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RESUMEN

En los ovinos la prolificidad es un pardmetro reproductivo determinante para sustentabilidad
econdémica de muchos productores rurales en todo el mundo, es necesaria para aumentar la
rentabilidad, repoblar los rebafios y satisfacer la demanda de productos ovinos, la regulacion de la
prolificidad en ovejas estd dada por una interaccién compleja del ambiente y el genotipo, dadas las
necesidades del mercado de la carne se ha buscado hacer eficiente el manejo reproductivo, por lo que
se han buscado implementar razas de ovejas con caracteristicas reproductivas superiores, lo que a su
vez ha llevado a la blsqueda de genes asociados a la prolificidad y que puedan ser usados como
marcadores genéticos en la seleccion de vientres tales como el gen GDF9, el gen BMPRIB vy el gen
BMP15, algunas mutaciones identificadas en estos genes se les ha atribuido un efecto positivo sobre la
tasa de ovulacién en el ganado ovino. En el presente estudio se analizé6 mediante secuenciacion Sanger
la region codificante del gen BMP15 a partir de muestras obtenidas de ovejas de la raza Katahdin con
historial reproductivo, se identificé la variante 31-33, delecion de un codén en el exén 1 lo que
repercute en la perdida de una Leucina. A través de PCR-PF con un iniciador especifico fue posible
obtener la frecuencia genotipica con 11.9% de ovejas homocigotas, 69.05% de ovejas heterocigotas y
un 19.05% de ovejas silvestres, a través del modelado tridimensional de la proteina mutante comparada
con la maxima similitud se identific6 un cambio en el plegamiento de la estructura secundaria de una
hoja beta de la proteina madura sin pérdida de la funcién aparente. De acuerdo con la prueba de Hardy-
Weinberg el rebafio no se encuentra en equilibrio (P<0.05) concluyendo que existe sobre esta
poblacién un factor de seleccidn artificial, la prueba de F exacta de Fisher no detecto significancia en
la asociacion de la prolificidad con alguno de los genotipos detectados (P>0.05), sin embargo los
hallazgos encontrados pueden ser Utiles para el estudio mas profundo de este gen en rebafios con un
mayor nimero de ovejas, sin un manejo reproductivo establecido, asi como de otros genes asociados al
tamafio de la camada que puedan servir como marcadores en futuros programas de mejoramiento

genético.



ABSTRACT

In sheep, litter size is a determining reproductive parameter for economic sustainability of many rural
producers around the world, it is necessary to increase profitability, restock flocks and meet the
demand for sheep products, the regulation of litter size in sheep is given by a complex interaction of
environment and genotype, given the needs of the meat market has sought to make efficient
reproductive management, This in turn has led to the search for genes associated with litter size that
can be used as genetic markers in the selection of ewes, such as the GDF9 gene, the BMPRIB gene and
the BMP15 gene; some mutations identified in these genes have been attributed a positive effect on the
ovulation rate in sheep. In the present study, the coding region of the BMP15 gene was analyzed by
Sanger sequencing from samples obtained from Katahdin sheep with reproductive history. The variant
31-33 was identified, a deletion of a codon in exon I, which results in the loss of a leucine through
PCR-PF with a specific primer it was possible to obtain the genotypic frequency with 11.9% of
homozygous sheep, 69.05% of heterozygous sheep and 19.05% of wild sheep, through the
tridimenquoanl modeling of the mutant protein asarada with maximum similarity was identified a
change in the folding of the secondary structure of a beta sheet of the mature protein without apparent
loss of function. According to the Hardy-Weinberg test the herd is not in equilibrium (P<0.05)
concluding that there is an artificial selection factor on this population, the Fisher's exact F test did not
detect significance in the association of with any of the detected genotypes (P>0.05), however the
findings may be useful for further study of this gene in flocks with a larger number of ewes, without
established reproductive management, as well as other genes associated with litter size that may serve

as markers in future breeding program.
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1. INTRODUCCION

