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RESUMEN  

El Factor 9 de Crecimiento y Diferenciación (GDF9) es miembro de la súperfamilia 

β de factores de crecimiento (TGFβ) y su expresión en el ovocito es esencial para 

el desarrollo y crecimiento folicular. Diferentes mutaciones en el gen GDF9 han 

sido asociadas con el incremento de tasa de ovulación y/o prolificidad en algunas 

razas de ovejas, por lo que el objetivo de este estudio fue la búsqueda de 

polimorfismos de una sola base (SNPs) en el gen GDF9, así como la asociación 

entre polimorfismos del gen GDF9 y el índice de prolificidad en ovejas de la raza 

Pelibuey. Se tomaron muestras sanguíneas de la vena yugular de 16 ovejas y 

fueron conservadas en papel FTA® (Whatman Mini Card). El exón dos del gen fue 

amplificado mediante la técnica de Polimerase Chain Reaction (PCR) directo 

((Phusion® Blood Direct PCR kit) y secuenciado para la búsqueda de SNPs. Se 

encontrarón seis polimorfismos, de los cuales solo la variante FecGE encontrada 

en ovejas Pelibuey ha sido asociada anteriormente a la tasa de ovulación y 

prolificidad en la raza de ovejas Santa Inés. Con el modelo estadístico de 

regresión bayesiana utilizado para el análisis de prolificidad no se encontró efecto 

del genotipo para la mutación FecGE, pero existe una tendencia en ovejas 

homocigotas para esta variante, a parir un mayor número de corderos. 

Palabras clave: análisis de secuencias, GDF9, mutación, polimorfismo, PCR, 

SNP. 

 

  



iv 
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SUMMARY 

The Growth Differentiation Factor 9 (GDF9) is a member of the Transforming 

Growth Factor β Superfamily (TGFβ) and its expression in the oocyte is essential 

for follicle growth and development. Different mutations in GDF9 have been 

associated with increase in ovulation rate and / or prolificacy in some breeds of 

sheep, so the aim of this study was to search single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) of GDF9 gene and to investigate the association between SNPs in GDF9 

gene and prolificacy index in Pelibuey sheep. Venous jugular blood samples from 

16 Pelibuey sheep were collected on FTA® paper (Whatman Mini Card). Exon two 

of gen was amplified by direct Polimerase Chain Reaction (PCR) (Phusion® Blood 

Direct PCR kit) and secuencing for SNPs. Six SNPs were found, but only FecGE 

variant found in Pelibuey sheep has been associated with ovulation rate and litter 

size in Santa Ines sheep. Bayesian regression model used for analysis of 

prolificacy found not effect of genotype, but there is a tendency towards an 

increased number of offspring in homozygous sheep for this variant.  

Key words: sequence analysis, GDF9, mutation, polymorphism, PCR, SNP.  
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I. INTRODUCCIÓN 

El primer gen reportado como responsable del incremento de la tasa de ovulación 

(TO) en la oveja fue el gen Boorola (FecB) en la raza Merino australiano (Piper y 

Bindon, 1982). El fenotipo hiperprolífico de las ovejas Boorola es debido a la 

acción de un solo gen autosomal (FecB) que influye sobre el número de 

ovulaciones por ciclo estral (Piper et al., 1985). En 2001 se descubrió que la 

elevada prolificidad en las ovejas Merino Boorola es el resultado de una mutación 

en el receptor de la proteína morfogénica ósea (BMPR-1B) (Mulsant et al., 2001; 

Souza et al., 2001; Wilson et al., 2001).  

Actualmente se conocen varias mutaciones en los genes de la Proteína 

Morfogénica Ósea 15 (BMP15) y el Factor 9 de Crecimiento y Diferenciación 

(GDF9), las cuales tienen efecto sobre la tasa de ovulación y prolificidad en la 

oveja (Galloway et al., 2000; Hanrahan et al., 2004). Las primeras mutaciones 

reportadas para la BMP15 o GDF9B asociadas a una elevada prolificidad fueron 

descritas en ovejas de la raza Romney (FecXI  y FecXH) (Davis et al., 1992; 

Galloway et al., 2000). Posteriormente se descubrieron otras mutaciones en 

ovejas de la raza Lacaune (Bodin et al., 2002; Lecerf et al., 2002), Cambridge y 

Belclare (Hanrahan et al., 2004) y Aragonesa (Martínez-Royo et al., 2008; 

Monteagudo et al., 2009). En 2004 fue reportada la mutación FeCGH  en ovejas 

Cambridge y Belclare (Hanrahan et al., 2004). Recientemente se han reportado 

otras mutaciones del gen GDF9 en ovejas Thoka Cheviot (Nicol et al., 2009), 

Santa Inés (Silva et al., 2010), Small Tail Han (Chu et al., 2011). 

Hasta ahora las mutaciones asociadas a incrementos de la tasa de ovulación y 

prolificidad en los genes BMPR-1B, GDF9 y BMP15 (Hanrahan et al., 2004; Nicol 

et al., 2009) pertenecen a cambios no sinónimos en proteínas pertenecientes a la 

súper-familia β de factores de crecimiento producidas por el ovario (Mulsant et al., 

2001; Souza et al., 2001; Wilson et al., 2001; Hanrahan et al., 2004). Por lo que el 

objetivo principal de esta investigación, es determinar polimorfismos en el gen 

GDF9 asociados al índice de prolificidad en ovejas Pelibuey. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Genes de fecundidad. 

Mutaciones en los genes de Receptor I de la Proteína Morfogénica Ósea (BMPR-

1B), Proteína Morfogénica Ósea 15 (BMP15) y Factor 9 de Crecimiento y 

Diferenciación (GDF9) pueden causar el incremento de la tasa de ovulación y 

prolificidad o por el contrario presencia de estructuras ováricas anormales e 

infertilidad, por lo que son conocidos como “genes de fecundidad” (Davis, 2005). 

2.1.1 Gen Booroola: Receptor 1 de la Proteína Morfogénica Ósea (BMPR-

1B). 

En la década de 1980 se postuló la existencia de un gen con influencia en la tasa 

de ovulación y prolificidad en ovejas Merino Booroola (Piper y Bindon, 1982), en 

esta raza se encontró evidencia de segregación de un gen autosomal con efecto 

aditivo (Piper et al., 1985). Las ovejas que heredan una copia del gen Booroola de 

alguno de los padres producen alrededor de 1.5 ovocitos extra y tienen un cordero 

más por parto. Las portadoras homocigotas producen 3 ovocitos extra que 

resultan en 1.5 corderos por parto (Davis, 2004). Con el descubrimiento del 

llamado “gen Booroola” se inició un programa de selección en esta raza y la 

búsqueda de marcadores genéticos como herramienta para la selección genética. 

Esta mutación fue denominada FecB y posteriormente el alelo fue localizado en el 

cromosoma 6 (Montgomery et al., 1993). 

La prolificidad elevada en ovejas Booroola es causada por una mutación puntual o 

polimorfismo de un nucleótido (SNP) en la posición 830 que produce el cambio de 

Ácido Glutámico por Arginina en la posición 249 (q249r) de la cadena de 

aminoácidos (Mulsant et al., 2001), una zona altamente conservada de la región 

intracelular del dominio quinasa del receptor I B de la proteína morfogénica ósea 

(BMPR-1B), la cuál es expresada en células de la granulosa. El BMPR-1B 

también es conocido como ALK-6, es miembro de la súper familia β de factores de 

crecimiento (Souza et al., 2001). Estas son proteínas multifuncionales que regulan 

el crecimiento y diferenciación de muchos tipos celulares (Wilson et al., 2001). Los 
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miembros de esta familia de proteínas tienen un papel esencial en la regulación 

de la función ovárica (Matzuk et al., 2002). 

El aumento en la tasa de ovulación, en ovejas FecB, se asocia con la maduración 

precoz de un gran número de folículos antrales que ovulan teniendo un menor 

tamaño que los folículos de ovejas no portadoras o fenotipo silvestre (McNatty  et 

al., 1986). Adicionalmente en la dinámica de crecimiento folicular final, en ovejas 

FecB, los folículos preovulatorios alcanzan su tamaño máximo al inicio de la fase 

folicular y permanecen en una meseta hasta la ovulación (Driancourt et al., 1986). 

