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INTRODUCCION
La identificacién de los genes que influyen sobre los caracteres cuantitativos de
interés en produccion animal (QTLs), suele ser abordada utilizando los mapas de
ligamiento. Estos mapas se construyen mediante la informacion que suministran
marcadores geneticos anonimos, principalmente secuencias microsatélite, que
cubren, desde un cromosoma determinado al genoma completo. La segregacion de
los marcadores se estudia en pedigries complejos, compuestos por diferentes
estructuras familiares. Este proceso ha demostrado su eficacia en diversas especies
(Georges et al., 1995, Spelman et al., 1996; Coppietters et al., 1998; Walling et al.,
2000). Existe una segunda estrategia para intentar identificar estos QTLs; es la
llamada hipotesis de los genes candidatos. Se denomina gen candidato a todo aquel
que, debido a los conocimientos bioquimicos o fisiolégicos sobre su accion, puede
estar implicado en la expresion o la fisiologia de un caracter determinado. Estos loci
pueden ser genes estructurales o reguladores, e incluso pueden afectar a la cadena
bioguimica de sintesis o degradacion de sustratos relacionados con la expresion dei
caracter (Lynch y Walsh, 1998).
La hipétesis planteada propone que una proporcién significativa de la varianza
genética, de un caracter determinado, se debe a la segregacion de diferentes alelos
(funcionales o reguladores) de los genes candidatos para este caracter (Bryne y
McMullen, 1996). La estrategia “Gen candidato” ha resultado muy eficaz para la
deteccion de genes que presentan un pequeno efecto (pequeha contribucion a la
varianza total del caracter) y en aquellas poblaciones con estructuras familiares que
poseen un escaso poder estadistico en estudios de ligamiento (Ebstein et al., 1996;
Gelernter y Crowe, 1997).
Uno de los geres candidatos elegidos en relacion con la produccion lactea,
siguiendo los principios arriba mencionados, es la oxitocina. Esta hormona
hipofisaria tiene un papel fundamental en el mecanismo de eyeccion lactea, ya que
contribuye de una manera primordial al mecanismo de contraccién de las células
mioepiteliales (Sapyno et al., 1993). En el presente trabajo pretendemos mostrar la
variabilidad encontrada en el exon |l del gen de la oxitocina en el ganado ovino de
raza Churra.

MATERIAL Y METODOS
A partir de la secuencia del gen de |la oxitocina ovina (N° acceso GeneBank X55131)
se han disefiado cebadores para la amplificacion de fragmentos que engloben los
tres exones del gen, como se muestran en la Figura 1.
Con objeto de aumentar las posibilidades de encontrar variabilidad, se ha
desarrollado un panel formado por 32 animales no emparentados de la raza Churra
y 8 animales de cada una de las siguientes poblaciones: Assaf, Awassi, Castellana,
Lacaune, Latxa, Manchega, Merina y Milchschaf. En total 96 muestras diferentes.
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Figura 1: Esquema del procedimiento de busqueda de variabilidad en el gen de la oxitocina
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Secuenciacion
Metodologia
Se disefaron cebadores para amplificar la secuencia que contiene los tres exones
del gen de la oxitocina, siguiendo como criterios: a) que las temperaturas de
hibridacion de la pareja de cebadores estuviesen lo mas cercanas posibles y b) que
el producto amplificado resultante tuviese una longitud entre 150 y 300 bp.
La PCR se llevé a cabo en termocicladores GeneAmp PCR System 9700 de Applied
Biosystems, empleando los cebadores indicados en la tabla 1 y siguiendo el
siguiente perfil de PCR: (94 °C - 5’) 30 ciclos (94 °C - 30"; 60 °C - 40" + 72 °C - 40"),
Tabla 1. Cebadores utilizados en la amplificacion del exon 2 del gen de la oxitocina

Cebadores de PCR

OXI-E2 UP: CTCCCGCCAGTGTCTCCCCT OXI-E2 DN: TGCACAGAGAGACGCCGAG

La electroforesis se realizé6 en un sistema vertical, utilizando geles de 20 x 16 cm
compuestos por polimeros de MDE 0,5x. La separacién de los fragmentos de PCR
se desarrolld 215 W, durante 4 horas y a 6 °C.

Secuenciacion

Para la secuenciacion se utilizd un secuenciador “ABI Prism377" de Applied
Biosystems, utilizando el kit de secuenciacion BigDye terminador v3.1 Cycle
Sequencing kit. Los resultados se compararon mediante la bases de datos de
Internet del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y se alinearon mediante el programa
ClustalX.

RESULTADOS Y DISCUSION
El analisis de los SSCPs produjo 9 patrones electroforéticos distintos, para el
fragmento correspondiente al exon |l del gen de la oxitocina. Cada patron se
corresponde con una combinacion diferente de bandas de cadena simple. La
sensibilidad del analisis se maximizo, de forma que cualquier ligera diferencia
observada en el patron de bandas se consider6 como un nuevo patron, que
posteriormente seria verificado en el proceso de secuenciacion.

Para cada uno de estos 9 modelos electroforéticos distintos, se secuenciaron tres
animales utilizando los dos cebadores empleados en la PCR, con el fin de confirmar
la diferente composicion en nucleétidos de cada uno de los patrones de migracion.
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Con el fin de obtener la secuencia definitiva de cada patron, las secuencias de los 27
animales fueron alineadas mediante el programa clutalX.

Una vez alineados, se verificaron 6 secuencias diferentes para el exon |l de la
oxitocina. De ellas, 4 afectaban a la region codificante. Al traducir el cédigo proteico
para cada una de las 4 variantes, pudimos comprobar que solo una de ellas
producia cambios en la secuencia aminoacidica de la goteina. En concreto, se
producian dos cambios, uno en el aminoacido 46 del péptido senal Arginina, R, por
Glutamina, Q, y otro en la posicidn 49 Asparagina, N, por Isoleucina, I. El resultado
de la secuenciacion de este mutante se muestra en la figura 2 y la traduccion de los
dos tipos proteicos en la Tabla 2.

Tabla 2: Secuencia aminoacidica del péptido sefial normal y mutado

Oxitocina y Neurotripsina X55131 CLPCGPGGKGRCFGPSICCGDELGCFVGTAEALRCREENYLPSPCQSGQK

Translation of OXI-E2 (direct 1) CLPCGPGGRGRCFGPSICCGDELGCFVGTAEALRCREENYLPSPCQSGQK
Translation of OXI-E2 mutado CLPCGPGGRKGRCFGPSICCGDELGCFVGTAEALRCQEEIYLPSPCQSGQK

Los animales portadores de esta mutacién eran heterocigotos, es decir poseian los
dos tipos proteicos, el normal y el mutado. Aun no se ha verificado la posible
influencia de este nuevo tipo proteico sobre caracteres productivos, ya que la
frecuencia encontrada en la poblacién de raza Churra ha sido muy baja, e
insuficiente para realizar un estudio de asociacion.

Figura 2: secuencia de los dos SNPs que producen cambios de la secuencia aminoacidica en la

oxitocina
10640, 10720, | 10800,
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