La ovinocultura es una actividad econémica complementaria a los ingresos del productor y esta
fundamentada en la cria y administracion del ganado ovino (Ovis aries) en las zonas rurales de todo el
mundo (Galaviz et al., 2011) En el mundo son China, Australia, India, Irdn y Nigeria respectivamente
los paises que encabezan la produccién ovina. México aporta el 0.71% de la distribucion mundial de
ganado ovino (Hernandez et al., 2017). Las principales regiones de produccién de ovinos se encuentran
ubicadas entre los 35 y 55 grados en el norte de Europa y Asia, y entre los 30 y 45 grados sur en
América, Australia y Nueva Zelanda (Morris, 2017). La pandemia COVID-19 trajo consigo estragos
sobre la produccion de carne, lo que resulto en una baja productividad, alta demanda y el incremento
del precio, durante este periodo de pandemia la produccion ovina sufrié cambios drasticos empezando
por el incremento de la produccion mundial de un 0.9% de 2019 a 2020, sin embargo el comercio de la
misma se vio reducida en 2.9%, debido a las restricciones sanitarias, actualmente existe una crisis en la
produccion debido a la perdida de diversas unidades de produccion (ljaz et al., 2021; FAO, 2021). En
México la ovinocultura es uno los sectores con mayor desabasto de carne, siendo también una de las
actividades pecuarias con mayor tasa de rentabilidad (CANACITRA, 2012; Hernandez et al., 2017).

La prolificidad (nimero de corderos nacidos por oveja parida) es un parametro reproductivo, asociado
a un rasgo econdémico de importancia en la produccion de corderos para abasto de carne vy
reproductivamente hablando en este se expresa la fecundidad y la fertilidad (Rodriguez et al., 2002; Di
et al., 2021). Este parametro puede ser influenciado de forma positiva o negativa por diferentes factores
asociados al medio ambiente, nutricional, de salud, entre otros (Buratovich et al., 2011). Sin embargo,
se ha atribuido un efecto positivo a la presencia de mutaciones en el gen de la proteina 15 morfogénica
6sea (BMP15) que se encarga de la regulacion de la expresién de otros genes implicados en la
foliculogenesis mediante la via de sefializacion intracelular de las proteinas Smad (Moraes et al., 2022).
Algunas variantes del gen de la proteina BMP15 se han asociado con el tamafio de la camada de
algunas razas de ovejas (Palomera & Morales, 2014). En México, la raza Katahdin es una de las mas
utilizadas como ovejas reproductoras, dadas sus caracteristicas maternales, fertilidad y prolificidad, sin
embargo, en esta raza no se tienen estudios sobre el gen BMP15. Por lo que el objetivo del presente
estudio fue identificar las mutaciones del gen de la proteina BMP15 en ovejas Katahdin multiparas con
historial reproductivo (al menos dos partos), mediante la secuenciacion de los exones | y Il del gen

BMP15, utilizando el método de Sanger, para determinar su asociacion con la prolificidad.



2. MARCO TEORICO

2.1. Origen de los ovinos

Las primeras civilizaciones que cultivaron cereales y domesticaron ganado se desarrollaron en el
sudoeste de Asia hace unos 11 mil afios antes de nuestra era (Chessa et al., 2009). Se estima que las
primeras especies en ser domesticadas fueron los ovinos y caprinos, lo cual se corroboro a partir de
estudios mediante marcadores genéticos, las ovejas fueron criadas para obtener carne, posteriormente
se diversifico su uso con la produccion de lana lo que llevo a seleccionar individuos de doble propoésito
mejorando asi a las razas primitivas de las cuales se originaron razas como el Mouflon, Soay,
Hebrideans, Orkney, Islandés y Nordic. Estas razas modernas se extendieron con éxito a Europa,
Africay al resto de Asia (Rider, 1983; Chessa et al., 2009).

En México, en el afio 1525 durante la conquista fueron traidos los primeros ovinos por los espafioles,
dichos ovinos fueron de las razas Manchega, Lacha y Churra en la actualidad es posible encontrar
ovejas estrechamente parecidas en los estados del sur del Pais (Alonso et al., 2017).