Los folículos ovulatorios de ovejas portadoras de la mutación FecB poseen un 

número reducido de células de la granulosa por folículo. Sin embargo, el número 

total de células de la granulosa de todos los folículos ovulatorios y la producción 

de estradiol es similar en ovejas  FecB heterocigotas, homocigotas y no 

portadoras (Montgomery et al., 1992). 

Dichas diferencias en el desarrollo folicular de ovejas con la mutación FecB o 

ALK6 están asociadas con una mayor respuesta a FSH, la cual es inducida por la 

vía AMPc, así como una temprana esteroidogénesis folicular, incluida la actividad 

aromatasa en las células de la granulosa, la cual esta acompañada de una 

respuesta temprana a LH (Montgomery et al., 2001). Dichos eventos producen el 

crecimiento y ovulación de múltiples folículos con diámetro pequeño sin 

alteraciones en la secreción de esteroides e inhibina (durante las fases folicular y 

lútea del ciclo estral) en las ovejas con la mutación ALK6 (Montgomery et al., 

2001). Investigaciones posteriores han revelado que en ovejas Garole, Hu, Small 

Tail Han y javanesas existe la mutación FecB (Davis et al., 2002; Davis et al., 

2006). 

2.1.2 Mutaciones en la Proteína Morfogénica Ósea (BMP15 o GDF9B). 

En 1990 se descubrió que la elevada prolificidad en un rebaño de ovejas 

descendientes de una oveja Romney con un registro de 33 corderos en 11 partos 

estaba determinada por un patrón hereditario ligado al sexo, concretamente al 

cromosoma X, esta mutación fue denominada Inverdale o FecXI (Davis et al., 
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1992). A mediados de la década de 1990 se encontró otro alelo con un patrón de 

heredabilidad similar al FecXI en ovejas de esas misma raza y fue nombrado 

FecXH (Hanna) (Davis et al., 2001). Las ovejas heterocigotas para FecXI y FecXH 

presentan un incremento de la tasa de ovulación, pero aquellas con dos copias 

del alelo son infértiles (Davis et al., 1992) y poseen ovarios subdesarrollados que 

contienen folículos con no más de una capa de células de la granulosa (Galloway 

et al., 2000). Una copia del alelo FecXI incrementa la TO en 0.8 (Davis et al., 

1992), mejora la sensibilidad a LH y el número de folículos antrales (Shackell et 

al., 1993), mientras que una copia del alelo FecXH causa un incremento de 1.0 en 

la TO y 0.6 corderos por parto (Davis et al., 1995). 

El alelo FecXI corresponde a una mutación puntual o SNP, en este caso Timina 

por Adenina (T-A) en la posición 896 de la cadena complementaria de DNA 

(cDNA) que codifica para el BMP15 o GDF9B. Esta mutación causa una 

substitución del aminoácido Valina por Ácido Aspártico en la posición 299 de la 

proteína sin procesar (aminoácido 31 de la proteína terminada). El alelo FecXH 

corresponde a un cambio de Citosina por Timina (C-T) en la posición 871 de la 

cadena de cDNA. Esta mutación produce un alto prematuro en la síntesis de la 

proteína (aminoácido 23 de la proteína terminada) produciendo la perdida de la 

bioactividad del BMP15 (Galloway et al., 2000). 

Hanrahan et al. (2004) encontraron mutaciones en el gen BMP15 en ovejas de las 

razas Belclare y Cambridge, a las que nombraron Galway (FecXG) y Belclare 

(FecXB) .El alelo FecXG es un cambio de Citocina por Timina  en la posición 718 

de la secuencia de nucleótidos, el cuál produce un codón de término prematuro en 

el aminoácido 239 de la proteína sin procesar. Mientras que el alelo FecXB es una 

transición de Guanina por Timina (G-T) en el nucleótido número 1100 del cDNA y 

produce el cambio del aminoácido Serina por Isoleucina en la posición 367 de la 

preproproteína (aminoácido 99 en la proteína terminada). El fenotipo homocigoto 

de ovejas con estas mutaciones es indistinguible de fenotipo FecXI y FecXH 

(McNatty et al., 2005). En ovejas Belclare heterocigotas el alelo FecXB aumenta 

de 2.38 ± 0.549 la TO y en ovejas Cambridge el alelo FecXG incrementa 1.18 ± 

0.387 la TO. El efecto de estas mutaciones para ambas razas, basado en 
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estimaciones ponderas es: FecXG 0.70 ±0.105 y FecXB 0.97 ± 0.063 para el 

incremento de la TO (Hanrahan et al., 2004). 

En la oveja Lacaune también se ha reportado la presencia de una mutación en el 

gen BMP15, el alelo presente en esta raza fue nombrado FecXL. Es un cambio de 

Guanina por Timina (G-T) que produce la sustitución del aminoácido Cisteína por 

Tirosina en la posición 53 de la proteína. Las ovejas heterocigotas FecXL tienen 

1.5 ovulaciones más que las no portadoras (Bodin et al., 2006). 

En ovejas españolas de la raza Aragonesa, la presencia de deleción de 17 pares 

de bases (pb) reportada en el gen BMP15 denominada FecXR da como resultado 

un desplazamiento de la lectura de aminoácidos, por lo que los siguientes 54 

codones son completamente diferentes y produce pérdida total de la funcionalidad 

de la proteína (Martínez-Royo et al., 2008). Como consecuencia de ello, alrededor 

de 85% de la secuencia de aminoácidos codificada por el exón dos del gen 

BMP15 es modificada o suprimida, solo los primeros 45 de 245 aminoácidos se 

conservan idénticos. Las ovejas heterocigotas para esta deleción presentan una 

prolificidad elevada (2.66 corderos por parto) comparada con la media de los 

rebaños de 1.36 corderos (Monteagudo et al., 2009).  

 

2.1.3 Mutaciones en el Factor 9 de Crecimiento y Diferenciación (GDF9). 

En 2004 se reportaron ocho mutaciones o polimorfismos de una sola base (SNP) 

del gen GDF9 (Hanrahan et al., 2004) en ovejas Cambridge y Belclare (G1 a G8), 

de los cuales uno se localiza en el exón 1, otro en el intrón y seis en el exón 2. 

Tres SNP no alteran la secuencia de aminoácidos (G2 en la posición 471, G3 en 

la posición 477 y G5 en la posición 978 de la secuencia de nucleótidos) y cinco de 

ellos resultan en un cambio en la secuencia de aminoácidos (G1, G4, G6 y G7). 

G1 es el cambio de una Arginina por una Histidina en el residuo 87 del exón 1. G6 

sustituye a Valina por Isoleucina en el aminoácido 14 de la proteína madura y G7 

produce el cambio de Valina por Metionina en el aminoácido 53. G4 es el cambio 

de Ácido Glutámico por Lisina en el residuo 241 de la pre-pro-proteína, estos SNP 

no afectan la actividad de la proteína madura, sin embargo la variante G8 produce 

el cambio de Serina por Fenilalanina en el aminoácido 77 de la proteína madura, 
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que es una región del GDF9 que probablemente participa en la unión al receptor 

(Hanrahan et al., 2004). El análisis de ausencia o presencia de cada uno de los 

SNP fue relacionada con la esterilidad de los animales muestreados, como 

resultado se encontró que solo las ovejas homocigotas para G8, nombrado como 

FecGH son infértiles. El efecto de este alelo para las ovejas Belclare heterocigotas 

en la TO fue de 1.79 ± 0.54, para las ovejas Cambridge heterocigotas 2.35 ± 

0.386 y el efecto para ambas razas fue de 1.39 ± 0.107. 

El SNP en el gen GDF9 denominado “Thoka o FecTT”, descrito por Nicol et al. 

(2009) fue introducido a ovejas Cheviot en el Reino Unido a partir de ovejas 

islándicas (Russel et al., 1997). Al realizar la secuenciación de la región 

codificable del gen GDF9 a partir de muestras de ovejas con anormalidades en el 

tracto reproductivo, de las cuales se sospechaba eran portadoras de la mutación 

Thoka (TT), así como de ovejas que no portaban la mutación, se encontró que 

todas las ovejas infértiles resultaron homocigotas para una sustitución de Adenina 

por Citocina (A-C) en la posición 1279 de la secuencia nucleotídica que 

corresponde al aminoácido 427 (preproteína, 109 de la proteína madura) y es una 

sustitución de Serina por Arginina, la cual afecta la función de la proteína madura. 

