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INTRODUCCION

Caracteres como el marmoreado, la cantidad de grasa de la leche o la
carne, composicion ., ademas de estar influenciados por factores externos como la
dieta, tienen un componente genético, y suelen estar determinadas por un namero
elevado de genes. Se han detectado distintas regiones cromosémicas en bovino
con influencia sobre este tipo de caracteres cuantitativos o QTLs. Hasta ahora ha
resultado complicado asociar genes a estas variaciones observadas debido al
escaso numero de genes localizados en los mapas de especies domésticas.
Actualmente con el uso de informacién procedente de mapas mas desarrollados,
como el de la especie humana y el de ratdn, las librerias de cDNA, y el uso de
paneles de células hibridas irradiadas se han incorporado un mayor nimero de
genes en los diferentes mapas (Georges and Anderson, 1996). Para la localizacién
fina de estos caracteres cuantitativos es necesaria la incorporacion de genes
candidatos y marcadores polimérficos asociados a los mismos.

En este trabajo presentamos un mapa de células hibridas irradiadas de las
regiones donde se localizan tres enzimas que intervienen en la sintesis de grasa y
que por su funcion y su localizacion cromosémica son posibles genes candidatos
con influencia en algunos QTLs descritos en la especie bovina. La FASN (Fatty
Acid Synthase) que interviene en la sintesis de acidos grasos, cataliza todas las
reacciones para la conversion de acetil-CoA y malonil-CoA en acido palmitico. Esta
enzima ha sido localizada mediante FISH en el cromosoma bovino 19922 (Roy et
al.,, 2001) La GPAM (Glycerol Phosphate Acyltransferase) que interviene en la
primera etapa de la sintesis de trigliceridos y que ha sido localizada en el
cromosoma BTA26q22 (Roy et al., 2002) . La MGAM ( Maltase Glucoamylase) que
hidroliza los extremos no reductores de los oligosacaridos y ha sido localizada en el
cromosoma bovino BTA4q34 (Roy et al., in press). Ademas de llevar a cabo su
localizacién cromosémica hemos realizado la busqueda de variacion tanto en la
zona codante como en la no codante, tratasnde de encontrar marcadores
microsatélites y SNPs asociados a los tres genes.

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento de fragmentos especificos bovinos para cada uno de los genes.

Se disefaron oligonucledtidos a partir de secuencias disponibles en otras
especies. Para el gen de la FASN se utilizd la secuencia de rata (M84761), para la
GPAM se utilizdo una secuencia de raton (NW_000148) y para la MGAM una
secuencia de la MGAM humana (NM_004668 ). Los primers utilizados, las
condiciones de amplificacion y la talla de los fragmentos obtenidos se muestran en
la Tabla 1. Estos fragmentos especificos fueron clonados y secuenciados. La
busqueda de homologia se llevo a cabo con el programa BLAST del NCBI (http:
//www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/). Las secuencias bovinas fueron enviadas a
GenBank.
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GEN |Oligos &- 3 T® Talla N°® acceso a|BAC positivos
union | fragmento | GenBank
FASN |ATCTTCTTGAAGAACGTGAC 55°C (180 pb AF285607 0439G6,0663B4
CATGTATCGGAAGGCGTCCT 0073H8,0311H9
0322G1,0878E7
GPAM |AGCACCAGCAATTCATCACC |53°C 120 pb AF469047 0522B11
TTCTGCAGGTACTCAGACTC 0789H09
MGAM | AGGGACAGGGGCCTGAGCAG | 55°C | 129pb AY 188356 0022G4
TCGTATGTGGGTCTGGTCTGG

Tabla1. Oligonucledtidos y caracteristicas de amplificacién de cada uno de los genes.

Screening de una libreria de BACs (Bacterial Artificial Chromosomes).

Los primers mostrados en la Tabla 1 fueron utilizados para la busqueda de
clones que contuvieran los genes objeto de nuestro estudio en una libreria de
BACs (Eggen et al., 2001).

FISH: Hibridacion in situ fluorescente.

La hibridacion in situ fluorescente se llevo a cabo sobre preparaciones de
cromosomas bovinos (Hayes et al., 2000). Se utilizaron como sonda los BACs
positivos para el gen de la FASN, de la GPAM y de la MGAM.

Analisis de un panel de células hibridas irradiadas.

Este andlisis se llevo acabo usando un panel de 94 clones hibridos
irradiados de hamster y bovino de 3000 Rads (Williams et al., 2002). Se utilizé el
programa Carthagene para realizar el analisis two-point y multipoint de los datos
obtenidos mediante PCR del panel de hibridas irradiadas y construir el mapa de la
region que contiene cada uno de los tres genes. Las distancias entre los
marcadores se calcularon con el programa RHMAP 3.0 (Lange et al., 1995).

Busqueda de polimorfismos: microsatélites y SNPs (single nucleotide
polymorphism)

Se buscaron marcadores microsatélites a partir de los BACs aislados para
cada uno de los genes mediante digestion de los mismos con SAUIIll y posterior
ligacion con un vector de clonacion. Una vez ligados se transformaron bacterias y
tras la hibridacion con una sonda (TG/TC):, se secuenciaron los clones positivos.

Se buscaron SNPs en distintos exones de la FASN bovina (Roy et al., in
preparation) mediante secuenciacion directa del cDNA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Localizacion cromosomica de los genes de interés

En la Figura 1 se muestra la localizacion citogenética y el mapa de hibridas
irradiadas de la regién donde se han localizado cada uno de los genes. Diferentes
estudios han mostrado posibles QTL en el cromosoma BTA19, BTA26 vy
BTA4(Taylor et al., 1998; Zhang et al., 1998; Boichard et al., 2000;). La FASN, la
GPAM y la MGAM bovinas podrian ser posibles genes candidatos para estos QTLs
observados por su localizacién y su funcion.

Deteccion de variacion asociada a los genes de la FASN, GPAM y MGAM.

Los BACs positivos para cada fragmento se utilizaron para la busqueda de
microsatélites. Se obtuvieron varias secuencias microsatélites, de las cuales 5
resultaron ser polimorficas. Una de ellas estaba asociada al gen de la FASN y
cuatro al gen de la GPAM.
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FASN
19922

Para la busqueda de SNPs se partio de parte de la secuencia obtenida para
la GPAM y FASN en la especie bovina (Roy et al., en preparacién) y se
amplificaron distintas regiones exdnicas en distintos animales. Mediante
secuenciacion directa de los fragmentos PCR hemos detectado dos SNPs, uno en
el exdn 34 y otro en el exén 21 del gen de la FASN.

Estos polimorfismos, microsatélites y SNPs, van a ser estudiados en
distintas razas bovinas, con diferente grado de engrasamiento, para tratar de
relacionar las distintas variantes alélicas asociadas a estos genes con la cantidad
de grasa.
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Figura 1. Mapas RH (radiation hybrid) para las regiones del cromosoma BTA19, BTA26 y
BTA4 donde se localizan el gen de la FASN, la GPAM y la MGAM respectivamente.
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