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RESUMEN

Identificacion del alelo FecX® del gen BMP15 y su asociacién con
prolificidad en ovejas de pelo: Pelibuey y Dorper.

La prolificidad es un caracter de importancia econémica al determinar la
productividad y la rentabilidad de los rebafios ovinos. El progreso genético
esperado en un programa de mejora por seleccion para este caracter seria
lento ya que el indice de herencia es bajo (0.049) por lo que esquemas de
selecciéon asistida a favor de genes mayores puede ser una estrategia para
aumentar la prolificidad. En razas de lana se han encontrado variantes
genéticas, esto lleva a suponer que también podrian existir estas variantes u
otras en razas de pelo como la Pelibuey y Dorper. En este trabajo se identifico
el alelo FecX® del gen BMP15 en ovejas Pelibuey y Dorper y se analizd su
relacion con el caracter prolificidad. Para ello se analizaron 335 ovejas de las
razas Pelibuey y Dorper provenientes de seis ranchos. Se identificaron las
hembras de acuerdo a sus registros de producciéon en prolificidades alta (=3
corderos), media (>1.5 y <3 corderos) y baja (1.5 corderos) sin considerar el
namero de parto. Se compararon los genotipos AA (tipo silvestre o normal) y AB
(mutante) en su relaciéon con prolificidad. La raza Dorper presenté mayor
porcentaje de prolificidad y mostré mayor porcentaje de hembras heterocigotas.
En ambas razas el genotipo AB se relaciond con las hembras de alta
prolificidad, registrando una media de 3.0 en la raza pelibuey y de 3.2 corderos
por parto en la raza Dorper.

Palabras Clave: Ovejas, Genes Mayores, prolificidad.



ABSTRACT

Identification of allele FecX® of the BMP15 gene and its association with
prolificacy in short hair sheep: Pelibuey and Dorper.

Prolificacy is a economic trait that determines productivity and profitability in
sheep herds. The expected genetic progress by improvement programs through
of selection in this trait would be slow since the heritability is low (0.049),
therefore assisted selection schemes on major genes could be the best strategy
to increase prolificacy. In this study the allele FecX® of the BMP15 gene was
identify in Pelibuey and Dorper short hair breed and its association with
prolificacy trait was investigated. A total of 335 blood samples and prolificacy
records of ewes from Pelibuey and Dorper breed were analyzed. According to
prolificacy records, ewes were classified as high (= 3 lambs), medium (> 1.5 and
< 3 lambs) and low (< 1.5 lambs) prolificacy regardless of the number of calving.
The ewes from two breeds were genotyped for the BMP15 polymorphisms by
PCR technique. The genotypes AA (wild or normal type) and AB (mutant) were
compared in their relationship with prolificacy. Dorper breed showed higher of
prolificacy percentage and higher heterozygous genotypes. Prolificacy trait was
significantly influenced by genotype of the ewe for BMP15 gene (P<0.01).
Heterozygous genotypes for the locus showed higher prolificacy, with an
average of 3.0 and 3.2 lambs per birth in Pelibuey and Dorper breed,

respectively.

Keys words: ewes, major gene, prolificacy
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INTRODUCCION

En ovejas, la prolificidad o nimero de corderos nacidos por parto, es un
caracter de importancia econdmica ya que determina la rentabilidad de la
explotacion. El progreso genético esperado en un programa de mejora por
seleccién para el caracter prolificidad seria lento debido a que el indice de
herencia para prolificidad es bajo (0.049). Por ello la seleccion asistida a favor
de genes mayores es una estrategia recomendada para aumentar la prolificidad
en ovejas. Durante las dos Ultimas décadas, los genetistas han creado familias
informativas para estudios de segregacion y mapeo de algunos genes mayores
con el fin de encontrar su relacion con prolificidad. En este sentido, a las ovejas
se les ha considerado como especie modelo para identificar los genes
implicados en los mecanismos de control de la tasa de ovulacion. Las técnicas
de biologia molecular han permitido identificar genes mayores como el gen
BMP15 (Proteina Morfogénica Osea), que esta asociado con la prolificidad.
Esto se ha demostrado en razas de lana, pero no en razas de pelo como la

Pelibuey y Dorper

El objetivo del presente estudio fue identificar el alelo FecX® del gen
BMP15 y ver la asociacion que tiene con el caracter prolificidad en una

muestra de ovejas prolificas de las razas Pelibuey y Dorper.



REVISION DE LITERATURA

Prolificidad

La prolificidad es un caracter econ6micamente importante en las
explotaciones ovinas productoras de carne al permitir aumentar el nimero de

corderos nacidos por oveja y afio (Pardos et al., 2007).

El caracter prolificidad, esta ligado al cromosoma sexual X. Se ha
demostrado que el gen BMP15 (Proteina Morfogénica Osea) acttia sobre la
tasa de ovulacién, la cual esta asociada con la prolificidad o nimero de
corderos nacidos por parto en las hembras (Cuadro 1) Hanrahan et al., 2004;

Bodin et al., 2007.

El ndmero de corderos nacidos por oveja, esta determinado por la tasa
de ovulacién. Para obtener un promedio de dos crias por parto, es necesario
incrementar la tasa de ovulacion a tres ovocitos, ya que posteriormente hay

pérdidas en la fertilizacion y mortalidad embrionaria (Bister et al., 1999).

Un estudio hecho por Dickerson (1996), sefiala que la importancia del
caracter prolificidad esta relacionada con su efecto en la eficiencia y potencial
de rentabilidad de la produccion de corderos para el abasto. Ademas, es la

caracteristica responsable de la mayor parte de la variacion del comportamiento



Cuadro 1. Comparacion del tipo de parto en hembras tipo silvestre y
mutantes para el gen BMP15

Tipo de parto
Explotacion Sencillo o doble  Triple o mas Total
Tipo silvestre n 4614 73 4687
1 (%) 98.4 1.6 100
Mutantes n 14 9 23
(%) 60.9 39.1 100
Tipo silvestre n 7389 178 7567
2 (%) 97.6 24 100
Mutantes n 33 5 38
(%) 86.8 13.2 100
Tipo silvestre n 23847 548 24395
3 (%) 97.8 2.2 100
Mutantes n 23 7 30
(%) 76.7 23.3 100

(Lavifa et al., 2009)



reproductivo de especies multiparas (Pérez-Enciso y Bidanel, 1997) y la que

tiene el mayor potencial para cambio por seleccion (Bradford, 2002).