Al analizar una población de 390 ovejas de las que se tenía el registro de 

prolificidad, se estimó que el SNP encontrado en las ovejas heterocigotas tiene un 

efecto de 0.56 ± 0.06 en el tamaño de camada comparadas con aquellas ovejas 

que no son portadoras del SNP (Walling et al., 2002). Al realizar una 

caracterización de la morfología ovárica de las ovejas homocigotas para el SNP 

TT. La región cortical de los ovarios de estas ovejas contenían un gran número de 

folículos primordiales, así como folículos con dos capas de células de la 

granulosa, muchos de los cuales parecían anormales y sin capas de células de la 

teca (Nicol et al., 2009). 

En la oveja Small Tail Han se descubrió la presencia de un SNP (G729T) 

asociado a la prolificidad. Este SNP se encuentra situado en el nucleótido 729 y 

consiste en el cambio de Citocina por Timina (C-T) en la secuencia de 

nucleótidos, que produce el cambio de Glutamina por Histidina. Las ovejas 
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heterocigotas para este alelo tuvieron 0.77 más corderos que aquellas sin el SNP 

(Chu et al., 2011). 

En ovejas de la raza Santa Inés se reportó la existencia de otro SNP en el exón 

dos del gen GDF9 (Silva et al., 2010). Los polimorfismos reportados en ovejas 

Santa Inés incluyen al G1, G2 y G3 (Hanrahan et al., 2004) sin efecto sobre la 

tasa de ovulación, y el SNP en la posición 1034 de la secuencia de nucleótidos 

que produce el cambio de Timina por Guanina (T-G) y en la secuencia de 

aminoácidos las sustitución de Fenilalanina por Cisteína, fue nombrado FecGE o 

FecGSI. 

Para determinar la asociación del alelo FecGE a la tasa de ovulación y prolificidad 

se realizó un análisis de 39 ovejas durante los años 2002 a 2008. La TO fue 

mayor para las ovejas homocigotas (E/E) que mostraron 2.22 ± 0.12 comparadas 

con los grupos de ovejas heterocigotas. El grupo de ovejas heterocigotas (E/+) no 

tuvo diferencias significativas (P<0.612) en cuanto al número de cuerpos lúteos o 

TO que fue de 1.34 ± 0.08 comparado con la TO del genotipo silvestre (+/+) de 

1.22 ± 0.11 (Silva et al., 2010). En esta raza de ovejas no se encontraron 

mutaciones en el gen BMP15. 

 

2.2 Fisiología del crecimiento folicular. 

Tradicionalmente los estudios referentes al control de desarrollo folicular están 

enfocados en la regulación del eje hipotálamo-hipófisis-ovario. Sin embargo 

durante los últimos años las investigaciones referentes a la acción de algunos 

factores de regulación intraovárica miembros de la súper familia β de factores de 

crecimiento ha demostrado que son potentes reguladores de la foliculogénesis 

(Juengel y McNatty, 2005). 
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2.2.1 Foliculogénesis. 

El ovario tiene como funciones la generación de ovocitos competentes para la 

fertilización y la secreción de hormonas esteroides necesarias para preparar el 

tracto reproductivo para la fertilización y el establecimiento de la gestación (Knigth 

y Glister, 2006). Los folículos son las unidades funcionales del ovario y cada 

folículo consiste en un ovocito rodeado de una o más capas de células somáticas. 

Poco después de que el ovocito detiene su división en diploteno de la profase I 

meiótica (estado dictiado) las células de la pregranulosa forman una capa de 

células escamosas que junto con el ovocito constituyen los folículos primordiales. 

Una vez iniciado el crecimiento de un folículo existen dos alternativas posibles: 

que degenere a través del proceso llamado “atresia” o la ovulación (Hsueh et al., 

1984). Durante la fase crecimiento folicular que es independiente de 

gonadotropinas los folículos primordiales en reposo inician su crecimiento, el cual 

es morfológicamente caracterizado por un incremento en el tamaño del ovocito y 

la transición de las células de la pregranulosa de tipo escamoso a células de la 

granulosa de tipo cuboidal, seguida de la secreción de glicoproteínas de la zona 

pelúcida, dando lugar a los folículos primarios (Eppig, 2001). A través de 

sucesivas divisiones meióticas se forman varias capas de células de la granulosa 

en respuesta a señales intrafoliculares (Adashi, 1992), que provocan la transición 

de folículos primarios a folículos secundarios o preantrales. En este estadio las 

células de la granulosa adquieren receptores para la hormona folículo estimulante 

(FSH). Simultáneamente con la proliferación de las células de la granulosa se 

desarrolla alrededor del folículo otra capa de células originadas del estroma 

ovárico que forman la teca folicular, la aparición del estrato tecal está asociada a 

la vascularización del folículo. A medida que se forman los capilares las células de 

la teca inician su diferenciación con la adquisición de receptores para la Hormona 

Luteinizante (LH) y adquieren la capacidad de sintetizar esteroides. (Scaramuzzi 

et al., 1993).  

Dentro de los folículos en crecimiento, entre las células de la granulosa se forman 

espacios irregulares llenos de líquido que posteriormente confluirán en una sola 
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cavidad llamada antro o cavidad antral. Esta fase de crecimiento es dependiente 

de gonadotropinas y la velocidad de crecimiento es muy rápida comparada con 

las fases anteriores de crecimiento (de 0.8 mm a 2.5 mm) (Scaramuzzi et al., 

1993). La formación del antro divide a la población de células de la granulosa en 

dos grupos: 1) células de cúmulo que mantienen una estrecha relación con el 

ovocito a través de uniones gap y 2) células de la granulosa mural que revisten la 

pared folicular. Una o más capas de células del cúmulo permanecen unidas al 

ovocito después de la ovulación, formando la corona radiada. Durante la 

transición de los folículos del estadio antral a preovulatorio la FSH estimula en las 

células de la granulosa la aromatización de los andrógenos (producidos por las 

células de la teca) a estrógenos y la expresión de receptores de LH. 

Los estrógenos producidos por los folículos antrales ejercen un efecto de 

retroalimentación positiva hacia el hipotálamo e hipófisis para liberar el pico 

preovulatorio de LH, mientras que la inhibina producida por las células de la 

granulosa inhibe la secreción de FSH. Los folículos preovulatorios son aquellos 

que han adquirido la habilidad para ovular en presencia de niveles adecuados de 

LH, en caso de no coincidir con un pico preovulatorio de LH estos folículos sufren 

atresia. 

El pico preovulatorio de gonadotropinas induce cambios en el ovocito y las células 

del cúmulo, los ovocitos reanudan la meiosis y progresan a metafase II antes de la 

ovulación, cuando el ovocito se encuentra maduro las células del cúmulo secretan 

ácido hialurónico, cuando este es hidratado los espacios entre las células 

incrementan, este proceso es llamado expansión del cúmulo o mucificación, este 

un proceso importante para que se lleve a cabo la ovulación (Eppig, 2001). 

 

2.2.2 Comunicación intrafolicular. 

Aunque el mecanismo de selección y activación de los folículos primordiales para 

entrar a la cohorte de folículos en desarrollo es desconocido, el ovocito juega un 

papel clave para el desarrollo de la fase folicular temprana (Eppig, 2001). Durante 

la foliculogénesis normal el crecimiento y maduración del ovocito se encuentra 

coordinado con la proliferación y diferenciación de las células de la teca y 
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granulosa. Este crecimiento depende de una adecuada programación de señales 

endocrinas entre las gonadotropinas producidas por la hipófisis, hormonas 

ováricas y los factores de crecimiento producidos por el ovocito (Knigth y Glister, 

2006).  

