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RESUMEN

En el presente trabajo se ha analizado la existencia de polimorfismos en los genes
candidatos de la uteroglobina, de la oviductina y del receptor de la progesterona en dos
lineas divergentes seleccionadas por capacidad uterina en conejo. En el gen de la ute-
roglobina se han detectado 6 posiciones polimérficas en la regién promotora pero no
se observa relacion entre los genotipos de estas variantes polimorficas y la clasifica-
cién de los animales de alta y baja capacidad uterina. En el receptor de la progestero-
na se han detectado 5 posiciones polimérficas y parece haber una cierta relacién entre
algunos de estos genotipos y la clasificacién de los animales en ambas lineas. En la
oviductina se han detectado 11 posiciones polimdrficas determinando 3 de éstas 2
cambios aminoacidicos. Se ha observado un haplotipo mas frecuente en los animales
de la linea alta que en los de la Iinea baja. Los animales analizados son los parentales
que se utilizardn para producir un cruce F2 en el que se analizardn las variantes detec-
tadas en el gen de la oviductina y del receptor de la progesterona para comprobar si
existe alguna asociacion entre dichas variantes y la capacidad uterina.

Introduccién En el Departamento de Ciencia Animal
de la Universidad Politécnica de Valencia se
ha llevado a cabo un experimento de selec-

El conejo es un animal de interés produc-  (ign divergente por capacidad uterina

tivo y particularmente adecuado como
modelo en experimentos de seleccién que no
serfan factibles en otras especies ganaderas.
En la produccién de conejo, al igual que en
porcino, el cardcter tamaiio de camada es
uno de los que tiene mds repercusion pro-
ductiva y econémica.

(ARGENTE et al., 1997). La seleccién por
capacidad uterina ha tenido éxito, la diver-
gencia entre las lineas fue de 2.6 gazapos al
nacimiento (BLASCO er al., 2000). La mayor
respuesta se ha presentado en la linea selec-
cionada para disminuir la capacidad uterina,
2.1 gazapos menos al nacimiento que la



M. MERCHAN ET AL.

poblacién control; el menor tamaifio de
camada en esta linea se debe esencialmente
a un aumento de la mortalidad embrionaria
hasta el momento de la implantacion
(SANTACREU et al. 2000). MOCE et al.
(2004) encuentran que la mayor parte de la
mortalidad pre-implantacién se produce
antes de las 72 horas de la gestacién, cuan-
do los embriones todavia se encuentran en
el oviducto. La mitad de la respuesta esti-
mada en capacidad uterina se produjo en las
dos primeras generaciones de seleccidn.
ARGENTE et al. (2003) han encontrado evi-
dencias de la existencia de un QTL con un
efecto importante sobre la capacidad uteri-
na y el nimero de embriones implantados
en la generacion base.

El presente trabajo de investigacion se
enmarca en el proyecto AGL2001-3068-
C03 que pretende la identificacién del gen
mayor responsable de las diferencias en
supervivencia embrionaria observadas en
las lineas indicadas anteriormente. Se van a
estudiar tres genes candidatos: uteroglobi-
na, receptor de la progesterona y oviducti-
na. La uteroglobina es el principal compo-
nente proteico (40-60%) de la secrecion
uterina durante la implantaciéon y estd
implicada en el transporte de progesterona,
en la proteccién del blastocito contra la res-
puesta inmunitaria materna y tiene una acti-
vidad anti-inflamatoria (BEIER, 2000;
GUTIERREZ-SAGAL et al., 1993). El gen del
receptor de la progesterona estd relacionado
con la liberacién del ovocito maduro, la
implantacién del embridn, el mantenimien-
to de la gestacién y el crecimiento uterino
(GUTIERREZ-SAGAL et al., 1993). Ademds,
induce la expresién y la liberacion de la ute-
roglobina. El gen de la oviductina en cone-
jo se expresa especificamente en el oviduc-
to y en el cérvix (HENDRICK et al., 2001) y
estd implicado en la fecundacion, en el de-
sarrollo embrionario temprano y en la pro-
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teccién del epitelio oviductal (Bunt er al.,
2002).

Material y métodos

Los animales proceden de un experimen-
to de seleccion por capacidad uterina des-
crito por ARGENTE et al. (1997). La selec-
cibn se llevo a cabo durante diez generacio-
nes y posteriormente se relajo hasta la gene-
racién 17. Se han utilizado un total de 21
animales de la generacién 17: 6 hembras y
2 machos de la linea seleccionada por alta
capacidad uterina (CU+) y 11 hembras y 2
machos de la linea seleccionada para dismi-
nuir la capacidad uterina (CU-). Estos ani-
males son los parentales de los cruces para
producir una F2, en la que se analizaran los
posibles genes candidatos que regulan la
capacidad uterina.