Factores que modifican la prolificidad

La prolificidad se ve influenciada por dos factores: 1.- Efectos genéticos
como la raza y la variacién individual y 2.- Efectos ambientales como el nivel de
nutricion antes y después del empadre, la edad de la oveja, el nUmero de parto,
sincronizacion de celos con hormonas y condiciones climaticas (German, 2002;

Macedo y Castellanos, 2004; Macedo y Arredondo, 2008).

El aumento o la disminucién de la prolificidad se ve afectada por la tasa
ovulatoria, el numero de 6vulos fertilizados y por la sobrevivencia embrionaria,
ademas del numero de parto, efecto del rebafio y tratamientos hormonales

(Garcia et al., 2004).

En borregas Pelibuey la prolificidad es baja, 1.16 en Colombia (Mejia et
al., 2009), 1.2 en Venezuela (Dickson et al., 2004), 1.35 en cuba (Guevara et
al., 1986), comparada con razas lanares y con otras razas de ovinos de pelo,
como lo es la raza Barbados BlackBelly (Gonzalez et al., 1991), donde se
registran valores para primalas de 1.40 £ 0.08, borregas de 2 a 4 anos con 1.67
+ 0.06, ovejas adultas de 5 a 6 afios con 1.75 + 0.07 y borregas de 8 a 10 afios
con 1.80 + 0.29 corderos (Rojas y Rodriguez, 1995). Sin embargo, Macedo y

Castellanos (2004), obtuvieron una prolificidad de 2.2 en un grupo de 50 ovejas



Pelibuey bajo condiciones de manejo intensivo y con suplementacion

alimenticia estratégica en Colima, México.

Un estudio publicado por Cortéz et al. (2006) reportd una media para
indice de prolificidad de 1.27 para borregas Pelibuey de tres afos de edad y
con 35 kg de peso vivo nacidas en diferentes épocas del afio, manifestando la
inexistencia aparente de diferencias estadisticas en el efecto de épocas de

OtorRo-Invierno y de Primavera-Verano.

Por su parte, Macedo y Hummel (2006), bajo un sistema extensivo en
Colima, México, mencionan que el numero de parto no afecté (P>0.05) la
prolificidad, sugiriendo que el tamafio de camada incrementa conforme aumenta
el numero de partos de la hembra y luego declina en forma inversa con la edad
de la oveja (Rojas y Rodriguez, 1995), mostrando valores mas bajos en
borregas de primer parto; en ovejas del primero al quinto parto se observé un
incremento en la prolificidad de 1.27 a 1.53 (Macedo y Hummel, 2006). Segura
et al. (1996), confirman este mismo efecto, el cual es significativo (P<0.01), con
valores de 1.35 para ovejas de primer y tercer parto, 1.62 para el cuarto y quinto
parto y 1.75 en ovejas de quinto parto en adelante. Pérez et al. (2005),
concluyeron que el genotipo, el tipo y mes de parto afectan la prolificidad,
observando la mayor prolificidad en hembras de tercer o mas partos y en
empadres de Abril a Diciembre. Por el contrario, Galina et al. (1996), no

encontraron un efecto del numero de parto ni de raza sobre la prolificidad.



En cuanto a la seleccién en base al tipo de parto, éste procedimiento fue
utilizado con éxito en Nueva Zelanda (Clarke, 1972) y Australia (Turner, 1978)
para incrementar la prolificidad en ovinos Romney Marsh y Merino,
respectivamente, y en un estudio en México se encontrd que ovejas Blackbelly
que provenian de parto doble y triple tuvieron un mayor tamano de camada, en
comparacién con las provenientes de parto simple (Rojas y Rodriguez, 1995).
Existen otras razas de ovejas tropicales que han alcanzado un promedio de
prolificidad de 1.8, como es el caso de la Barbados Blackbelly (Rastogi, 2001) a

través de selecciéon y Morada Nova mediante cruzamiento (Rajab et. al., 1992).

La prolificidad también se ve afectada por el efecto de afio, el que
generalmente se explica por la variacion en la cantidad y distribucion de lluvias
entre afos, lo que a su vez influye en la producciéon de forraje (Dickson et al.,

2004; Berhanu y Aynalem, 2009).

No existe suficiente informacion en relacion al efecto que el color de la
capa externa de la oveja tiene en la prolificidad. En trabajos con ovejas Pelibuey
efectuados en México, el color de la capa externa de la oveja no tuvo influencia
(P>0.05) en esta caracteristica (Gonzalez et al., 2001; Campos et al., 2000). En
cabras West African Dwarf, Ebozoje e lkeobi (1998), encontraron que las cabras
con capa externa de color negro tuvieron una prolificidad mas alta, comparadas

con cabras cuya capa externa era de color blanca.



Datos publicados por Macedo y Hummel (2006), mencionan que la época
de parto también influye en la prolificidad (P<0.01), y por lo tanto en la
temporada de empadre. Ovejas con parto en Enero-Abril tuvieron la mayor
prolificidad que aquellas que parieron en Septiembre-Diciembre y de Mayo-

Agosto (Gonzalez et al., 2001).

Varios autores (Gonzalez, 1993; Rojas y Rodriguez, 1995; Martinez,
1999) han sefialado que las ovejas servidas en el Otofo tienen mayor
prolificidad, efecto que podria atribuirse a una abundancia de forraje al término
de la época de lluvias, por lo que las ovejas tienen al empadre una buena
condicion corporal, ademas de buena tasa ovulatoria y supervivencia

embrionaria (Brash et al., 1994).