Actualmente, la ovinocultura en México se ha especializado en carne y se desarrolla, en la zona central
del Pais, con el uso de las razas Suffolk, Hampshire, Rambouillet, Katahdin, Dorper, Pelibuey y
animales criollos, en la region sur-sureste con razas de pelo Pelibuey, Black Belly, Katahdin y Dorper
(Partida et al., 2013).

2.2. Panorama general de la ovinocultura

La ovinocultura es una actividad fundamentada en la alimentacién, reproduccion, sanidad,
mejoramiento genético y administracion de la produccion ovina (Buratovich, 2010). En el mundo, los
principales paises productores de ovinos son China, Australia, India, Iran y Nigeria (Hernandez et al.,
2017). China es el principal productor de cabezas de ganado ovino en pie, aportando el 16.3% de la
produccion mundial con 194 millones 927 mil 240 cabezas de ganado. México ocupa el lugar 40 en la
actividad, produciendo 8 millones 710 mil 781 cabezas de ganado aportando aproximadamente 64
millones 758 toneladas de carne con un consumo per capita de 781g (SIAP, 2015). En México, la
ganaderia de pequefios rumiantes ha estado en manos de productores marginados de menores recursos
econodmicos y alejados de los beneficios de asistencia técnica y tecnoldgica (Hernandez et al., 2017). A
la fecha, como pais en desarrollo, México tiene una demanda insatisfecha en productos de origen
animal, por el aumento en la poblacion, la inflacion y el cambio climatico (CANACINTRA, 2012).
Econdmicamente, la ovinocultura en México tiene una de las mejores tasas de rentabilidad y
perspectiva de crecimiento, es también una actividad apoyada por la SADER, por ofrecer

oportunidades de ingreso a familias de escasos recursos (Cuéllar et al., 2012; Barrdn et al., 2019).



El estado de Hidalgo ocupa el segundo lugar Nacional aportando el 11.8% de la produccion de ovinos,
solo por debajo del Estado de México que aporta el 16.3%. En Hidalgo, la ovinocultura es una de las
actividades agropecuarias principales, con un total de 1 millon 206 mil 673 cabezas y 7 mil 25
toneladas de carne hasta el afio 2015 (SIAP, 2016).

El 95% de la carne de ovino en México es consumida en barbacoa, alimento tipico mexicano,
consumido y elaborado en la zona centro del pais, el resto se distribuye en otros platillos tipicos y
cortes de carne (SIAP, 2014; Hernandez et al., 2017).

En México, actualmente dicha actividad enfrenta desafios productivos importantes ante una demanda
emergente de carne de ovino insatisfecha y la necesidad de importar dicho producto, ya que solo se
produce el 84% de la demanda, el 16% restante, se importa de Nueva Zelanda, Estados Unidos,
Australia, Chile y Uruguay, y solo se tiene reporte de exportacion para Sudamérica de ejemplares
reproductores (Hernandez et al., 2017). Esto impacta directamente en la actividad gastronémica que
depende del abasto de carne ovina en el estado de Hidalgo. Del 2015 al 2019 se presenté un
decremento del 6.2%, (1 millon 131 mil 718 cabezas) y en 2021 el valor minimo reportado fue 1
millén 103 mil 235 cabezas, lo que representa una pérdida del 2.5 % de cabezas destinado para carne
(SIAP, 2022). Lo anterior asociado también a la pandemia de la Covid-19 que obligé a disminuir el
inventario de unidades de produccion dado el incremento en los precios de los insumos Yy, sobre todo,
la restriccion de eventos sociales de los cuales depende este sector, reduciendo un 70% de la demanda
y hasta un 40% de los precios. Con el regreso de las actividades sociales vuelve también la demanda de
carne ovina (SIAP, 2022; IICA, 2022).

2.3. Raza Katahdin

Es una raza originaria de Estados Unidos, creada por Michel Piel a partir de ganado ovino del Caribe,
con el fin de producir carne. Combinando el pelaje, proliferacion y fortaleza de las ovejas del Caribe
con el tipo de carne y la velocidad de crecimiento de las especies lanares Britanicas como la Suffolk.
La raza se complet6 después de 20 afios de cruzas selectivas, obteniendo un rebafio al que se le llamo
Katahdins, llamadas asi por el Monte Katahdin en Maine. Posteriormente, en 1970 se integra a las
cruzas la raza de pelo Wiltshire Horn, originaria de Inglaterra, la cual agrega caracteres de tamafio y

mejores caracteristicas propias del animal para consumo (UNO, 2023).