El andlisis de los diferentes genes se
realizé partiendo de ADN gendmico extra-
ido de muestras de 100 mg de oreja y/o de
ARN total extraido de muestras de 100 mg
de tejido oviductal. Se disefiaron cebado-
res a partir de las secuencias publicadas de
conejo en el GenBank de cada uno de los
genes candidatos (receptor de progestero-
na: X06623 y MI14547; uteroglobina:
X01423; oviductina: AF347052). Se
amplificaron por PCR y/o RT-PCR exten-
sas regiones de los 3 genes. Los productos
amplificados fueron purificados y poste-
riormente secuenciados con el kit Big Dye
® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing en el
secuenciador antomdtico ABI PRISM 3100
Avant (Applied Biosystems). Las secuen-
cias fueron ensambladas y alineadas
mediante el programa SeqScapeTM (A-
pplied Biosystems) para la deteccion de
polimorfismos.
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Resultados y discusion

Uteroglobina

Se ha amplificado mediante PCR un frag-
mento del gen de 3703 pb del que se ha
obtenido una secuencia de 485 pb de la
regién promotora, de todos los exones (E1,
E2 y E3), parcialmente de los intrones y de
145 pb de la region 3’ flanqueante. En el
anélisis de todos los animales parentales se
han detectado un total de 30 posiciones poli-
mérficas con respecto a la secuencia publi-
cada en el GenBank (X01423) que consisten
mayoritariamente en substituciones nucleo-
tidicas, aunque también existen inserciones
y deleciones de 1 ¢ 3 nucleétidos. Once de
estas variantes estdn localizadas en el pro-
motor, una en el intrén 1, dos en el exén 2,
quince en el intrén 2 y una en la regién 3’
flanqueante. Sin embargo, sélo seis de estas
posiciones son polimérficas entre los anima-
les analizados y se localizan en la regién
promotora del gen. Estos polimorfismos se
han encontrado s6lo en 4 de los 21 animales
parentales y no estdn asociados a ninguna de
las dos lineas estudiadas.

Receptor de progesterona

Se han amplificado por PCR 2 fragmen-
tos solapados del gen de 700 y 1759 pb y
mediante RT-PCR un fragmento del ARNm
de 1245 pb. Se ha obtenido la secuencia de
447 pb del promotor, 698 pb de la regién 5’
UTR, toda la regién codificante (excepto
parte del exén 1) y 58 pb de la regién 3’
UTR. El promotor y la regién 5 UTR han
sido secuenciados en todos los animales
parentales, la regién codificante y la regién
5 UTR so6lo han sido secuenciadas en las
hembras parentales. Solamente se han
encontrado 5 posiciones polimérficas entre

los animales analizados, una en el promo-
tor, tres en la region 5’UTR del exén | y
una en la regién codificante del exén 7
(substitucion silenciosa). En los machos
CU+ se ha observado un haplotipo diferen-
te al de los machos CU-, sin embargo, en las
hembras esta asociacion no es tan evidente.

Oviductina

Se ha amplificado mediante RT-PCR un
fragmento del ARNm de 1528 pb del que se
ha obtenido una secuencia de 1372 pb de la
region codificante y 31 pb de la regién 3’
UTR en las hembras parentales. Se han
amplificado mediante PCR dos fragmentos
solapados del gen de unas 6 y 8 kb en los
machos parentales. Estos 2 fragmentos han
sido parcialmente secuenciados.

Se han encontrado |1 posiciones poli-
morficas entre los animales analizados. Una
posicion estd localizada en la regién 3’UTR
del ex6n 11. Las otras 10 posiciones restan-
tes estdn localizadas en la regidn codifican-
te; dos en el exén 3, dos en el exdn 6, una
en el ex6n 8 y cinco en la regién codifican-
te del ex6n 1 1. Tres de estas cinco variantes
localizadas en el exén 11 implican un cam-
bio aminoacidico, mientras que el resto de
las variantes detectadas son silenciosas. Se
ha observado un haplotipo de estas tres
variantes mas frecuente en los animales de
la linea CU+ (frecuencia del haplotipo p =
0.88) que en los de la linea CU- (p = 0.35).
Los resultados previos muestran que la
mayor parte de la diferencia en tamafo de
camada entre las lineas CU+ y CU-, se debe
a una diferente tasa de supervivencia hasta
las 72 horas de gestaciéon (Mocé et al.,
2004). L.a expresién de este gen en oviduc-
to, lugar en el que se localiza el embrién a
las 72 horas de la gestacién, refuerza el
interés de estos polimorfismos.
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Las variantes encontradas en los genes
del receptor de progesterona y de la oviduc-
tina serdn analizadas en las hembras F2
para poder realizar estudios de asociacién
con pardmetros reproductivos.
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