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INTRODUCCION

La acetil-CoA carboxilasa a (ACACA) posee un papel fundamental en la sintesis de acidos
grasos de cadena larga catalizando la biotin-carboxilacion de acetil-CoA para formar malonil-
CoA. El malonil-CoA es el substrato sobre el que actua la Sintasa de acidos grasos (FAS)
que a través de siete reacciones de condensacion cataliza la sintesis de acido palmitico
(Smith et al., 2003) y otros acidos grasos de cadena larga (Leonard et al., 2000). A pesar de
que esta enzima se expresa de forma general en el organismo, los mayores niveles de
expresion se localizan en tejidos lipogénicos como el higado, el tejido adiposo y la glandula
mamaria durante el periodo de lactacion. En este periodo se facilita la llegada de
precursores para la sintesis de la grasa de la leche a la glandula mamaria mediante la
represion de la ACACA en tejido adiposo y la induccién del mismo gen en la glandula
mamaria (Barber et al., 1997).

El gen ACACA ovino se localiza en el cromosoma 11 (OAR11), posee 54 exones y codifica
una proteina de 2346 aminoacidos (Barber y Travers, 1995). El importante papel de ésta
enzima en la sintesis de los acidos grasos tanto a nivel de tejido muscular como mamario le
sitia como un importante candidato funcional para explicar parte de la variabilidad fenotipica
observada en la composicion tanto cualitativa como cuantitativa de la grasa de la carne o de
la leche en el ganado ovino.

En funcion de lo expuesto, en el presente trabajo pretendemos analizar la variabilidad
genética del gen ACACA en el ganado ovino. Estos resultados podran ser empleados en el
futuro para busqueda de asociaciones entre formas alélicas del gen y la composicion grasa
de los productos derivados del ganado ovino (carne y/o leche).

MATERIAL Y METODOS
Material animal: Para la busqueda de variabilidad se utilizaron 24 hembras no relacionadas
de raza Churra. Los SNPs detectados se genotiparon en 15 animales de las raza ovinas
Churra y Ojalada, ambas con diferente aptitud productiva.
Obtencion de cDNA: Para el estudio de la region codificante del gen ACACA se realizé la
extraccion del RNA total de glandula mamaria de 24 oveja no relacionadas de raza Churra
para su posterior retrotranscripcion a cDNA (SuperScript™ Il First-Strand Sintesis System
for RT-PCR, Invitrogen™). El genotipado de los SNPs en las 2 razas ovinas estudiadas se
realiz6 a partir de DNA gendmico extraido de sangre completa mediante el protocolo
estandar descrito en Garcia-Fernandez et al. (2009).
Secuenciacion y deteccion de polimorfismos: Utilizando como referencia la secuencia
del RNAm del gen ACACA ovino (GenBank Accession No NM001009256.1) se disefiaron 8
parejas de primers para amplificar una regiéon de aproximadamente 4,3 Kb del gen ACACA.
Los fragmentos resultantes fueron purificados mediante digestion con ExoSAP-IT (USB
Corporation, Cleveland, Ohio). La reaccién de secuenciacion ciclica se llevé a cabo
utilizando los mismos primers que se emplearon para la amplificacion y el kit de
secuenciacion “BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Las reacciones fueron procesadas en un 3130 DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA) y las secuencias obtenidas se analizaron con el software
SeqScape v2.5 (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Analisis _genotipico: Los SNPs identificados se genotiparon mediante secuenciacion
directa del DNA de 15 animales de cada una de las 2 razas ovinas estudiadas utilizando los
mismos primers que para la deteccién de los polimorfismos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Como se puede observar en la Figura 1, se ha secuenciado la mayoria de la region
codificante del gen ACACA ovino (exones 1 a 35) y se han localizado 11 SNPs sinénimos.
Las posiciones de los mismos se muestran en la Figura 1.