En un estudio, Macedo y Alvarado (2005), evaluaron el efecto de la
época de monta sobre la prolificidad, la tasa de destete y la mortalidad de
corderos en dos grupos de ovejas Pelibuey manejadas bajo diferentes sistemas
de alimentacion en Colima, México. En el sistema intensivo, la prolificidad
encontrada en la época de empadre Primavera-Verano y Otofio-Invierno fue de
221 £ 012 y 2.37 £ 0.15, respectivamente. Sin embargo en el sistema
extensivo los valores reportados fueron menores 1.55 + 0.08 y 1.56 £ 0.15 para
la época de Primavera-Verano y Otofo-Invierno, respectivamente. Concluyeron
que la época de monta no afecta la prolificidad y la tasa de destete de las
ovejas Pelibuey manejadas bajo condiciones de alimentacion intensivas o

extensivas. Ademas mencionan que la productividad de las ovejas fue



notablemente mejorada por medio de la intensificacion del sistema de
produccion. El desempefio reproductivo de la oveja depende de la cantidad de
alimento disponible y de la calidad nutricional que este tenga. En estudios
previos se ha demostrado una relacion positiva entre el peso de la oveja y la
tasa de ovulacion, y una alta asociacion entre el peso corporal de la oveja y la

prolificidad (Macedo y Hummel, 2006).

Por su parte Dickson et al. (2004), realizaron un estudio para evaluar los
factores que afectan el intervalo entre partos y la prolificidad en un hato de
borregas Pelibuey bajo un sistema de pastoreo restringido y observaron que el
afo del parto tuvo un efecto significativo (P < 0.01) en la prolificidad que varioé
desde 1.07 + 0.09 corderos por parto en el afio de menor prolificidad hasta 1.38
1+ 0.09 en el afo de mayor prolificidad. Es probable que este ultimo valor esté
relacionado con el manejo general y con la condicion corporal al parto, puesto
que el peso de la madre estuvo correlacionado significativamente (P < 0.01) con
la prolificidad; los valores mas bajos se encontraron durante afios con el menor
peso de la madre. No observaron efecto significativo de la estacion o el numero

del parto sobre la prolificidad.

Estudios hechos por Foote y Mathews (1983) y Michels et al. (2000),
sefalan que hay un efecto positivo en el incremento en los niveles de energia y
proteina suplementada durante el empadre (flushing) sobre la condicién
corporal de la hembra y ésta a su vez, sobre la tasa de ovulacién, la mortalidad

embrionaria y por consiguiente sobre el numero de crias nacidas.



Una dieta de alimentacion restringida, retrasa el inicio del estro, reduce la
tasa de ovulacion y disminuye el porcentaje de gestacion en comparacion con
una dieta nutricional adecuada. Los factores ambientales como altas o bajas
temperaturas y el manejo inadecuado, pueden retrasar o suprimir los signos de
estro y deprimir la tasa de ovulacién (Sharkey et al., 2001; Cérdoba-lzquierdo et

al., 2008).

Por su parte, Bulbarela-Garcia et al. (2009), al evaluar el efecto de L-
arginina y aceite de pescado en el comportamiento reproductivo de ovejas de
pelo sincronizadas con un progestageno, observaron efectos positivos al
utilizar el progestageno acetato de fluorogestona mas L-arginina ya que mejoré
la presentacion de estros, la tasa ovulatoria y la prolificidad. Este aminoacido es
usado para la sintesis de Oxido nitrico, quien estimula la enzima
intracitoplasmatica guanilato ciclasa soluble, responsable de la sintesis de
guanosin monofosfato ciclico (cGMP) que participa en el desarrollo folicular y la

ovulacion (Dhandapani y Brann, 2000; Alderton et al., 2001).

La adicion de acidos grasos poliinsaturados (aceite de maiz) en la dieta
de ovejas Pelibuey iniciando el dia 7 después de colocado el implante para
sincronizar y administrados durante un periodo de 21 dias, tienen un efecto
positivo sobre la dinamica folicular, la tasa de fertilidad y prolificidad. Y
administrados durante 23 dias, iniciando el dia 3 después de colocado el
implante, mejora la respuesta ovulatoria (Herrera, 2003) sin provocar cambios

en el peso vivo ni en la tasa de concepcion (Cansino-Arroyo et al., 2009).
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Mejora genética para prolificidad

Los programas de mejora genética tienen como finalidad provocar, en
una poblacién, un cambio genético que sea favorable desde un punto de vista
economico y productivo. Las estrategias a seguir para lograr dicho cambio
genético son la seleccidbn y cruzamiento. La eleccion de los caracteres
fenotipicos que se pretendan mejorar, se basan en el indice de herencia y en el

peso econodmico que estos tengan (Amills, 2010).

La ovulacién multiple en mamiferos es una caracteristica compleja que
depende de factores genéticos y ambientales. Muchas razas de ovejas
presentan una o dos ovulaciones por ciclo y en la variacion de la tasa de
ovulacion influyen la genética, edad, época del afo, nutricion entre otros
factores. Existe evidencia de la segregacién de un locus con un efecto mayor
sobre el tamafio de camada en la raza Merino Booroola, lo cual generd la
busqueda de genes que influyeran sobre la tasa de ovulacion en otras razas de
ovejas. La raza Merino Booroola presenta un solo locus autosomal denominado
Fecundidad Booroola (FecB). El efecto sobre el tamano de la camada es
semidominante porque la pérdida embrionaria causa falla parcial de prefiez
multiple. Los efectos fisioldgicos del locus FecB se ejercen sobre la tasa de
ovulacion, el tamano y numero de foliculos ovulatorios (Cérdoba-lzquierdo et

al., 2008).
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Los foliculos maduros de ovejas portadoras homocigéticas (BB) y
heterocigéticas (B+) para el locus FecB, presentan un diametro
significativamente pequefio comparado con las ovejas no portadoras (++),
debido a que contienen menor numero de células de la granulosa. Pero la
produccion total de estradiol de ovarios de ovejas BB/B+ y ++ son similares

(Godfrey et al., 1999).