2.3.1 Caracteristica de la raza Katahdin

En México las ovejas Katahdin son muy adaptables gracias a su origen, sus caracteristicas genéticas le
permiten en invierno desarrollar una capa de pelo gruesa que pierden en las estaciones célidas, son

también significantemente mé&s tolerantes a los pardsitos que las ovejas lanares, tienen un
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temperamento sumamente docil y facil de manejar, instinto maternal fuerte sumado a una buena
produccion de leche, el peso de una oveja madura en pie y en buenas condiciones va de 54.4 Kg a 72.5
Kg y un carnero maduro va de 81.6 a 113.4 Kg y el peso promedio de gemelos recién nacidos es de
alrededor de 3.6 Kg. Reproductivamente se caracteriza por tener una pubertad temprana, vida
reproductiva larga y baja estacionalidad, la prolificidad se considera moderada con reportes de hasta 2
corderos por parto en rebafios bien trabajados y ocasionalmente producen trillizos o cuatrillizos. Estas
caracteristicas han popularizado esta raza en Estados Unidos lo que sumado a bajas tasas de endogamia
vuelven a esta una buena raza maternal utilizada en cruces para obtener corderos para abasto (UNO;
2023; Arismas et al., 2023; Nilson et al 2024).

2.4. Fisiologia reproductiva de la oveja

Reproductivamente la oveja es un animal monotoco poliestrico estacional, por lo que generalmente sus
partos constan de un solo producto y presenta un periodo de anestro durante una gran parte del afio, lo
que impacta en los pardametros productivos (Lozano et al., 2012). Estos periodos de estacionalidad de
las diferentes razas ovinas estdn asociados a la cercania con el eje del ecuador. En regiones mas
alejadas a este, cuyo clima es templado y las razas ovinas son de lana tienen estacionalidad marcada
con ciclos reproductivos en estaciones con dias cortos (menos horas luz), mientras que, en climas
tropicales ubicados en regiones méas cercanas al ecuador, en donde los dias son més largos y las razas

originarias son de pelo tienen pocos o nulos periodos estacionales (Bartlewski et al., 2011).

La hembra ovina tiene un ciclo estral de 16 a 17 dias (Bartlewski et al., 2011). Este consta de 2 fases,
las cuales son reguladas endocrinoldgicamente por el eje hipotalamo hipéfisis gonadal (Figura 1); la
primera de estas es la fase lUtea que integra a su vez las etapas de metaestro y diestro, que va desde el
dia 2 hasta el dia 13 del ciclo, se caracteriza por la formacion y funcion del cuerpo luteo, estructura
cuya funcion principal es mantener la gestacion, mediante la sintesis de la hormona progesterona (P4)
y la segunda de las fases es la folicular la cual integra a su vez las etapas de proestro y el estro que va
del dia 14 o fin de diestro e inicio del proestro y hasta el dia 1 del ciclo llamado estro, en esta fase se
lleva a cabo la lisis del cuerpo luteo mediante la accion de las prostaglandina F2 alfa sintetizada por las
células endometriales en el tero tras el estimulo de la oxitocina sintetizada en el hipotalamo, en la fase
folicular se lleva a cabo también la maduracion folicular a cargo de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) sintetizada en el hipotalalmo, esta a su vez estimula el desarrollo de oleadas
foliculares a través de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la ovulacin tras el pico preovulatorio
de la hormona luteinizante (LH). El foliculo dominante produce inhibina hormona responsable de la
atresia de los foliculos subordinados, mediante el bloqueo de la FSH volviendo al foliculo dominante

dependiente de LH, dicho foliculo también produce estradiol (E2), hormona responsable del



comportamiento de estro y receptibilidad del macho, también es capaz de ejercer una retroalimentacion
positiva 0 negativa sobre la secrecion de la GnRH, de esta manera es posible el inicio de un nuevo
ciclo estral o mantenimiento de una gestacion a través del reconocimiento embrionario mediante el
IFN-T sintetizado por el trofoblasto del embrion (Uribe et al., 2009).