Dentro del folículo existe comunicación bidireccional entre el ovocito y las células 

somáticas así como entre las células somáticas, para que el ovocito pueda 

continuar su desarrollo a la siguiente fase (Eppig, 2001). Estudios recientes 

respecto a la comunicación intrafolicular demuestran que el ovocito secreta 

factores de crecimiento para inducir desarrollo en las células de la teca a través 

de comunicación parácrina (McLaughlin y Mclver, 2009). Entre los factores de 

crecimiento secretados por el ovocito, los miembros de la súper familia β de 

factores de crecimiento (TGF-β) han sido ampliamente estudiados. El Factor 9 de 

Crecimiento y Diferenciación (GDF9) y la Proteína Morfogénica Ósea (BMP15) 

revisten especial atención por su participación el desarrollo folicular (Bodensteiner 

et al., 1999). El GDF9 es fundamental para la activación de los folículos 

primordiales y la regulación de la cantidad de folículos que ovularán en cada ciclo 

(Juengel y McNatty, 2005).  

2.2.3 Súper familia β de factores de crecimiento. 

La súper familia de factores β de crecimiento (TGFβ) agrupa a más de 35 

proteínas que comparten motivos estructurales (Chang et al., 2002), pero que 

funcionalmente es muy diversa (Massague y Wotton, 2000). Los miembros de 

esta familia son sintetizados como pre-pro-proteínas, los cuales están compuestos 

por un péptido-señal, una pro-región y una pequeña región biológicamente activa. 

Entre los integrantes de la TGFβ se encuentran activina e inhibina, hormona 

antimulleriana, factores de crecimiento y proteínas morfogénicas óseas. En estas 

proteínas la pro-región es separada de la región madura por un aminoácido 

básico del sitio de clivaje, el cual es reconocido por miembros de la familia de pro-

proteínas convertasas como furina (Chang et al., 2002). 

Durante la separación del péptido señal y la pro-región de la región activa, esta 

forman homo o heterómeros, a través de puentes de disulfuro; sin embargo, la 
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formación de estos últimos requiere de la presencia de siete cisteínas para el caso 

del GDF9 y BMP15 (Laitinen et al., 1998; Figura 1).  

 

Figura 1. Representación esquemática de dos miembros de la TGFβ sintetizados como 
preproproteínas y la formación de homo y heterodímeros de las regiones activas de estas 
proteínas. Modificado de Laitinen et al. (1998). 

 

La TGFβ ha sido clasificada en varias subfamilias. Entre ellos, la subfamilia TGF-β 

(compuesta por TGFβ-1, TGFβ-2, TGFβ-3), la extensa subfamilia de proteínas 

morfogénicas (BMP) (con al menos veinte miembros), subfamilia de factores de 

crecimiento y diferenciación (GDF; con nueve miembros), la subfamilia 

activina/inhibina (que incluye activina A, AB, B, inhibinas A, B), subfamilia de 

factor neurotrófico derivado de células glíales (GDNF) (incluye GDNF, artemin y 

neurotrofina), así como otros muchos miembros (Massagué, 1998).  

2.2.4 Receptores para TGFβ.  

Las proteínas de esta familia (a exepción de la subfamilia GDNF e inhibina) 

actúan en las células blanco a través de la unión y formación de complejos hetero-

tetrámericos con dos subtipos de receptores con actividad kinasa serina-treonina. 

Estos receptores están clasificados como receptores tipo I y tipo II (en mamíferos 

siete de  tipo I y cinco de tipo II) (Massague y Wotton, 2000). Dentro de cada 

complejo la actividad kinasa del receptor tipo 2 fosforila al receptor tipo I, esto 

conduce a la activación de las proteínas de respuesta conocidas como Smads (R-

Smads). Una vez activada por la fosforilación la R-Smad interactúa con la Smad 4 
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(cSmad), la cual se une a la R-Smad fosforilada, este complejo transloca hacía el 

núcleo, en donde interactúa con factores específicos de transcripción que regulan 

la expresión de una gran cantidad de genes (Massagué, 1998; Miyanozo et al., 

2005). 

La BMP15 utiliza la vía clásica de traducción, se une al receptor tipo II BMPR-2B y 

a un receptor especifico ALK6 (BMPR-1B), lo cual produce la activación de R-

smads 1, 5 y 8 (Ten Dijke et al., 2002). El GDF9 usa la vía TGFβ-activina, 

uniéndose al receptor tipo II BMPR-2R y a un receptor tipo I especifico ALK5 

(TβRI), que activan a las Smad 2 y 3 (Vitt et al., 2002).  

2.2.5 Proteína Morfogénica Ósea 15 (BMP15). 

El gen de la Proteína Morfogénica Ósea 15 (BMP15) ovina se localiza en el 

cromosoma X, tiene una longitud de 1179 pb. El gen BMP15 está formado por dos 

exones y un intrón, el exón uno codifica para un péptido-señal de 25 aminoácidos, 

la pro-región de 244 aminoácidos es codificada por ambos exones y la región 

activa biológicamente de 125 aminoácidos es codificada por el exón dos 

(Galloway et al., 2000). La BMP15 es altamente homóloga al GDF9 y se expresa 

en los ovocitos de los folículos primarios en ovejas, humanos y roedores (Dube et 

al., 1998; Laitinen et al., 1998). La BMP15 también se expresa hipófisis, testículos 

y otros tejidos, lo que sugiere que su actividad no es exclusiva de los ovarios 

(Otsuka y Shimasaki, 2002). En el ovario interactúa con el GDF9 coordinando la 

expresión de los genes implicados en la expansión de las células del cúmulo (Lan 

et al., 2003). Parece que el mantenimiento del nivel preciso de expresión de 

BMP15 y GDF9 en los ovocitos es esencial para la adecuada fertilidad y 

desarrollo folicular en la hembra (Liao et al., 2003). También se ha reportado la 

presencia de un sistema de regulación entre BMP15/GDF9 producidos por el 

ovocito y el kit ligando producido por células de la granulosa, para mantener el 

nivel de expresión apropiado de BMP15 y GDF9, esencial en la foliculogénesis 

(Otsuka y Shimasaki, 2002). 
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2.2.6 Factor 9 de crecimiento y diferenciación (GDF9). 

El GDF9 se expresa en ovario, específicamente en ovocitos, así como en testículo 

de ratón, rata, bovino y humano, hipófisis de ovino y humano glándulas adrenales 

de ratón y humano (Fitzpatrick et al., 1998; Pennetier et al., 2004; Faure et al., 

2005; Farnworth et al., 2006), pero su función en el tejido no ovárico ha sido poco 

estudiada. Nicholls et al. (2009) sugieren que el GDF9 interfiere en la función de 

las uniones GAP entre las células de Sertoli y promueve la producción de inhibina 

B de tejido testicular de roedor in vitro. 

En la especie ovina el gen GDF9 se localiza en el cromosoma 5 (Sadighi et al., 

2002). Contiene dos exones separados por un intrón. El exón uno tiene 397 pb y 

el exón dos 968 pb (Bodensteiner et al., 1999; Figura 2). El exón1 codifica para un 

péptido-señal, la pro-región es codificada por segmentos de ambos exones y la 

región madura biológicamente es codificada por el segundo exón. La secuencia 

del gen GDF9 es conservada entre mamíferos y es muy similar a la BMP15 o 

GDF9B (Vitt et al. 2002). 

 

Figura 2. Esquema del gen GDF9. El exón 1 del gen es de 397 pares de bases (pb), el 
intrón tiene 1126 pb y el exón 2 968 pb. El exón 1 codifica para los primeros 134 
aminoácidos de la proteína y el exón 2 para los aminoácidos 135 a 456 .Modificado de 
Bodensteiner et al. (1999). 

 

El GDF9 es necesario para optimizar el microambiente de los folículos ováricos en 

crecimiento y participa en el proceso de atresia, ovulación, fertilización y 

reproducción normal (Orisaka et al., 2009), se encarga de promover la 
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proliferación de células de la granulosa y es fundamental para la foliculogénesis, 

en particular durante la transición del folículo primario a folículo preantral (Nicol et 

al., 2009). El GDF9 en combinación con la BMP15 participa en el proceso de 

expansión del cúmulo mediante la inducción de algunos genes en las células de la 

granulosa: hialurono sintasa 2 (HAS2), ciclooxigenasa 2 (COX2), pentraxina 3 

(PTX3), prostaglandina dos (PG2) y gremlina (GREM1), que son esenciales para 

la expansión del cúmulo (Pangas y Matzuk, 2005). La disminución de GDF9 

producida por RNA de interferencia (RNAi) mediante inyección en el ovocito de 

ratones, evita la expansión de las células del cúmulo. Esto corrobora la hipótesis 

de la función esencial del GDF9 en el proceso de expansión de las células del 

cúmulo  (Gui y Joyce, 2005). 