El locus Fecundidad Inverdale (FecX') fue identificado en una linea
prolifica de ovejas Romney que descienden de una oveja con una historia de 33
corderos procedentes de 11 partos. Los estudios de segregacién demostraron
que el locus se encuentra en el cromosoma X. El efecto de la mutaciéon en
hembras portadoras heterocigéticas aumenta la tasa de ovulacion alrededor de
1.0 y el tamafio de camada alrededor de 0.6. Las hembras homocigéticas no

presentan signos de actividad folicular (Montgomery et al., 2000).

Una practica muy extendida entre los ganaderos de ovinos es la
relacionada con la seleccion genética para prolificidad. Es comun que el criador
atribuya un mayor valor genético a un animal, sobre todo a los machos, por el
simple hecho de provenir de un parto multiple. Se piensa que el tipo de parto se
hereda y transmite a la descendencia, produciéndose una seleccién en contra
de los animales nacidos en parto simple, aunque sus progenitores tengan

buenos parametros genéticos (Ponz et al., 2006).
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La seleccion realizada en base a las valoraciones genéticas para el
caracter prolificidad es mas efectiva que la realizada empiricamente por los
ganaderos. Dado el bajo indice de herencia de este caracter, cualquier
informacion procedente de la genealogia contribuye a aumentar la precisién de
las estimaciones de los valores genéticos de los animales. La seleccidn
realizada en base al tipo de parto no toma en cuenta toda la informacién
genealdgica y utiliza solamente una observacion procedente de la madre,
mientras que la seleccion por parametros genéticos aprovecha toda la
informacion genealdgica y productiva de que se dispone. Sin embargo, los
esfuerzos y el trabajo que implica poner en marcha una valoracién genética
para prolificidad, son notables en comparacion con la seleccién por tipo de parto

(Ponz et al., 2006).

Los genes mayores que han demostrado tener efecto sobre el caracter
prolificidad estan relacionados con la tasa de ovulacion. Estos genes mayores
codifican para proteinas de pequeno peso molecular que actuan como factores
reguladores de la ovulacion y del desarrollo ovarico. En el gen BMP15 se han
identificado seis variantes génicas (FecX', FecX® FecX', FecX® FecX' y
FecXR). Todas estas variantes génicas, en heterocigosis aumentan la tasa de

ovulacion y en homocigosis presentan esterilidad (Davis, 2005).

En un trabajo hecho por Martinez-Royo et al. (2008a), se secuencio el
gen BMP15 y descubrieron una nueva variante génica natural no descrita hasta

el momento. Esta nueva variante génica presenta una delecién (pérdida de
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bases nucleotidicas) de 17 pares de bases en el exén 2 del gen BMP15 en la
raza Rasa Aragonesa. Aunque en el gen BMP15 se habian detectado cinco
polimorfismos, esta nueva variante no habia sido descrita, y por lo tanto se trata
de un nuevo alelo del gen. Este nuevo alelo lo denominaron alelo Rasa
Oviaragéon (ROA) del gen BMP15. En el ex6n 2 se han encontrado
polimorfismos especificos para las razas Hanna (variedad de Romney),
Inverdale, Lacaune, Galway y Cambridge. Ademas, en la raza Belclare se han

encontrado los polimorfismos descritos en las razas Cambridge y Galway.

Esta variante presenta un codén de parada prematuro en lugar del acido
glutdmico en el residuo de aminoacido 239 y 291 de la proteina en estado
natural, que resulta en la perdida de la funcién biolégica de BMP15 (Chu et al.,

2007; Martinez-Royo et al., 2008b).

Datos publicados por Martinez-Royo et al. (2008a), mencionan que la
presencia del alelo ROA conlleva un incremento de 0.58 corderos por parto con

respecto a la media (1.3 corderos por parto) de la raza Rasa Aragonesa.

Las hembras homocigotas para todas las variantes del gen BMP15,
tienen un aparato reproductor poco desarrollado, con hipoplasia de los ovarios,
que provoca su esterilidad. Sin embargo, las hembras heterocigotas, tienen una
prolificidad superior a las hembras que no portan ninguna variante (Galloway et

al., 2000; Bodin et al., 2003; McNatty et al., 2007).
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Si bien es cierto que la utilizacion de hembras heterocigotas reporta
importantes beneficios para el caracter prolificidad, debe evitarse la frecuencia
de las variantes génicas en homocigosis. Ello obliga a proporcionar soporte
técnico a los productores, incluida la existencia de un laboratorio que permita
confirmar la condicion génica de los animales utilizados (Monteagudo et al.,

2009).

Las condiciones de heterocigosis, homocigosis y hemicigosis (Macho)
deben ser conocidas de tal forma que se controlen las labores que puedan
afectar la reproduccion de dichos animales. Dicho control debe extenderse al
total de la explotacién hasta que se tenga la evidencia de la existencia de
alguna variante génica del gen BMP15 en alguno de los animales mediante
analisis de ADN. De esta forma, se podran minimizar los posibles efectos no
deseados, empezando por evitar la introduccién en los lotes de reposicion de
corderas homocigotas, que seran estériles a lo largo de toda su vida (Lavifia et

al., 2009).

Las experiencias acumuladas en diferentes razas con las variantes
FecX", FecX'y FecX", llevan en todos los casos a prolificidades medias de 2
corderos por parto o incluso por encima de ese valor (Montgmomery et al.,

2001; Bodin et al., 2007).

Ovejas inmunizadas durante un periodo corto contra el gen BMP15,

aumenta la tasa de ovulacion sin efecto negativo sobre la fertilizacion de los
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ovocitos liberados, el desarrollo fetal o la capacidad para llevar la gestacién a
término. Sin embargo la vacunacion a largo plazo, puede resultar en la
inactividad del crecimiento folicular. Por lo tanto, la regulacién de BMP15 es una
técnica que se puede aplicar para mejorar la prolificidad de las ovejas (Juengel

et al., 2004b).