SNPO3 SNP11
SNPO1 SNPO6 SNPO7 SNPO8 SNP10
SNP09
SNP02 SNP04 SNPO05
4,6 Kb
I I
. cDNA 7,42 Kb '

Figura 1. Representacion esquematica del cDNA del gen ACACA (rectangulo gris) del
fragmento amplificado (rectangulo azul) y de la posicion de los 11 SNPs localizados.

En la Tabla 1 se muestran las frecuencias alélicas de los 11 polimorfismos detectados en las
dos razas analizadas. La variabilidad media del gen ha sido elevada ya que se han
detectado 11 SNPs en un total de 4.600 bp analizados con una media aproximada de 1 SNP
cada 420 bp analizados en los 24 animales secuenciados. La variacion observada es mayor
que la media detectada en otros genes candidatos secuenciados en la misma muestra de
animales (datos en preparacién). Como se puede observar en la Tabla 1 la informacién de
los SNPs es heterogénea. Asi se han detectado 5 polimorfismos con una frecuencia del
alelo raro (Minor allele frequency, MAF) superior a 0.2 en ambas poblaciones (SNPO1,
SNPO04, SNP06, SNPO7 y SNP11), siendo el mas informativo el SNP06 donde el valor medio
de MAF ha sido de 35.5%.

Tabla 1. Frecuencias alélicas de los SNPs detectados en las razas Churra y Ojalada. La
frecuencia mostrada se refiere al alelo que presento una menor frecuencia en la de raza
Churra

Churra Ojalada | Frec. media

SNPO1 0,42 0,87 0,275
SNP02 0,05 0,05 0,05
SNPO3 0,16 0,21 0,185
SNP04 0,19 0,25 0,22
SNPO5 0,08 0,11 0,095
SNPO6 0,25 0,46 0,355
SNPO7 0,21 0,38 0,295
SNPO8 0,04 0 0,02
SNP09 0,04 0 0,02
SNP10 0,1 0,04 0,07
SNP11 0,3 0,13 0,215

Frecuencia media | 0,17 0,23

por raza
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Los otros SNPs han sido menos informativos destacando los SNP08 y SNP09 que
Unicamente han mostrado variabilidad en el caso de la poblacion de raza Churra. Este
efecto puede ser debido al diferente tamafio muestral analizado en las dos poblaciones (39
animales en Churra frente a 15 de Ojalada). Por lo que respecta a las diferencias alélicas
hay que destacar el SNP0O1 dénde el mismo alelo ha presentado una frecuencia de 0.42 en
Churra y 0.87 en Ojalada, razas con diferente especializacion. Es dificil dar una
interpretacion funcional a los resultados dado que estamos en el estudio de deteccién de
variabilidad y se han estudiado pocos animales. El uso de estos SNPs como marcadores en
futuros estudios de asociacion nos podra dar una idea de la importancia funcional de los
mismos en relacion a la composicion de la grasa de los productos ovinos.
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GENETIC VARIABILITY IN THE ACETYL-CoA CARBOXYLASE GENE IN CHURRA AND
OJALADA SHEEP BREEDS.

ABSTRACT: Acetyl-CoA carboxylase (ACACA) is the rate-limiting enzyme in the
biosynthesis of long-chain fatty acids. We have sequenced about 4.6 kb of the ovine ACACA
cDNA, which included partial exon 1 to exon 35, in order to detect SNP. A total of 11
synonymous single nucleotide polymorphisms (SNPs) were identified in the analysed
sequence. After that the frequency of this 11 SNPs were verified in 2 Spanish sheep breeds
with different production goal (Churra and Ojalada). The genetic variability of the gene is
higher that other candidates analysed in sheep with a SNP every 420 bp. Five of the
polymorphisms displays a high informativity in both populations and one of them is breed-
specific (SNPQ9 in Churra) The characterization of the allelic variants reported herein laid the
basis for further association analyses needed to evaluate the potential use of these SNPs as
genetic markers for fat content and fatty acid composition of sheep products.

Keywords: Acetyl-CoA carboxylase, sheep, single nucleotide polymorphism.
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