizol reagent (Gibco
BRL, Life Technologies) y el RNA se extrajo segun las indicaciones del fabricante. La
sintesis de cDNA se llevé a cabo mediante el kit ThermoScript RT-PCR System kit
(Invitrogen S.A.). Los oligonuclestidos empleados en fa reaccién de amplificacion
fueron VCAM-F 5'- CCG AGG AAT ATC GTC GTG AT-3, VCAM-Rw; 5'-ACT CCC
TCG CAC ACG TAA AT -3'. Ambos oligonucleétidos fueron disenados mediante el
software Primer 3 empleando como molde la secuencia VCAMT porcina (GenBank
numero de acceso L43124). Las condiciones de la reaccion de PCR fueron 1.5 mM

MgCli,, 100 uM dNTPs, 0.5 uM de cada primer, 2-3 pl de reaccion de transcripcion
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reversa y 0.75 U de Taq DNA polimerasa (Ecogen) en un volumen final de 25 ul. El
perfil térmico fue de 94 °C-1 min, 61 °C-2 min, 72 °C-3 min durante 35 ciclos.

Secuenciacién del producto amplificado e identificacion de polimorfismos

Los productos amplificados fueron purificados con el Concert™ Rapid PCR
Purification System (GIBCO BRL) y se realizdé secuenciacion directa de los mismos
mediante el ABI PRISM BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(version 3.1). Las reacciones de secuenciacion se analizaron en un aparato de
electroforesis capilar ABI PRISM 310 Genetic analyzer (Applied Biosystems). Las
secuencias obtenidas fueron alineadas mediante el programa Multalin (Corpet 1988)
con la finalidad de identificar posiciones polimorficas.

Genotipado de polimorfismos

Para llevar a cabo el genotipado de los dos polimorfismos encontrados en las
posiciones 305 y 647, se puso a punto un método de diagnostico basado en la
aproximacion de primer-extension analysis en formato multiplex. Se amplifico un
fragmento que incluia los exones 3 y 4 mediante los oligonucleétidos VCAMG-F 5'-
CAA AAT GAT TGC GCA GAT TG-3' y VCAMGRw 5-TAC TGA GGG CTG ACC
ATC AA-3'. La composicion de la reacciéon de PCR fue 1.5mM MgCl;, 100 pM dNTP,
0.5 uM de cada oligonucleétido y 0.75 U de Taq DNA polimerasa en un volumen final

de 25 ul. El perfil térmico consistié en 1 ciclo a 94 °C-1.5 min seguido de 35 ciclos a
94 °C-1.5 min, 65 °C-2 min y 72 °C-2.5 min y un ciclo final de extensién a 72 °C-
20 min. El producto amplificado fue purificado mediante el kit ExoSAP-IT (Amersham
Biosciences Europe GmbH) y las dos mutaciones se genotiparon mediante el kit
SnaPshot™ ddNTP Primer Extension (Applied Biosystems). La secuencia de los
oligonucledtidos usados en la reaccion de extension fueron: VCAM1 5'- ATA TAT
AGC ACA GTC TCC TGC GGG AA - 3’ (mutacion A/Tas) y VCAM2 5 — ATG AAG
AGT TTG GAATTT ACC TTT ACT CCT AC-3' (mutacion C/Tedr).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se amplificd un fragmento de 840 pb del cDNA VCAM1 porcino que fue secuenciado
en diez individuos de distintas razas porcinas. Mediante el alineamiento de dichas
secuencias se encontraron dos nuevos polimorfismos en las posiciones 305 (A/T) y
647 (C/T) (considerando la posicion 1 como el primer nucleétido del codén de inicio).
Dichas posiciones corresponden a los exones 3 y 4 respectivamente. El
polimorfismo A/Tss comporta una sustitucién aminoacidica Asn/Lys en la posicion
102 y por tanto implica la sustitucion de un aminoacido neutro por otro cargado
positivamente. El polimorfismo C/T no esta asociado a ningun cambio aminoacidico.
Las frecuencias alélicas de ambos polimorfismos se pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Frecuencias alélicas de los polimorfismos del gen ¥CAM! en distintas razas porcinas.

A305T C647T
RAZAS A T C T N
Meishan 0,00 1,00 0,09 0,91 17
Ibérico 0,00 1,00 1,00 0,00 7
Large White 0,40 0,60 1,00 0,00 10
Pietrain 0,73 0,27 0,93 0,07 13
Landrace 0,04 0,96 0,92 0,08 12

Dado que la molécuia VCAM1 se expresa en las primeras fases del desarrollo
placentario y umbilical, siendo necesaria para la formacién de conexiones vasculares
entre el embridn y las membranas extraembrionarias, resultaria de gran interés
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realizar un estudio de ascciacion entre el polimorfismo del gen VCAM1 porcino y
distintos caracteres reproductivos (supervivencia embrionaria, capacidad maternal y
prolificidad). Con dicha finalidad, se ha puesto a punto un método de genotipado que
permitira analizar 424 individuos F,, F; y F2 generados a partir de un cruce |bérico x
Meishan. Estas dos razas parentales, se hayan muy diferenciadas genéticamente y
presentan diferencias fenotipicas muy notables en cuanto a los caracteres
considerados, lo cual permitird una elevada potencia en la deteccién de
asociaciones. Hasta el momento se han genotipado los individuos parentales para
ambos polimorfismos y sélo se ha detectado la presencia del polimorfismo C/Tes;.
Igualmente, se ha comprobado que los alelos C y T estan practicamente fijados en
los parentales ibéricos y Meishan, respectivamente.
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