Técnicas de biologia molecular en apoyo a la mejora genética en
prolificidad

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), es una de las técnicas
mas utilizadas en el campo de la biologia molecular. Esta permite la rapida
generacion de una gran cantidad de ADN en muy poco tiempo. La principal
funcién atribuible a la PCR, es su capacidad para amplificar una region
especifica, que al encontrarse en cantidad suficiente, facilita su observacion y

analisis (Premoli et al., 2004; Clark, 2005).

Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP). Si dos
moléculas de ADN relacionadas son cortadas con la misma enzima de
restriccion y ambas difieren en un nucleétido reconocido o no por esta enzima,
la molécula resulta en fragmentos de diferente tamano para cada individuo, esta
diferencia en la longitud de los fragmentos de restriccion es lo que se conoce
como RFLP (Griffiths, 2002; Clark, 2005). Para visualizar estas diferencias entre

individuos se utiliza la electroforesis en geles de poliacrilamida o agarosa.
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La electroforesis consiste en la separacion de moléculas (proteinas,
isoenzimas, acidos nucleicos) a través de una matriz tamponada (agarosa,
acrilamida, almidén). La matriz funciona como un filtro, separando las moléculas
en un campo eléctrico, de acuerdo al tamafo y la carga neta que poseen. En el
caso de los acidos nucleicos, el grupo fosfato es el responsable por la fuerte
carga negativa en condiciones de pH neutro, haciendo que los fragmentos
migren hacia el polo positivo (dnodo) durante la electroforesis (Posso y Ghneim,

2008).

Las técnicas de analisis en biologia molecular se encuentran
desarrolladas y extendidas, existiendo aplicacion de ellas en estudios en razas
como la Inverdale, Belclare, Lacaune, Galway, Hanna y Rasa Aragonesa

(Montgmomery et al., 2001; Davis, 2005; Bodin et al., 2007).

En un estudio hecho por Monteagudo et al. (2009), se encontré mediante
electroforesis utilizando PCR, una longitud de 312 pares de bases en el caso de
las ovejas tipo silvestre, y de 295 pares de bases en el caso de las ovejas con
deleciéon de 17 nucledtidos (Figura 1) del segundo exén del gen BMP15,
precisamente los situados entre la posicion 525 y 541 en la numeracion original

de la secuencia AF236078S2, depositada por Galloway et al. (2000).

En condiciones normales, la forma tipo silvestre del exdon codifica una
secuencia de 245 aminoacidos, que forman una proteina inmadura; de esos

245 aminoacidos, sélo los ultimos 125 se conservan en la proteina madura, que
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es la que tiene verdadera funcidén bioldgica. La delecidn FecX® modifica
totalmente la secuencia codificada por el exén ya que solo los primeros 45
aminoacidos se corresponden con la forma tipo silvestre y en la posicion 100 y
101 aparecen codones de parada, que interrumpen la adicion de nuevos
aminoacidos. De esta forma, la proteina ni siquiera contiene la regién que
deberia permanecer en la proteina madura, por lo tanto, su inactividad bioldgica

es totalmente segura (Monteagudo et al., 2009).

I I I
525 535 545

Macho 1 GTGGAGCCC- AACC

Tipo silvestre GTGGAGCCCT GGGTCCAGAA AAGCCCAACC

Macho 2 GTGGAGCCC- AACC

(Monteagudo et al., 2009)

Figura 1 Alineamiento parcial del segundo exén del gen BMP15, mostrando la
delecién FecX® en los machos 1 y 2, comparadas con la secuencia
tipo silvestre.

Uso de genes candidatos

La variacion genética de las caracteristicas de importancia econémica en
los animales domésticos, esta generalmente determinada por varios loci
(poligenes). Debido a esto, los métodos de seleccidn con base en la hipdtesis

infinitesimal, la cual supone que la accion individual de cada alelo es muy
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pequeia, han dominado la practica del mejoramiento genético de animales

(Linch y Walsh, 1998).

Estos métodos que hacen uso de la teoria estadistica usando modelos
lineales mixtos, con base en informacion fenotipica (registros de produccion) y
genealdgica (relaciones de parentesco o pedigri), en conjunto con una
organizacion y planeacion adecuada, han permitido avances genéticos
considerables en varias caracteristicas econdmicamente importantes en

diversas poblaciones de animales (Henderson, 1984).

Respecto de la magnitud de su efecto, es posible reconocer dos tipos de
genes que actuan sobre las caracteristicas productivas en animales:
1. Genes mayores, cuyo efecto de substitucion (aditivo) sobre la expresion
fenotipica de una caracteristica es mayor a 0.5 desviaciones estandar
fenotipicas y puede ser separado y reconocido mediante un analisis de la
estructura de parentesco y la informacién fenotipica (analisis de segregacion) o
bien usando informacion de marcadores moleculares de ADN. Estos genes, en
el contexto del uso de marcadores reciben el nombre de loci con efecto en
caracteres cuantitativos (QTL) de quantitative trait loci. Los genes mayores
causan grandes diferencias entre animales con diferentes genotipos para

caracteres cuantitativos.

2. Poligenes, que son genes con efectos mas pequenos, cuyo efecto individual

es impractico de detectar en forma individual (Montaldo y Kinghorn, 2000).
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Un QTL (Quantitative Trait Locus) es una regiéon dentro del genoma que
codifica para uno o mas genes con efecto significativo sobre un caracter
cuantitativo. Gran parte de la variabilidad fenotipica de estos caracteres puede
estar causada por unos pocos genes con efecto importante, mientras que el
resto de la variabilidad es debida a varios genes con efecto pequefio. Cabe
destacar que la mayoria de caracteres de interés econdmico en especies
domesticas son de tipo cuantitativo (por ejemplo: crecimiento, peso, calidad de
la carne, calidad de la canal, composicién de acidos grasos, entre otros). Por lo
tanto, la deteccion de QTL para la posterior determinacion de los factores

causales ha sido el objetivo principal en numerosos proyectos (Mercadé, 2006).

Aunque aparecieron algunos trabajos en los que se identificaron QTL, no
fue hasta principios de los afos 90 cuando aumentaron los estudios de
deteccion de QTL en diferentes especies. Esto es debido en gran parte a los
avances en las técnicas moleculares, por ejemplo la PCR por sus multiples

aplicaciones (Saiki et al., 1985).