La inmunización contra GDF9 produce un desarrollo folicular anormal, 

perturbación del ciclo estral y altera la TO en ovinos y bovinos (Juengel et al., 

2002; McNatty et al., 2007).  

2.2.7 Función de los genes de fecundidad en la regulación de la TO. 

Para comprender la función de los genes de fecundidad en la TO, es necesario 

recordar las consecuencias que tienen las mutaciones de estos genes en la 

actividad normal de las proteínas para las que codifican. 

La mutación en el BMPR-1B o ALK6 produce una pérdida parcial de la función 

(Fabre et al., 2003), recordemos que este es el receptor especifico del BMP15 

(que junto con el GDF9 es fundamental para la foliculogénesis). En las 

mutaciones del gen BMP15 FecXH y FecXG y la deleción de 17 pb en ovejas de la 

raza Aragonesa, la presencia anticipada de un codón de término produce la 

perdida de la actividad biológica de la proteína madura. Para las mutaciones 

FecXI, FecXB y FecXL los cambios de aminoácidos también producen la pérdida 

de la actividad biología de la BMP15, aunque el mecanismo preciso aún es 

incierto, es posible que estas mutaciones afecten la formación de homodímeros 

(Galloway et al., 2000) o heterodímeros con el GDF9 (Liao et al., 2003). Las 

mutaciones reportadas en el gen GDF9 también afectan la actividad biológica de 
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la proteína. La mutación FecGH en ovejas Belclare y Cambridge está situada en 

una región de la proteína que está implicada en la unión al receptor de tipo I, por 

lo que esta mutación podría afectar la capacidad del ligando para unirse al 

receptor (Hanrahan et al., 2004). Lo anterior apoya la hipótesis de que las 

mutaciones en los genes BMPR-1B, BMP15 y GDF9 disminuyen la actividad de 

este sistema de proteínas morfogénicas (BMP).  

Al parecer la disminución de la actividad de las BMP causa el incremento de la TO 

(Figura 3), basados en este concepto y el papel de estas proteínas durante la 

foliculogénesis, el mecanismo propuesto para el incremento de la TO debido a la 

“pérdida de la función del sistema BMP” es explicado por el hecho de que las 

mutaciones en los genes de fecundidad (ALK6, BMP15 y GDF9) perjudican la 

acción proliferativa de estas proteínas en los primeros pasos del proceso de 

foliculogénesis, consecuencia de esto es la presencia de folículos con un bajo 

número de células de la granulosa en ovejas portadoras de alguna mutación en 

los genes de fecundidad (Fabre et al., 2006).  

Además de ello, la presencia de mutaciones en estos genes disminuye la acción 

inhibitoria de las BMP a la acción de FSH en las células de la granulosa, por lo 

que la sensibilidad a esta gonadotropina incrementa (Shackell et al., 1993), así 

como la expresión de enzimas esteroidogénicas, inhibina/activina y receptores de 

LH en las células de la granulosa de folículos antrales, que funcionan como 

parámetros de diferenciación. Por consiguiente, estos parámetros de 

diferenciación en las células de la granulosa aparecen en folículos de menor 

tamaño en ovejas con mutaciones en los genes de fecundidad (Fec) que en 

aquellas no portadoras (fenotipo silvestre). El aumento de la sensibilidad a 

gonadotropinas en los folículos de ovejas Fec promueve la selección y 

mantenimiento de un mayor número de folículos durante la fase folicular, cuando 

las concentraciones de FSH son bajas. 
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Figura 3. Representación esquemática de los efectos de las mutaciones Fec en la 
foliculogénesis y tasa de ovulación en la oveja. La disminución de la actividad de las BMP 
en ovejas heterocigotas para mutaciones Fec, produce la disminución de la mitosis en 
células de la granulosa y aumenta la sensibilidad de los folículos a FSH, en comparación 
con ovejas no portadoras de mutaciones Fec (Modificado de Fabre et al., 2006). 

En ovejas Fec, cada uno de los folículos seleccionados contiene un número 

reducido de células de la granulosa y produce cantidades bajas de estradiol e 

inhibina, pero en conjunto esos folículos producen la misma cantidad de estradiol 

e inhibina que el producido por los pocos folículos en crecimiento de ovejas no 

portadoras. Puesto que la retroalimentación positiva del estradiol en la secreción 

de GnRH es provocada usando el mismo umbral en ovejas portadoras de 

mutaciones y no portadoras, esto hace posible la ovulación y luteinización de 

numerosos folículos sensibles a LH en ovejas portadoras de mutaciones Fec 

(Fabre et al., 2006). 

 

  



17 
 

III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El mecanismo general de la foliculogénesis en los mamíferos implica un complejo 

dialogo endocrino entre el sistema nervioso central, el ovario y varios reguladores 

parácrinos intraováricos (Fabre et al., 2006; Galloway et al., 2000). Sin embargo, 

los mecanismos que controlan el número de folículos que ovularán cada ciclo 

estral y por lo tanto, la tasa de ovulación (TO) aun no son claros. En la oveja 

existe una amplia variación de la TO y prolificidad entre razas y entre individuos 

de una misma raza (Fabre et al., 2006; Galloway et al., 2000). Dicha variación 

puede ser regulada genéticamente, por la acción de genes con efecto en la 

función ovárica como lo indican las investigaciones reportadas en los genes de 

fecundidad (Davis, 2005). 

Las mutaciones puntuales con efecto en la TO han sido identificadas en dos 

genes de la súper Familia de Factores de Crecimiento y Transformación β 

(TGFβ), llamados Proteína Morfogénica Ósea (BMP-15) y Factor 9 de Crecimiento 

y Diferenciación (GDF9), así como en un receptor TGFβ conocido como BMPR-IB 

o ALK6 (Davis, 2004). 

Investigaciones recientes en diferentes razas de ovejas asocian al gen GDF9 con 

el incremento de la TO e infertilidad (Hanrahan et al., 2004; Nicol et al., 2009; 

Silva et al., 2010), por lo que el gen GDF9 es un fuerte candidato responsable del 

incremento de la TO y prolificidad. 

Puesto que no se han encontrado investigaciones referentes a la asociación de 

mutaciones en los genes de fecundidad en la oveja Pelibuey, una raza importante 

en el territorio mexicano, que entre algunas de sus características deseables 

presenta prolificidad variable, además de ser rustica y adaptable a diferentes 

medios. El objetivo principal de esta investigación es determinar polimorfismos en 

el gen GDF9 asociados al índice de prolificidad en ovejas Pelibuey. 
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Las hipótesis planteadas fueron: 

Existen polimorfismos en el exón dos del gen GDF9.  

La existencia de polimorfismos en el gen GDF9 está asociada a prolificidad (la 

composición de bases del gen es diferente entre ovejas prolíficas y no prolíficas). 

Por otro lado, las muestras sanguíneas utilizadas para estudios moleculares, 

comúnmente se colectan en tubos con anticoagulante, requieren un adecuado 

manejo, para evitar la degradación de las muestras, estas se deben mantener en 

frío (Smith y Burgoyne, 2004). También es importante la elección adecuada de 

anticoagulantes (Nicole, et al., 2004), los cuales pueden interferir de manera 

negativa en algunos procedimientos como lo es la PCR (Beutler et al., 1990). 

Adicionalmente a ello, la elección del método de extracción de ADN es 

fundamental en estudios moleculares, debido a que la amplificación mediante 

PCR está relacionada directamente con la cantidad, pureza e integridad de ADN 

obtenido (Veloso et al., 2000). Finalmente, es necesario encontrar las cantidades 

y concentraciones adecuadas de los diferentes componentes de la reacción, para 

obtener amplificación del fragmento deseado. Por lo que los objetivos particulares 

planteados para la optimización de la fase de laboratorio fueron: 

Utilizar una técnica alternativa para la conservación de las muestras de sangre 

fresca en tarjetas Whatman Mini  Card con FTA, que permite colectar y conservar 

las muestras de sangre en un diámetro de 1.5 cm, sin la necesidad de 

refrigeración. De la sangre colocada en el papel FTA se toma un fragmento de 

1mm, para realizar la extracción de ADN con un protocolo sencillo, para después 

utilizarlo en PCR y obtener amplificación de DNA en un periodo de tiempo corto. 