Estimulos \

externos

=~ Hipotalamo
-

Hipofisis

Reconocimiento

materno

Figura 1. Eje hipotalamo hipéfisis gbnadas, (FB-) feedback negativo, (FB+) feedback positivo,
fuente: elaboracion propia.

2.5. Foliculos ovaricos
Estan localizados en las génadas femeninas desde el nacimiento de la hembra conteniendo un nimero
finito de ovocitos potenciales, el foliculo es una estructura pequefia de morfologia esférica, compuesto

por una membrana semitransparente llena de liquido (Gutierrez et al., 2009; NCI, 2011).



2.5.1. Endocrinologia Folicular

En la hembra madura diferentes eventos endocrinoldgicos suceden durante la fase folicular y estan
regulados por el hipotadlamo, 6rgano endocrino localizado en el encéfalo, una de las funciones
reproductivas de este drgano es la secrecion de la hormona liberadora de GnRH, neuro-hormona
sintetizada en el nucleo arcuato y area predptica de este 6érgano, cuya funcién es estimular la sintesis y
liberacion de las gonadotropinas LH y FSH en la hipdfisis, glandula endocrina localizada en la base del
craneo. La FSH es la gonadotropina encargada del desarrollo de oleadas foliculares durante el ciclo
estral; por su parte, la LH es la hormona encargada de la ovulacion en su pico preovulatorio mediante
la ruptura de la pared folicular, a través del incremento de la vascularizacion y la expansion del
cumulus mediante la activacion de genes especificos y la expresién de enzimas proteoliticas. (Padilla et
al., 1998; Gutierrez et al., 2009; Atuesta & Gonella, 2011 y NCI, 2011). Las gonadotropinas también
estimulan el aumento de la secrecidn de estradiol por el foliculo dominante, mediante la union de la LH
a sus receptores localizados en las células de la teca se sintetizan los andrégenos a partir de colesterol,
estos actlan sobre las células de la granulosa donde son aromatizados a estrégenos mediante la
aromatasa, lo que genera el comportamiento de estro en la hembra (Hafez & Hafez, 2002; Atuesta &
Gonella, 2011).

2.6. Foliculogenésis

Los ovocitos presentes en los ovarios son originados desde el blastocisto en el desarrollo embrionario
por un nimero determinado de células germinales primordiales, dichos ovocitos en algiin momento de
la vida reproductiva seran ovulados o sufriran atresia. En el ovario, estos ovocitos se encuentran
detenidos en la profase | de la meiosis | y estadn rodeados por células escamosas de la pregranulosa,
denominandose foliculos primordiales. Durante la vida reproductiva de la oveja se presenta el
crecimiento de grupos de foliculos primordiales a este proceso se le denomina oleada folicular, y
durante un ciclo estral normal pueden ser dos, tres o hasta cuatro, durante un ciclo de 17 dias. Este
evento consta de tres procesos denominados: reclutamiento, seleccion y dominancia folicular
(Espinoza et al., 2007; Uribe et al., 2009; Bartlewski et al., 2011).

Cada oleada folicular implica el reclutamiento de un grupo de foliculos primordiales que inician un
proceso de crecimiento rapido bajo el estimulo de FSH; posteriormente, la seleccion y divergencia del
foliculo dominante del grupo se da al final de la fase, tiempo donde los foliculos subordinados vy, el ya
dominante, crecen a tasas diferentes. La tasa de crecimiento es lo que define cual foliculo sera el
dominante, una vez teniendo un mayor tamafo dejara de ser sensible a la FSH y obtendré dependencia

de la LH aumentando sus receptores a esta hormona. Simultdneamente, comienza la sintesis de la
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inhibina que estimula la produccion de andr6genos que a su vez se aromatizan en estrogenos, estos a su
vez aumentan paulatinamente la concentracion de inhibina, lo que disminuye los niveles de FSH,
afectando el crecimiento de los foliculos subordinados dependientes de ella. El foliculo dominante
continua su crecimiento hasta ser ovulado tras el pico preovulatorio de LH (Henao & Trujillo, 2000;
Espinoza et al., 2007).