Un ejemplo del uso de un loci con efecto en caracteres cuantitativos
(QTL) en la seleccién animal, es el caso del programa francés de mejoramiento
genético de cabras productoras de leche. En este caso, se trata de un
polimorfismo de una serie de 11 alelos de la serie as1 de la caseina (as1-cas).
Estos alelos, se han clasificado en fuertes, intermedios y débiles en cuanto a su

efecto en la sintesis de caseina en la leche. Esto tiene un impacto en la
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cantidad de proteina, de modo que los alelos fuertes superan a los débiles en

cuanto al contenido de proteina y grasa de la leche (Manfredi et al., 2000).

Los marcadores moleculares son regiones distribuidas a lo largo del
genoma que generalmente, presentan polimorfismos. El genotipo de los
marcadores debe poder ser identificado facilmente y permiten identificar un
organismo, especie o caracter fenotipico asociado al mismo. A pesar que se
han descrito diferentes tipos de marcadores, los mas utilizados en la actualidad
son los que permiten realizar genotipados masivos de forma fiable y econémica,
como serian los microsatélites o los SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Sin
embargo, existen otros marcadores como los AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms) o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). La importancia
de los marcadores moleculares se centra en que su utilizacion es fundamental
para la construccion de mapas gendmicos, la deteccién de Quantitative Trait
Loci (QTL) y para la realizacién de estudios de asociacion con caracteres

fenotipicos de interés (Mercadé, 2006).

En cuanto a los genes candidatos, se buscan genes relacionados con la
fisiologia del caracter sin conocer su localizacion cromosdémica. Tampoco es
necesaria la deteccion previa de QTL. Los genes que puedan estar
relacionados con el fenotipo de interés y de los que se conozca su secuencia
nucleotidica en la espacie de interés o en otras especies se seleccionan, se
buscan polimorfismos para finalmente realizar estudios de asociacién con

diferentes caracteres para comprobar su efecto (Mercadé, 2006).
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La Proteina Morfogénica Osea (BMP15) es uno de los 35 miembros de la
superfamilia del Factor de Crecimiento Transformante R (TGFR), deriva del
ovocito y es requerido para el crecimiento folicular (McNatty et al., 2003;

Juengel et al., 2004a; Moore et al., 2004).

En un estudio, Moore et al. (2004), analizaron los ovarios de ovejas
heterocigotas para las variantes del gen BMP15 para compararlos con ovarios
de ovejas tipo silvestre, y observaron que los cuerpos luteos de las ovejas
heterocigotas eran mas pequefios que los de las ovejas tipo silvestre. La
interpretacion a esto es que, el incremento de la tasa de ovulacion se debe al
desarrollo precoz de los foliculos dominantes y les confieren la habilidad de

ovular a menor tamano.

Proteina morfogénica 6sea (BMP15)

Naturaleza bioquimica: EI gen BMP15 consta de una secuencia de
1179 nucledtidos de longitud, contiene dos exones separados por un intrén de
alrededor de 5.4 kilobases (kb) y codifica para una preproteina de 393 residuos
de aminoacidos. El polipéptido maduro activo tiene 125 aminoacidos de largo

(Galloway et al., 2002).

Localizacion: El gen BMP15 se situa en la region no recombinante del
cromosoma X, por lo que esta ligado al sexo. Los machos (XY) sélo pueden

portar una copia del gen, por lo que se denominan hemicigotos, y las hembras
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(XX) pueden portar cualquier variante del gen BMP15 en homocigosis o en
heterocigosis. Se han descrito seis variantes de este gen (Cuadro 2) que
intervienen en la prolificidad, las cuales originan sustituciones de aminoacidos
(caso de FecX' FecX® y FecX'), o codones de parada prematuros (caso de
FecX® FecX" y FecXR®). Todas las variantes de este tipo han recibido
denominacion (acrénimos) que comienzan con las siglas FecX, por modificar la
fecundidad y por situarse en el cromosoma X. La ultima letra, con formato de
superindice, corresponde a la inicial de la raza en la que se hallaron: Inverdale,
Belclare, Lacaune, Galway, Hanna y Rasa Aragonesa. En todos los casos, los
efectos sobre la prolificidad de las ovejas dependen de la condicién génica,
mientras que la tasa de ovulacién se incrementa en las hembras heterocigotas,
las hembras homocigotas presentan fallo ovarico primario que origina

esterilidad (Cuadro 3) Montgomery et al., 2001; Moore et al., 2004: Davis, 2005.

Es importante sehalar que no existen diferencias en los niveles
circulantes de FSH entre las ovejas de tipo silvestre y las ovejas portadoras

heterocigotas para el gen BMP15 (Moore, 2004).

Funcién: El gen BMP15 es esencial para el crecimiento folicular normal
(figura 2) y regula la proliferacién de células de la granulosa y la diferenciacion,
promoviendo la mitosis (figura 3) en ellas y suprimiendo la expresién de
receptores para la hormona foliculo estimulante (FSH) Juengel et al., 2002;

Otsuka y Shimasaki, 2002ab; Moore y Shimasaki, 2005.
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Cuadro 2. Razas de ovinos portadoras mutantes del gen BMP15

Raza Cromosoma Nombre Gen Autor

Inverdale X FecX' BMP15 Davis et al.,1991

Hanna X Fecx! BMP15 Davis et al., 2001

Belclare X FecX® BMP15 Hanrahan, 1991
Cambridge X FecX® BMP15 Hanrahan y Owen, 1985
Lacaune X FecX" BMP15 Bodin et al., 1993

Rasa

Aragonesa X FecX®  BMP15 Martinez-Royo et al., 2008

(Bodin, 2006)



Cuadro 3. Efecto del gen BMP15 sobre la ovulacién

24

Poblacion Gen Aumento de ovulacion Aumento de ovulacion
en heterocigotas en homocigotas

