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Introduccién

Habitualmente se utilizan marcadores
génicos andénimos, especialmente secuen-
cias microsatélite, para realizar mapas de
ligamiento. Estos mapas se emplean en la
identificacién de los genes que influyen
sobre los caracteres cuantitativos de interés
en produccién animal (QTLs). Este método
se ha utilizado en diferentes estructuras
familiares que constituyen complejos pedi-
gries (GEORGES et al., 1995; SPELMAN et al.,
1996; COPPIETERS et al., 1998; WALLING et
al., 2000).

Una segunda aproximacion al estudio de
QTLs sigue la hipétesis de los genes candi-
datos. Un gen candidato es aquel que puede
estar implicado en la expresion o fisiologia
de un cardcter determinado. Los conoci-
mientos bioquimicos o fisiolégicos de que
se dispone, permiten predecir si un gen
puede ser estructural, regulador o si su acti-
vidad afectaria a la cadena bioquimica de
sintesis o degradacién de sustratos (L.YNCH
y WALSH, 1998). Esta hip6tesis postula que
una proporcion significativa de la varianza
genética de un cardcter, se debe a la segre-
gacion de diferentes alelos de sus genes
candidatos (BRYNE y MCMULLEN, 1996). La
estrategia “Gen candidato” ha funcionado
eficazmente en la deteccién de genes que
contribuyen en pequefia medida a la varian-

za total de un caréacter y en poblaciones que
poseen un bajo poder estadistico en estu-
dios de ligamiento (EBSTEIN ef al., 1996;
GELERNTER y CROWE, 1997).

Hemos emprendido el estudio de genes
candidatos con la pretension de poder mejo-
rar el esquema de seleccion de la raza
Churra. En la primera etapa, nuestro objeti-
vo es identificar la existencia de variacion
genética, especialmente la que afecta a la
estructura primaria de la proteina. Uno de
los genes elegidos es el receptor de la hor-
mona de crecimiento (GHR). Mediante
estudios de marcadores microsatélites reali-
zados en nuestro laboratorio, se ha encon-
trado un indicio de QTL para produccién de
leche en el cromosoma 16 muy préximo a la
localizaciéon del marcador AGLA29 (Gu-
TIERREZ-GIL, 2004 y EL-ZAREL, 2004). En
esta misma regién se localiza el locus GHR,
por lo que este gen podria ser el responsable
de la aparicién del QTL. En 1998, ARRANZ
et al. encontraron un QTL con efecto mayor
en la produccién y en la composicion de la
leche. Posteriormente, BLOTT et al. 2003,
describieron una sustitucién F por Y en la
posicion 279 de la secuencia aminoacidica
del ex6n 8, en la regién del dominio trans-
membrana del GHR, que podia explicar el
QTL encontrado. La mutacién afecta a la
produccién de leche (67+16 kg.) y de grasa
(-1,4+0.6 kg.). Ademds, justifica entre el
2,3% y el 5,5% de la varianza del porcenta-
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je de grasa y entre el 0,7% y el 2,9% de la
varianza de la produccién de leche.

El objetivo de este trabajo es identificar
la variabilidad existente en la region trans-
membrana del gen GHR en la raza Churra.

Regién de
transmembrana
del GHR

Material y métodos

Se han puesto a punto las condiciones de
PCR para la utilizacién de los cebadores
disenados por BLOTT et al. (2003) para los
exones 3,4, 5,6, 7y 8 del gen GHR de la
vaca.

Para aumentar las posibilidades de
encontrar variabilidad, se preparé un panel
formado por 30 animales de la raza Churra,
8 de la Castellana, 8 de la Assaff, 8 de la
Merina, 4 de 1a Awassi, 4 de la Manchega, 4
de la Lacaune, 4 de la Latxa y 4 de la
Milchschaf. En total 74 muestras diferentes.

Se pusieron a punto las condiciones para
amplificar cada uno de los fragmentos que
contienen los exones 3,4, 5, 6,7 y 8 del gen
GHR. Todas las reacciones de PCR funcio-
naron bien a 60 °C y con concentraciones de
MgCl, que variaron entre .5 y 3mM. Para
cada fragmento se siguié este perfil PCR:
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(94 °C-5’), 30 ciclos de (94 °C-30""; 60 °C-
407;72°C-40") y 72 °C-60’ en termocicla-
dores GeneAmp PCR System 9700 de
Applied Biosystems.

Cada producto de PCR se someti6 a and-
lisis de polimorfismos de cadena simple
(SSCP), de forma que se optimizaron las
condiciones para maximizar la deteccion de
mutaciones. Posteriormente se secuencia-
ron representantes de cada uno de los patro-
nes electroforéticos para determinar su
genotipo. El alineamiento de las secuencia
resalté los lugares de variacién buscados.
Se empled un secuenciador MegaBACE
500 de Amersham Biosciences y ET temi-
nators. Los resultados se cornprobaron en la
base de datos del NCBI, cuya direccién en
internet es http://www.ncbi.mlm.nih.gov, y
se procesaron mediante el software poly-
Phred. Posteriormente se editaron en el pro-
grama Consed. Adicionalmente se disefid
un script de shell que simplifica el analisis
con estos paquetes informaticos.