Implementar de un protocolo de PCR con el kit comercial Thermo Scientific 

Phusion® Blood Direct PCR Kit (Thermo Scientific Finnzymes ©), que permite la 

utilización de sangre completa, o muestras conservadas en papel FTA sin previa 

extracción de DNA. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS  

4.1 Características de los animales experimentales. 

Las muestras de sangre se obtuvieron de ovejas de la raza Pelibuey de las cuales 

se obtuvieron los registros de prolificidad en cada parto. De las ovejas 

seleccionadas 6 pertenecen al Laboratorio de Reproducción en Ovinos y Caprinos 

“LaROCa” del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, provenientes del 

Rancho “El tesoro” en Campeche y 12 pertenecen al rancho “Desarrollo Genético 

los Monjes” en Puebla. Todas las ovejas seleccionadas son multíparas, y se tiene 

el registro de prolificidad para cada uno de los partos (por lo menos 3). Las 

edades de ellas varían de cuatro a siete años. 

4.2 Ubicación 

La investigación se realizó en las instalaciones del laboratorio de Biología 

molecular de uso común del Instituto de Fitosanidad del Colegio de 

Postgraduados Campus Montecillo, Texcoco Edo. de México.  

4.3 Colección y conservación de las muestras. 

Las muestras sanguíneas fueron colectadas por punción de la vena yugular con 

jeringas de insulina (estériles y de uso individual para cada oveja) y colocadas en 

tarjetas Whatman Mini Card con FTA (FTA Mini Card Whatman©, WB120355). Su 

conservación se realizó a temperatura ambiente de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante (GE Healthcare©).  

4.4 Preparación de la muestra para PCR (Polimerase Chain Reaction). 

Las muestras conservadas en tarjetas Whatman minicard con FTA fueron tratadas 

con el protocolo de preparación, de acuerdo con las instrucciones del fabricante 

(Whatman™ FTA™ for blood DNA ©, 51641). Se colocó 1mm de muestra en un 

tubo de PCR (Polimerase Chain Reaction) y se lavó tres veces agregando 200µL 

de reactivo de purificación FTA  durante 5 minutos a temperatura ambiente, 

desechando el reactivo después de cada lavado. Posteriormente se realizaron dos 
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lavados agregando 200 µL de buffer TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) 

durante 5 minutos. El buffer se desechó después de cada lavado. La muestra se 

dejó secar dentro del tubo de PCR a temperatura ambiente antes de ser utilizada. 

4.5 Procedimiento de la PCR (Polimerase Chain Reaction). 

La PCR se realizó con Thermo Scientific Phusion® Blood Direct PCR Kit (Thermo 

Scientific Finnzymes ©). La mezcla de reacción para PCR se elaboró en 20 μL, 

conteniendo: 10 μL de 2x Phusion ® Blood PCR Buffer, 0.2 μL de cada 

oligonucleótido (Forward y Reverse) a una concentración de 10 μM, 0.4 μL de 

Phusion ® Blood II DNA Polimerasa, 1 mm de muestra de DNA (conservada en 

FTA minicard Whatman y previa preparación con protocolo de limpieza FTA) y 9.2 

µL de agua destilada para obtener el volumen final (20 μL).  

Para la amplificación del exón dos del gen GDF9 se utilizaron los oligonucleotidos: 

Forward 5’-GGAGAAAAGGGACAGAAGC-3’ y Reverse 5’ 

ACGACAGGTACACTTAGT-3’, reportados por Silva et al. (2010) 

Con la utilización del kit de PCR Thermo Scientific Phusion® Blood Direct PCR, se 

modificaron las temperaturas reportadas por Silva et al. (2010) para la PCR con 

los oligonucleótidos utilizados. La programación del termociclador requirió la 

adición de una temperatura de 98°C para lisis celular (recomendada por el 

fabricante), y de la modificación de la temperatura de alineamiento de 56°C a 

56.5°C. La programación del termociclador Biometra® utilizado para la PCR fue la 

siguiente: Lisis celular: 98°C/ 5 min, 35 ciclos de desnaturalización 93°C/40 s, 

alineamiento 56.5°C/40s, extensión 72°C/40s y una extensión final de 72°C/5 min. 

La amplificación de los fragmentos de DNA fue verificada mediante electroforesis 

en gel de agarosa 1%. Con el fin de evitar los efectos adversos de la utilización de 

bromuro de etidio (Singer et al., 1999), se utilizó Gel Red® (Biotium, Hayward, 

California, USA) como agente intercalante para visualizar las bandas de DNA 

amplificado y el marcador de peso molecular GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder 

(Fermentas).  
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4.6 Secuenciación. 

El producto de PCR obtenido de todas las muestras fue purificado con el protocolo 

de ExoSAP-It® para su envío a secuenciación. Para ello se colocó 5 µL de 

producto de PCR en un tubo, al que se agregó 1 µL de ExoSAP-It®, la mezcla  

fue incubada a 37°C/15 min. y 80°C/15 min. 

La secuenciación se realizó por capilaridad  en un secuenciador ABI3730X, se 

realizó por separado para ambas direcciones (Forward y Reverse), por la empresa 

MACROGEN©. 

4.7 Análisis de secuencias. 

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el software MEGA 5 (Tamura et 

al., 2011) para la búsqueda de polimorfismos. Inicialmente se realizó un 

alineamiento (ClustalW 1.6) para determinar la existencia de polimorfismos entre 

las secuencias obtenidas. Posteriormente se realizó otro alineamiento de las 

secuencias obtenidas de las ovejas Pelibuey con las secuencias del gen GDF9 

ovino reportadas en el banco de genes  (número de acceso AF078545 y 

FJ429111). 

4.8 Análisis estadístico de prolificidad. 

El análisis estadístico para la prolificidad de las ovejas de las cuales se obtuvieron 

las muestras se realizó procedimiento PROC MCMC (SAS, 2011), con el siguiente 

modelo de regresión bayesiano: 

Yi ~  P (λi) 

λi = β0+β1D1 + β2D2 

β0, β1, β2 con distribuciones “a priori” ~N (0, 1e6) 

Dónde: 

Yi= variables de conteo de número de crías.  
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D1, D2= variables indicadoras (“Dummy”) para el factor genotipo. 

Se asume que Yi sigue una distribución Poisson. El análisis fue realizado 

utilizando el algoritmo de metrópolis para las Cadenas de Markov  Monte Carlo, 

con 10 000 simulaciones. También bajo el mismo modelo de Poisson  bayesiano 

se obtuvieron las distribuciones posteriores del número de corderos en los tres 

primeros partos para cada genotipo.  
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Conservación de las muestras. 

Con la utilización de tarjetas Whatman Mini Card con FTA, las cuales son un 

producto comercial, que consiste en papel filtro impregnado con una mezcla de 

productos químicos, capaces de lisar las células, prevenir el crecimiento 

bacteriano y proteger las muestras de ADN, se encontraron ventajas frente a otros 

métodos tradicionales de conservación de muestras sanguíneas. Las tarjetas 

ocupan un volumen mínimo, se conservan a temperatura ambiente, es un sistema 

de conservación de muestras fiable, barato y seguro, puesto que se reducen los 

requerimientos necesarios para su almacenamiento, a diferencia de los actuales 

tubos de sangre, como lo mencionan Schifferli et al. (2000). Adicionalmente a ello, 

su uso puede ser ampliamente recomendado en casos particulares en los que es 

difícil mantener la cadena fría, un ejemplo claro es en investigaciones de fauna 

silvestre (Smith y Burgoyne, 2004) o en casos en los que las muestras son 

obtenidas en diferentes países (Davis et al., 2006). La utilización de las tarjetas 

Whatman Mini Card con FTA posibilita la conservación de muestras durante de 

por lo menos cuatro años, sin que ocurra degradación del ADN (Smith y 

Burgoyne, 2004). 