Belclare y FecG 1.39 Esterilidad

Cambridge

Inverdale FecX ' 1.00 Esterilidad

Hanna FecXx" Esterilidad

Belclare FecXx® .97 Esterilidad

Belclare y FecX® .70 Esterilidad

Cambridge

Lacaune FecX- 1.60 Esterilidad

Rasa

Aragonesa FecXR® .58 Esterilidad

(Bodin, 2006)
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Crecimiento folicular

Faliculo
primordial

Foliculo
transitorio

BMP15

Faoliculo
primario

Figura 2. Momento en el que actua durante el crecimiento folicular el gen
BMP15.
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Figura 3. Representacion esquematica del progreso de foliculogénesis en
ovejas tipo silvestre (arriba), portadoras de la mutacién de
BMP15 en heterocigosis (centro) y portadoras de la mutacion de
BMP15 en homocigosis (abajo).
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Asociacion con prolificidad: ElI gen BMP15 interviene en la regulacién
de las funciones de las células de la capa granulosa ovarica, por lo que todas
las variantes de este gen causan alteraciones en el crecimiento folicular que
originan superovulaciéon que repercute en aumento de la prolificidad en ovejas

heterocigotas y esterilidad en ovejas homocigotas (McNatty et al., 2005).



MATERIALES Y METODOS

Ubicacioén

El trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia Molecular de

la Unidad Académica de Agricultura de la Universidad Autonoma de Nayarit.

Animales

En este trabajo se incluyeron un total de 335 borregas, 234 de la raza
Pelibuey y 101 de la raza Dorper provenientes de explotaciones ubicadas en los
municipios de Compostela, Ahuacatlan, Ixtlan del Rio, Santiago Ixcuintla,
Rosamorada Nayarit y Tepatitlan Jalisco. Las explotaciones fueron manejadas
bajo un sistema semiextensivo; los animales se suplementaron en corral dos
veces al dia con rastrojo de maiz, sorgo, alfalfa y contaban con mezcla de
minerales a libre acceso, y por la mafiana salian a pastar en pradera con pasto
insurgente (Brachiaria brizantha) para regresar por la tarde al corral. No se

utilizaron tratamientos hormonales para mejorar sus parametros reproductivos.

El clima es célido subhimedo con temperatura media anual de 25 °C,
tiene temperaturas minimas de 10 °C en enero y maximas de 35 °C en mayo y
junio con lluvias de mayo a septiembre y precipitacion media anual de 1100

mm. Altura de 0 hasta 2760 metros sobre el nivel del mar (INEGI, 2011).

28
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Identificacién de hembras de acuerdo a su prolificidad

Las hembras se agruparon de acuerdo a sus registros de prolificidad en
alta (=3 corderos), media (>1.5 y <3 corderos) y baja (£1.5 corderos). No se

consideré el numero de parto.

Para el trabajo de laboratorio, a cada borrega se le introdujo una aguja
en la vena yugular para recolectar por goteo (para disminuir riesgo de
hemolisis) tres mililitros de sangre en tubos con el anticuagulante Acido Etilén
Diamino Tetraacético (EDTA). Las muestras se introdujeron en un recipiente
con hielo para posteriormente ser transportadas al laboratorio donde, de cada
muestra se llenaron tres tubos eppendorf de un mililitro y se guardaron a -20 °C

para su posterior analisis.
Genotipificacion molecular

Extraccion y Purificacion de ADN: La extraccion y Purificacion de ADN
a partir de sangre se realizé mediante la técnica salina publicada por Sambrook

y Russel en el 2001.

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) punto final: Se
adquirieron los primers: Forward (5-CTCTGAGACCAAACCGGGTA-3) vy

Reverse (5-CATGCCACCAGAACTCAAGA-3’) segun Monteagudo et al. (2009).

Para amplificar el alelo FecX® del gen BMP15 se elaboré un coctel que
contenia para una reaccién; 13.85 ul de agua bidestilada, 2.5 pl de Buffer (10

X), 0.75 ul de Cloruro de Magnesio (MgCly) (50 mM = 1.5 mM/ul), 2.5 pl de



30

Dinucledtidos de trifosfatos (DNTPs)(2 mM), 1 ul de Primer (50 pgr), 0.4 ul de
Taq Polimerasa (5 U.l.). Al coctel, que contenia 21 pl totales, se le anadieron 4
Ml (50 ng/pl) de muestra de ADN, se mezcld con vortex y se introdujo al
termociclador para correr el programa: un ciclo de 5 minutos a 95 °C; 35 ciclos
de 45 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 1 minuto a 73 °C con una extension
final de 5 minutos a 73 °C. Se verifico el resultado del PCR en gel de agarosa al

4% con tincidén de bromuro de etidio.

Electroforesis: Para verificar los genotipos FecXR, se mezclaron 6 pl del
producto del PCR y 2 ul de azul de bromurofenol y se aplicé en gel de
poliacrilamida al 6% con tincion de bromuro de etidio a 98 voltios por cuatro
horas. Los geles se visualizaron en camara UV empleando el programa EDAS
de Kodak. El producto esperado tenia una longitud de 312 pares de bases (pb)
en el caso del alelo normal, y de 295 en el caso del alelo con delecién

(Monteagudo et al., 2009)
Anélisis estadistico

a) Con la informacioén de prolificidad de las hembras se calcularon las
frecuencias por raza y grupo y se compararon empleando la prueba de

independencia de chi cuadrada.

b) Con los genotipos de acuerdo a las razas y grupos se calcularon las
frecuencias y se compararon con una prueba de independencia de chi

cuadrada.
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c) En ambas razas se relacionaron los genotipos con el numero de
corderos nacidos por parto por medio de un analisis de varianza para comparar
los genotipos de acuerdo a un modelo de un efecto fijo Y = p + Genotipo + e en

ambas razas.



RESULTADOS Y DISCUSIONES

Identificacién de hembras prolificas

De acuerdo al agrupamiento por raza considerando prolificidad, en la
raza Dorper se observd un mayor porcentaje de animales con alta prolificidad
respecto a la raza Pelibuey (P<0.01), como se observa en el Cuadro 4. En la

raza Pelibuey el porcentaje mayor de ovejas se concentra en prolificidad media.