Resultados y discusion

En el fragmento que contiene el exén 3
se obtuvieron 4 patrones electroforéticos
distintos por andlisis de SSCP. Cada patrén
comprende una combinacién diferenciada
de bandas de cadena simple. Cuando fue
posible, se secuenciaron 3 animales que
presentaban cada uno de los patrones. De la
secuenciacion de estos individuos no se
pudo extraer ninguna diferencia genotipica
clara, a pesar de ser 4 los fenotipos estudia-
dos. Esto no implica que tal diferencia no
exista, sino que puede encontrarse en loca-
lizaciones en las que la fiabilidad de Ia
secuenciacidn se reduce, como los extremos
de los fragmentos. Si se da tal situacion,
estas mutaciones no tendrian efecto sobre la
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secuencia primaria de la proteina, porque
no incidirian sobre el exdn 3, que estd cen-
trado en la secuencia del fragmento ampli-
ficado.

En el fragmento que engloba al exén 4 se
encontraron 3 patrones electroforéticos dis-
tintos. Tras la secuenciacién de los patro-
nes, se obtuvieron 4 polimorfismos de un
nucleétido (SNPs). Se Jocalizaron 4 poli-
morfismos Y (C-T) en las posiciones 70,
122,271 y 412 de la secuencia consenso. Se
localizaron los homocigotos C y T en todas
las posiciones, salvo en la 412, en la que
Gnicamente encontramos el homocigoto T.
Esta posicion esta cerca del extremo de la
secuencia y en esta region la calidad de los
electroferogramas (medida con el programa
Phred), desciende notablemente. En cada
uno de los patrones secuenciados se encon-
tré mas de un genotipo.

Este fenémeno podria explicarse si la
técnica de SSCP detectara inicamente las
diferencias conformacionales causadas por
la modificacién de la base de la posicion
271, siendo la sensibilidad hacia las demds
de muy baja entidad con respecto a esta. De
esta manera, en el primer patrén se encon-
traron los genotipos YYYY y TYYY, en el
segundo patrén se encontraron los genoti-
pos CCCY, TCCT y YCCY y en el tercero
los genotipos TYTT y TTTT. El polimorfis-
mo Y de la posicién 121 se traduce en un
cambio de aminodcido Ser, cuando la base
es C, a aminodcido Phe, cuando la base es
T, en la posicién 48 de la secuencia poli-
peptidica.

En el fragmento que engloba al exén 5 se
encontraron 6 patrones electroforéticos dis-
tintos. La secuenciacién de estos patrones
mostré 3 SNPs localizados en las posicio-
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polimorfismos encontrados en los fragmentos 4 y 5.
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nes 50, 241 y 331 de la secuencia consenso.
En la posicién 50 se localiza una variacién
Y (C-T) de la cual se han encontrado Jos 2
homozigotos C y T. En la posicién 241 se
localiz6 un polimorfismo R (G-A) del cual
s6lo se ha observado el homocigoto G. En
la posicién 331 se encontré el heterocigoto
R (G-A) del cual s6lo se ha observado el
homocigoto G. El genotipo para el primer
patrén electroforético es CGG. En el segun-
do patrén electroforético se encontraron los
genotipos YRG y TGR. En el tercer patrén
el genotipo es YGG, en el cuarto el genoti-
po es YRG, en el quito el genotipo es YRG
y en el sexto el genotipo es CGG. El poli-
morfismo R de la posicién 24] se traduce
en un cambio de aminodcido Gly, cuando la
base es G, a aminoicido Asp, cuando la
base es A, en la posicién 130 de la secuen-
cia polipeptidica.

En el fragmento que engloba al exén 6
se diferenciaron 3 patrones de SSCP. La
secuenciacién de estos patrones s6lo mos-
tr6 un SNP en la posicién 294 de Ia
secuencia consenso. Se trata de un poli-
morfismo Y(T-C) del cual sélo se ha
encontrado el homocigoto T. El primer
patrén mostré el genotipo T, el segundo
patréon mostrd el genotipo Y y el tercer
patrén mostré el genotipo T.

En el fragmento que contiene el exén 7
se obtuvieron 5 patrones electroforéticos.
De la secuenciacién de estos patrones se
obtuvo un tnico SNP. En la posicién 44
aparecié un polimorfismo Y (C-T) del que
s6lo se ha encontrado el homocigoto T. En
el primer patrén se obtuvo el genotipo C, en
el segundo el genotipo T, en el tercero el
genotipo T, en el cuarto el genotipo Y y en
el quito el genotipo T.

De la secuenciacion del fragmento que
contiene el exén 8 se obtuvieron 6 patrones
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de SSCP. Tras la secuenciacion de estos no
se ha encontrado ningin SNP.

Como conclusién, los resultados obteni-
dos permiten suponer la existencia de varia-
bilidad en la secuencia primaria de la prote-
fna, al menos en 2 puntos, pudiendo, tedri-
camente, encontrarse estas estructuras pro-
teicas:

48 130
| Ser Gly

2 Ser Asp
3 Phe Gly
4 Phe Asp

El paso siguiente tendrd por objeto bus-
car la existencia de estos potenciales alelos
en una muestra de diferente tamafio de ove-
jas de la raza Churra para estimar las fre-
cuencias y buscar posibles asociaciones con
caracteres productivos.
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