2.6.1. Regulacion genética de la foliculogénesis

Ademas de la regulacion endocrina clasica de los acontecimientos ovaricos, existe una compleja
regulacion genética local de los procesos de seleccidn, diferenciacion folicular y ovulacion en las
hembras, dicha regulacion depende de la expresion de genes que codifican proteinas y receptores
durante el desarrollo de dichos procesos (Carvajal et al., 2020; Morales et al., 2022).

El genotipo es la parte del ADN transmitido a un organismo por sus progenitores y determina al
fenotipo que segun los estudios de Mendel esta dado por genes Unicos, cada uno de los cuales tiene 2
alelos alternativos, 1 completamente dominante y 1 completamente recesivo por lo que al cruzar dos
lineas puras es posible obtener las caracteristicas fenotipicas del gen completamente dominante, sin
embargo al cruzar estos hibridos se puede obtener 7% homocigoto dominante con caracteristicas
fenotipicas del gen dominante, 2/4 de heterocigotos dominantes con caracteristicas fenotipicas propias
del alelo dominante, sin embargo se vera expresado 7 homocigotos recesivos con caracteristicas
fenotipicas del alelo recesivo, estos métodos de entender la herencia genética se complican por
fendmenos como la codominancia, dominancia incompleta, genes ligados al sexo y algunos otros que
llegaron a llamarse epistasis, expresividad, penetrancia y en menor medida por mutaciones (Strome et
al., 2024).

Entre los genes reguladores asociados a procesos ovaricos de impacto sobre la prolificidad destacan
aquellos cuyo efecto se ha asociado al aumento en la sensibilidad de los foliculos a la acciéon de FSH,
tal es el caso del gen recesivo Lacaune (FecL) localizado en cromosoma 11 de la oveja Lacaune
Francesa (Galloway et al., 2000 Bodin et al., 2007). Otros mecanismos genéticos de importancia
folicular por los cuales se incrementa la tasa de prolificidad estan asociados a los receptores de ciertas
hormonas de impacto reproductivo, tal es el caso de los estrogenos; el receptor de estrégenos (ESR) es
un gen implicado en la prolificidad en varias especies, localizado en el cromosoma 17 de la oveja en la
cual una mutacion se asocia con este parametro en la raza Small Tail Han, sin embargo no se ha
encontrado diferencia en otras razas evaluadas (Bi et al., 2005). También el gen del receptor de
prolactina (PRLR), ubicado en el cromosoma 16 de la oveja, que media la sintesis de prolactina esta
asociado en ovejas Small Tail Han con una mayor prolificidad (Jenkins et al., 2000). El gen de las

inhibinas, subunidades o y  (INHA y INHB) localizado en el cromosoma 2 de la oveja también esta



implicado aumento de 0.58 corderos en ovejas de la raza Hu, polimorfismos asociados a este gen
interfieren con la inhibina hormona encargada de suprimir la FSH (Palomera & Morales, 2014).

El aumento en la concentracion de la hormona FSH es otro mecanismo por el cual algunos genes
actian para incrementar la tasa ovulatoria como lo es el gen Boroola (FecB) que ejerce un efecto
aditivo en ovinos de la raza Merino aumentando hasta 1.5 corderos por parto en homaocigotas, teniendo
una maduracion temprana de un mayor nimero de foliculos (McNatty et al., 2005). El gen del factor de
crecimiento (GDF9 o FecG), localizado en el cromosoma 5 de la oveja, se asocia fisiol6gicamente al
crecimiento folicular al influenciar la funcion de las células de la granulosa, en hembras heterocigotas
la prolificidad es de 2 en razas evaluadas y hembras homocigotas no ovulan (Barzegari et al., 2009). Y
por ultimo el gen BMP15 (proteina 15 morfogénica désea) localizado en el cromosoma X, cuyos
cambios en la secuencia de sus nucleétidos se asocian al aumento de al menos 1.0 la prolificidad de la

oveja bajo el mismo mecanismo (Galloway et al., 2002).