La raza Dorper presenté un promedio de 2.1 y la raza Pelibuey de 1.6
corderos por parto. La raza Rasa Aragonesa, al igual que las razas Pelibuey y
Dorper, no es una raza prolifica, usualmente tiene una media de 1.2 a 1.5

corderos por parto (Sierra, 1992).

En un estudio realizado por Lavifia et al. (2009), se secuencié el gen
BMPI5 en un grupo selecto de ovejas que habian demostrado elevada
prolificidad de acuerdo a los registros de la base de datos de ANGRA. Este gen
candidato ya habia demostrado su interés en razas extranjeras. Los animales
se escogieron por su elevada prolificidad, por la repetibilidad en los registros,
por la alta prolificidad entre sus hijas y por la evidencia de clara segregacién en
el caracter entre su descendencia, compatible con el efecto de un posible gen

mayor.

32
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Cuadro 4. Numero de hembras y porcentajes considerando el numero de
corderos nacidos por parto

Raza Baja Media Alta Total
(£1.5) (>1.5y<3) (23)
Pelibuey 49 158 27 234
20.94 67.52 11.54 100%
Dorper 29 37 35 101
28.71 36.63 34.65 100%

P<0.01, Chi cuadrada.
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Genotipificacion molecular

Los resultados en cuanto a las frecuencias genotipicas en ambas razas
muestran un porcentaje menor de hembras heterocigotas (AB) respecto a las
hembras homocigotas normales (AA) o tipo silvestre. Respecto a las hembras
heterocigotas de ambas razas (Figura 4), se observé un porcentaje mayor en la

raza Dorper (Cuadro 5). Sin haber diferencia estadistica entre razas (P>0.05).

La identificacion del alelo FecX® en razas de pelo, coincide con los
resultados expuestos por Monteagudo et al. (2009), quienes presentaron una
nueva mutacion en el segundo exon del gen BMP15 en la raza de lana Rasa
Aragonesa que consiste en una pérdida de 17 pb resultando en un

desplazamiento del marco de lectura y en un codon de parada prematuro.

Siguiendo con la nomenclatura previa de las mutaciones del gen
BMP15, a esta nueva variante la nombraron FecX® (Martinez-Royo et al.,
2008b). Esta nueva variante se comporta de igual forma a las cinco mutaciones
antes descritas en este gen. En heterocigosis aumenta la prolificidad y en
homocigosis hay esterilidad completa (Davis et al., 2001; Hanrahan et al., 2004;

Martinez-Royo et al., 2008b).



Figura 4.
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-200 pares de bases

PCR del precursor de BMP15. Columna 9: oveja tipo silvestre, con
banda de 312 pb. Columnas 1,2,3,4,5,7 y 8: ovejas heterocigotas
FecXRftipo silvestre (bandas de 312 pb y de 295 pb). Columna 6:
Marcador de Peso Molecular.
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Cuadro 5. Distribucién de frecuencias genotipicas para el alelo FecX® del

gen BMP15 en ambas razas

Raza AA AB Total
Pelibuey 228 6 234
97.44 2.56 100%
Dorper 96 5 101
95.05 4.95 100%

P>0.05, Chi cuadrada.
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Relacién de genotipos

No se observaron diferencias (P>0.05) para la interaccidn genotipo x
raza, asi como entre razas (P>0.05). El genotipo AB se relaciona con las
hembras que presentan alta prolificidad (Cuadro 6). Hay diferencia estadistica

entre genotipos (P<0.01).

Los resultados en las razas ovinas Pelibuey y Dorper, coinciden con los
publicados por Lavifna et al. (2009), quienes al analizar 3 explotaciones,
detectaron diferencias altamente significativas (P<0.01) en cuanto a la
distribucion de partos entre mutantes y salvajes, con una mayor frecuencia de
partos triples 0 mas en el caso de las mutantes. Ademas, Martinez-Royo et al.
(2008b), encontraron diferencias altamente significativas (P<0.01) entre ovejas
con altos valores de prolificidad y ovejas con valores de prolificidad baja.
También obtuvieron diferencias altamente significativas (P<0.01) entre
genotipos tipo silvestre y heterocigotos para la mutacién FecX® del gen BMP15.
Ademas, encontraron asociacién entre ovejas con alta prolificidad y genotipo

heterocigoto para la mutacién FecX® del gen BMP15.

Al comparar los genotipos de la poblacién, hay diferencia (P<0.01) entre
AA y AB, con mayor prolificidad en AB (Cuadro 7). El genotipo AB en la raza
Pelibuey tiene una media de 3.00 y en Dorper de 3.20 corderos por parto. La
diferencia entre el alelo AA y AB en ambas razas es de +1.15 corderos por

parto.
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Cuadro 6. |dentificacion del genotipo AB del alelo FecX® del gen BMP15
en base a su prolificidad de ambas razas juntas

Prolificidad AA AB Total
Alta 51 11 62

82.26 17.74 100%

Media 195 0 195

100 0 100%
Baja 78 0 78

100 0 100%

P<0.01, Chi cuadrada.
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Cuadro 7. Promedios de prolificidad para cada genotipo
AA AB EE
1.94 3.09 0.09

***P<0.01
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Los resultados no coinciden con los publicados por Vacca et al. (2010),
quienes analizaron la estructura genética de los genes BMPR1B, BMP15 y
GEF9 en cinco razas de ovejas criadas en Tunez. El genotipado reveld que las

mutaciones investigadas en estos tres genes estaban ausentes en las cinco

razas analizadas.



CONCLUSIONES

La raza Dorper presenté mayor porcentaje de prolificidad que la raza

Pelibuey.

Se observd mayor porcentaje de hembras heterocigotas en la raza

Dorper.

En ambas razas el genotipo AB se relaciona con las hembras que

presentan alta prolificidad.

El haber encontrado hembras heterocigotas para el alelo FecX® del gen
BMP15 en ovejas de pelo es importante considerando que hasta ahora en dicho

gen se han encontrado seis variantes génicas, todas en razas de lana.
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