La colección y conservación de muestras de sangre para este estudio, en tarjetas 

Whatman Mini Card con FTA facilitó el manejo de las muestras, al tener pocos 

requerimientos especiales de almacenamiento y también permitió la adecuada 

conservación del ADN, lo cual fue demostrado al obtener una buena amplificación, 

al realizar la PCR y no observarse ADN degradado en los geles de agarosa. 

5.2 Obtención de la muestra de ADN. 

La utilización de las tarjetas Whatman Mini Card con FTA, permitió la obtención de 

ADN con un protocolo sencillo y rápido. Inicialmente se realizaron pruebas de 

PCR, con el kit Thermo Scientific Phusion® Blood Direct PCR, tomando una 

muestra directamente de la tarjeta, para su uso en la mezcla de reacción para 

PCR, pero los resultados de amplificación que se obtuvieron fueron variables. 
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Debido a ello fue necesario probar el protocolo de preparación de muestras 

sanguíneas recomendado por el fabricante (Whatman™ FTA™ for blood DNA ©, 

51641), con lo cual fue posible obtener amplificación de todas las muestras 

utilizadas en la PCR (Figura 4). 

 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 1%. (A) PCR de muestras en tarjetas FTA sin 
utilizar el protocolo de preparación. No fue posible obtener amplificación de todas las 
muestras. (B) PCR con muestras sometidas al protocolo de preparación, con el cual fue 
posible la amplificación de todas las muestras. 

 

Con la utilización del protocolo de preparación de muestras conservadas en papel 

FTA, es posible procesar un número considerable de muestras en poco tiempo. 

La metodología utilizada en este estudio representa ventajas, como sencillez, 

rapidez y bajo costo, en comparación con los métodos convencionales de 

extracción de ADN y el uso de kits comerciales (Schifferli et al, 2000). Los 

métodos convencionales (no comerciales) tienen el inconveniente de requerir 

prolongados periodos de tiempo, además de que en algunos de ellos se utilizan 

solventes orgánicos, que pueden ser tóxicos para el ambiente (por ejemplo el 

método de fenol-cloroformo; Fernandes et al., 2004). El uso de kits comerciales 

para la extracción de DNA representa un menor riesgo de manipulación de 

sustancias y menor tiempo para la obtención de ADN, comparado con los 

protocolos convencionales, pero tienen el inconveniente de ser más costosos y la 

cantidad de DNA obtenida con ellos es variable (Loffler et al., 1997). Puesto que 

es fundamental establecer el método más reproducible y eficaz de extracción de 

ADN antes de proceder a la PCR, la utilización de muestras conservadas en 
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tarjetas FTA sometidas a un protocolo sencillo de preparación para su uso en la 

PCR es una opción recomendable.   

5.3 PCR. 

Para determinar la existencia de polimorfismos en el gen GDF9 se realizó 

amplificación de ADN, con Thermo Scientific Phusion® Blood Direct PCR Kit 

(Thermo Scientific Finnzymes©). La optimización de una reacción de PCR radica 

en el ajuste de las condiciones de amplificación, lo cual incluye adecuadas 

concentraciones de cada uno de los componentes de la mezcla para PCR (ADN, 

polimerasa, dNTPs, oligonucleótidos, MgCI2) así como la programación del 

termociclador (temperaturas y tiempos), con el fin de obtener patrones nítidos y 

reproducibles de los productos de PCR. Lo anterior representa en algunas 

ocasiones numerosos intentos para optimizar la amplificación, necesaria para la 

validación de los resultados obtenidos. La utilización de este kit comercial para 

PCR hizo posible una adecuada amplificación del fragmento de interés, realizando 

pocas modificaciones a la programación recomendada en la literatura para los 

oligonucleótidos utilizados.  

Al verificar la amplificación del producto de PCR, mediante electroforesis en gel de 

agarosa 1%, se observó la presencia de una banda específica de 1100 pb, 

correspondiente al exón dos del gen GDF9 (Figura 5). 

 

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1%. (A) y (B) Visualización de fragmentos 
amplificados del exón dos del gen GDF9 correspondientes a ovejas Pelibuey. 
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5.4 Secuenciación. 

Las muestras amplificadas en las que se observó una banda bien definida fueron 

tratadas con el protocolo de limpieza de Exosap-it. Posteriormente se realizó 

nuevamente una electroforesis en gel de agarosa 1% (Figura 6) para observar la 

presencia del fragmento que fue enviado a secuenciar. 

 

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 1%. (A) y (B) Visualización de producto de 
PCR después de ser purificado con ExoSAP-It® para su envío a secuenciación. 

 

La utilización de protocolos de limpieza de producto de PCR previo a la 

secuenciación se realiza para eliminar remanentes de los oligonucleótidos y 

posibles inhibidores de la reacción de secuenciación. Existen diversos protocolos 

para limpieza de producto de PCR para su envió a secuenciación, entre ellos la 

utilización de columnas o kits para purificar el producto de PCR (CENTRI-SEP 

COLUMNS, Invitrogen TM; SPEEDTOOLS PCR CLEAN-UP KIT; BIOTOOLS). El 

producto EXOSAP-IT®, usado en este estudio, está compuesto por dos enzimas 

hidrolíticas: exonucleasa y fosfatasa alcalina de camarón, la primera rompe los 

enlaces fosfodiéster del ADN de una sola hebra y la segunda elimina los grupos 

fosfato de los dNTPs.  

Con el protocolo utilizado se obtuvieron resultados variables, secuencias de 

buena y mala calidad, por lo que se tomó la decisión enviar producto de PCR sin 

ser sometido a limpieza. El resultado del producto de PCR sin limpieza fue una 
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secuenciación buena, aunque se redujo un poco la cantidad de bases con una 

clara lectura, a pesar de lo cual utilizar producto de PCR sin limpieza produce 

buenos resultados, por lo que puede ser una  opción cuando se tienen malos 

resultados con muestras sometidas a alguno de los diferentes protocolos de 

limpieza.  

5.5 Análisis de secuencias para la búsqueda de polimorfismos. 

Los archivos de las secuencias del exón dos del gen GDF9 fueron analizados con 

el software MEGA 5. Antes de realizar el alineamiento de las secuencias, fue 

necesario eliminar las bases iniciales y finales de cada uno de los adenogramas 

(Figura 7), debido a falta de definición.  

 

Figura 7. Edición de secuencias con MEGA 5. Eliminación de las primeras 30 bases de la 
secuencia para su alineamiento.  

 

Al realizar el alineamiento de las secuencias se observaron cambios de 

nucleótidos, Para confirmar que estos cambios no fueran debidos a errores de 

secuenciación se realizó la búsqueda de cada nucleótido en cada una de las 

secuencias. Adicionalmente a ello, de las muestras en las que se observó 
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superposición de bases, se realizó una nueva toma de muestras sanguínea y 

PCR, para descartar errores de secuenciación. En las muestras que fueron 

trabajadas para una nueva PCR y secuenciación, se encontró las mismas 

superposiciones de bases detectadas anteriormente, por lo que se consideró que 

no era debido a un error de secuenciación (Figura 8).  

 

Figura 8. Adenogramas de dos productos de PCR independientes, de una misma 
muestra. Se puede observar la sobreposición de bases.  

 

Es posible que la superposición de bases en el adenograma sea debida a 

mutaciones heterocigotas en el gen GDF9, como lo reportan otros autores (Chu et 

al., 2011; Nicol et al., 2009; Figuras 9 y 10). 

 

Figura 9. Genotipos reportados por Chu et al. (2011). La superposición de bases en la 
secuencia reportada, fue considerada como una mutación heterocigota para la variante 
G729T.  
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Figura 10. Genotipos reportados por Nicol et al. (2009). Se observa que el genotipo 
heterocigoto para la variante FecT/+ presenta superposición de bases en la secuencia 
reportada. 

 

Una vez confirmado cada uno de los cambios de nucleótido, se realizó el 

alineamiento de las secuencias obtenidas, para compararlas con las del gen 

GDF9 ovino disponibles en el banco de genes, reportadas por Bodensteiner et al. 