2.7. Gen de la proteina BMP15

Un gen es la unidad funcional de la herencia. Cada gen es una secuencia dentro del genoma que
funciona dando lugar a un determinado producto, que puede ser un polipéptido o un ARN (Krebs et al.,
2018).

El gen BMP15 que codifica para la proteina 15 morfogénica Gsea, es uno de los primeros genes
descritos que tiene una fuerte asociacién con la tasa ovulatoria en ovinos Romney (McNatty et al.,
2005). Cuenta con una longitud de 1182 pares de bases (pb) de su region codificante de ARNmM
(Arglello et al., 2014; Palomera & Morales, 2014). El gen completo tiene una longitud de 6682 pb
dividido en el exdn 1 que tiene una medida 325 pb, un intrén intermedio no codificante de 5305 pb y el
exon 2 con 1052 pb (Di et al., 2021).

2.8. Funcion de la proteina BMP15 sobre el foliculo

La proteina morfogénica dsea 15 actiia como un factor de crecimiento en el ovocito y esta involucrada
en diversos procesos ovaricos mediante eventos paracrinos, actuando sobre la regulacion de la
fertilidad en los mamiferos (Li et al., 2009; Pulkki et al., 2011). La proteina BMP15 regula la
proliferacion de las células de la granulosa, promoviendo su mitosis, es también capaz de inhibir la
accion de la FSH sobre el foliculo mediante la supresion de su receptor; estos procesos dependen de la
interaccion de la proteina con su receptor llamado receptor de proteina morfogénica 6sea tipo IB
(BMPRIB) también Ilamado Activin-like kinasa (ALK6) o Booroola (FecB, Otsuka et al., 2001;

Moore et al., 2003). BMP15 funge como sefializadores primarios que comienzan su actividad al unirse



a un receptor de tipo Il (BMPRII), este a su vez fosforila el dominio quinasa de BMPRIB, este activa la
sefializacion intracelular de las proteinas Smad, los complejos Smad activados a traveés la fosforilacion
transmiten sefiales al nucleo de la célula de la granulosa, al interactuar con los cofactores nucleares
regulan la transcripcion de ciertos genes diana (Figura 2) como son los genes relacionados con la
expansion del cumulo (Ptx3, Has2, Tnfaip6 y Ptgs2), genes antagonistas de BMP (Greml y Fst), genes
Smad inhibidores (Smad6 y Smad7) y los genes de la activina e inhibina, esto propuesto en estudios in
vitro con células humanas (Shi & Massague, 2003; Li et al., 2009; Moraes et al., 2022 Fountas et al.,
2024). La BMP15 secretada por el ovocito actia de manera sinérgica con la proteina GDF9, estas
ejercen su efecto sobre las células del cumulo, la granulosa y la teca mediante mecanismos paracrinos,
a estas se les atribuyen la regulacion del desarrollo folicular, la funcidn del cumulo, la maduracién de
ovocito, la produccidn de hormonas esteroideas, la expresidn de los receptores a gonadotropinas (FSH)
y la determinacion de la tasa de ovulacién, lo que culmina con un impacto sobre el tamafio de la
camada (Gilchrist et al., 2008).
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Figura 2. Aproximacion de la via de sefializacion de la proteina BMP15 sobre la célula de la
granulosa en el foliculo. La proteina BMP15 se une a su receptor BMPRIB de una célula de la
granulosa, iniciando la sefalizacion intracelular de las proteinas Smad, (p) fosforilacion,
modificado de Gilchrist et al. (2008).



2.9. Mutaciones del gen BMP15 y su efecto

Se han identificado mutaciones en el gen que codifica para la proteina BMP15 asociadas a fenotipos de
esterilidad o aumento en la tasa ovulatoria en ovejas, aumentado el nimero de corderos nacidos, sin
embargo, las distintas mutaciones y su funcion especifica es atn debatida en la literatura (Moraes et al.,
2023).