(1999) y Silva et al. (2010). El alineamiento permitió observar la presencia de seis 

mutaciones puntuales (Cuadro 1): las variantes  G2, G3, G4, G6, G7, reportadas 

por primera ocasión por Hanrahan et al. (2004) en ovejas Belclare y Cambridge, 

las cuales no tienen efecto sobre la tasa de ovulación y las mutaciones G2, G3 y 

G5 no producen cambio de aminoácidos, pero G4 y G6 producen cambios de 

Acido Glutámico por Lisina y Valina por Isoleucina respectivamente, pero sin 

efecto en tasa de ovulación y prolificidad (Hanrahan et al., 2004). En las 

secuencias analizadas también se encontró la mutación denominada FecGSI o 

FecGE en la posición 1034 (Figura 11), reportada por Silva et al. (2010), y que 
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corresponde a un cambio de Timina por Guanina (Figura 12), la cual produce el 

cambio de aminoácido Fenilalanina por Císteina. Esta mutación ha sido asociada 

al incremento de la tasa de ovulación y prolificidad en ovejas de la raza Santa 

Inés.  

 

Cuadro 1. Mutaciones en el gen GDF9 reportadas en ovejas Pelibuey.  

Variante Cambio 

de base 

Número 

de base 

Residuo 

(aminoácido) 

Residuo 

en péptido 

maduro 

Aminoácido 

cambiado 

Referencia 

G2 C       T 471 157 - Val (sin cambio) Hanrahan et 

al. (2004) 

G3 G       A 477 159 - Leu (sin cambio)  Hanrahan et 

al. (2004) 

G4 G       A 721 241 - Glu        Lys  Hanrahan et 

al. (2004) 

G5 A       G 978 326 8 Glu (sin cambio)  Hanrahan et 

al. (2004) 

G6 G       A 994 332 14 Val        Ile Hanrahan et 

al. (2004) 

FecG
SI

 T       G 1034 345 27 Phe       Cis  Silva et al. 

(2010) 
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Figura 11. Adenogramas de secuencias del exón dos del gen GDF9. Se observa el 
polimorfismo correspondiente a la variante FecGSI: (A) genotipo silvestre (no portador). 
(B) genotipo heterocigoto. (C) genotipo homocigoto. 

 

 

Figura 12. Adenograma de las secuencias del exón dos del gen GDF9 en las que se 
muestra la variante FecGE. 
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Dentro de las muestras analizadas, se encontró a la variante G2 en una oveja, G3 

en seis ovejas, G4 en dos ovejas, G5 en tres ovejas y FecGSI en 10 0vejas, esta 

mutación es la única reportada hasta ahora en el gen GDF9 para la cual el 

genotipo homocigoto presenta un incremento de la tasa de ovulación y 

prolificidad. Las ovejas homocigotas para las mutaciones FecGH, FecTT y G729T 

son estériles (Hanrahan et al., 2004; Nicol et al., 2009; Chu et al., 2011). 

5.6 Prolificidad  

Al realizar el análisis del índice de prolificidad con el modelo de regresión 

bayesiana, para los partos uno, dos y tres no se encontraron diferencias 

estadísticas debidas al genotipo (Cuadro 2). 

Las medias de la distribución marginal posterior del índice de prolificidad muestran 

que el genotipo homocigoto FecGE  tiene una media superior (de la distribución 

posterior) en los partos uno y dos, en comparación con los genotipos FecGE/+ y 

+/+, mientras que en el parto tres el genotipo +/+ tiene una media mayor 

(distribución posterior). A pesar de ello los intervalos de probabilidad posteriores 

para los parámetros β1 y β2 tienen el cero incluido, lo que indica que no hay 

diferencias estadísticas debidas al genotipo (Figura 13). 

Cuadro 2. Medias de la distribución marginal posterior e intervalo de densidad posterior, 
para el índice de prolificidad de los tres primeros partos en ovejas Pelibuey homocigotas 
E/E, heterocigotas E/+ y no portadoras +/+. 

 Genotipo Parto 1 Parto 2 Parto 3 

Medias 

 (distribución posterior) 

E/E 2.16 2.2 2.2 

E/+ 1.48 2.0 2.35 

+/+ 1.73 1.47 2.48 

Intervalo posterior de 

densidad 

β1 -2.318- 1.340 -2.043-2.284 -1.909- 2.868 

β2 -1.858- 1.175 -2.209-0.800 -1.973-1.188 
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Figura 13. Representación gráfica de las distribuciones de los parámetros β0, β1 y β2. (A) 
parto 1. (B) parto 2. (C) parto 3. Los intervalos de β1 y β2 incluyen al 0 en los tres partos.  

 

Al realizar el análisis del número de crías para cada genotipo (tres primeros 

partos), la distribución marginal posterior mostró que no existen diferencias 

estadísticas debidas al genotipo, pero si una tendencia en ovejas homocigotas 

para la variante FecGE, a parir un mayor número de crías (Cuadro 3 y Figura 14). 

Cuadro 3. Distribución marginal posterior e intervalo de densidad posterior, para el 
número de crías en tres partos, de ovejas Pelibuey homocigotas E/E, heterocigotas E/+ y 
no portadoras +/+. 

Genotipo Media número de crías en 

3 partos  

Desviación 

Estándar 

Intervalo posterior 

Homocigoto 6.0998 0.7821 4.6223- 7.6561 

Heterocigoto 4.9791 1.5867 2.1730- 8.1512 

Silvestre 4.4991 1.0718 2.5518-6.6695 
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Figura 14. Distribución marginal posterior del número de crías en tres partos para los 
genotipos E/E, E/+ y +/+. 

A diferencia de las mutaciones anteriormente reportadas en los genes de 

fecundidad BMP15 y GDF9, con efecto sobre la tasa de ovulación y prolificidad, 

en las que el genotipo homocigoto es estéril y presenta falla ovárica primaria 

(Hanrahan et al., 2004; Davis, 2005; Nicol et al., 2009), la mutación FecGSI en 

ovejas Santa Inés no produce esterilidad y fue asociada a un incremento de la TO 

y prolificidad en el genotipo homocigoto. 

El mecanismo preciso por el cual la mutación FecGSI, para el genotipo homocigoto 

no produce esterilidad, sino que ha sido asociado al incremento de la TO y 

prolificidad no es claro, pero es posible que esta mutación no produzca un efecto 

drástico en la disminución de la actividad de la proteína madura, comparado con 

los efectos producidos por otras mutaciones, lo cual hace posible  que en ovejas 

homocigotas E/E no exista una pérdida total de la acción del GDF9. Lo anterior 

hace necesario continuar con la búsqueda de las acciones de la mutación FecGSI 

en la actividad ovárica de la oveja. 

La prolificidad reportada por Silva et al. (2010) para ovejas Santa Inés 

homocigotas para la variante FecGSI es de 1.78 (1.69 ± 1.87), que fue diferente 

estadísticamente a los genotipos heterocigoto 1.44 (1.41 ± 1.48) y no portador o 

silvestre de 1.13 (1.11 ± 1.16). 
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VI. CONCLUSIONES 

Seis polimorfismos o SNPs fueron encontrados en el exón dos del gen GDF9 de 

ovejas Pelibuey. De las mutaciones reportadas, solo la variante FecGE ha sido 

asociada anteriormente al incremento de prolificidad.  

Los resultados encontrados demuestran por primera vez la presencia de la 

mutación FecGE en ovejas Pelibuey. Al realizar el análisis de los datos de los tres 

primeros partos con un modelo de regresión bayesiano no se encontró efecto del 

genotipo para el índice de prolificidad, pero si una tendencia en ovejas 

homocigotas para esta variante, a parir un mayor número de crías. 

El número de ovejas prolíficas estudiadas fue limitado, por lo que para confirmar 

el efecto de la mutación es necesaria la utilización de un mayor número de 

animales provenientes de otras regiones del país con registros de prolificidad, así 

como la búsqueda de mutaciones en otros genes reportados con efecto en 

prolificidad. 

La metodología utilizada para conservación de muestras sanguíneas permitió la 

obtención ADN para su uso en PCR de forma fácil y rápida, por lo que puede ser 

recomendada en estudios posteriores. 

El kit comercial de PCR directo Thermo Scientific Phusion® Blood Direct PCR Kit 

(Thermo Scientific Finnzymes©) es una tecnología novedosa y útil para estudios 

moleculares, su uso permite una adecuada amplificación de ADN mediante PCR, 

lo cual facilita la optimización del protocolo utilizado.  
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