El exon Il del gen BMP15, presenta 6 polimorfismos o mutaciones ya estudiadas (FecX', FecX",
FecX®, FecX®, FecX" y FecX®), que en ovejas heterocigotas se ha reportado una tasa muy alta de
prolificidad comparada con ovejas del genotipo silvestre (Carvajal et al., 2020).

El polimorfismo Inverdable (FecX') consiste en la transversion de una T por una A en el nucleétido 92
del gen, sustituyendo una valina por un acido aspartico, a su vez este cambio interfiere con la funcion
natural de BMP15 en ovejas homocigotas, aumentando 1.0 la tasa de ovulacion (Galloway et al.,
2002). por su parte el polimorfismo Hanna (FecX") tiene lugar tras una transicion de una C por una T
en el nucledtido 67, region que codifica el péptido maduro, que induce un codoén de paro prematuro lo
que resulta en la perdida de la funcién de BMP15 en homocigotos impactando en por lo menos 1.0 el
aumento de la tasa ovulatoria de la oveja (Montgomery et al., 2001), el polimorfismo Belclare (FecX®),
incrementa un 0.7 la tasa de ovulacion, implica una transicién de una G por una T en el nucleétido
1100 sustituyendo una serina por una isoleucina (Fabre et al., 2006), el polimorfismo Galway (FecX®)
consta de una transicion de una C por una T en el nucleétido 718, introduciendo un coddn de paro
prematuro para el aminoéacido 239 de la proteina aun no procesada, causando la perdida de la funcion
de la BMP15, aumentando la la tasa de ovulacion (Galloway et al., 2002 y Fabre et al., 2006), por otro
lado el polimorfismo Lacaune (FecX") implica el cambio de un aminoécido cisteina por una isoleucina
alterando el procesamiento de BMP15 aumentando del.5 a 2 la tasa de ovulacion (Bodin et al., 2007) y
por dltimo el polimorfismo Roa (FecX®) que consta de una delecién de 17 pb, lo que altera la secuencia
de aminoécidos al introducir un codén de paro prematuro (Monteagudo et al., 2009), aumentado 0.6
ovulaciones y 2.66 corderos por parto en hembras Aragonesas heterocigotas y causando esterilidad en
el genotipo homocigoto (Lahoz et al., 2011).

Estudios recientes revelan la presencia de nuevas mutaciones tales como la FecX" en el exén 1y la
T755 del exon 2 del gen BMP15 ambas altamente relacionadas con el tamafio de camada en ovejas
Europeas y Asiaticas (Amini et al., 2018; Niu et al., 2021; Chantepie et al., 2020), la FecX*® y la
FecX® en ovejas Olkuska y Grivette en Polonia y la mutacion 28-30 de ovejas Luzhong en China
(Smolucha et al., 2020; Niu et al., 2021). Ademas de otras mutaciones de las cuales se tiene reporte,
pero no se ha definido asociacion con la prolificidad, como lo son las mutaciones FecX™ y FecX®
(Lassoued et al., 2017, Calvo et al., 2020).
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Tabla 1. Mutaciones reportadas del gen de la proteina BMP15.

Variante : Raza en las que se ’ » .
Pais de reporte Ex6n | Mutacion Efecto traduccional | Autores que reportan
BMP-15 reporta
| Romney, Belclaire e ) (Galloway et al. 2000; Niu et al.,
FecX Nueva Zelanda Exon2 |p.896 T>A P. 299 Val > Asp
Inverdale 2021)
" Nueva Zelanda |Pelibuey, Romney, ; (Galloway et al. 2000; Arguello et
FecX . ) Exon2 [p.871C>T P. 291 GIn > Stop
y México Belclaire y Hanna al., 2014)
5 Irlanda, Grecia, ) ] ) (Hanrahan et al., 2004; Liandris et
FecX Belclaire, Chios Ex6n 2 |p.1100 G>T P. 367 Ser > lle )
e Inglaterra al., 2012; Niu et al., 2021)
Irlanda, China, | Pelibuey,
G ) . i (Chu et al 2007 Arguello et al .,
FecX Irén, Inglaterra | Cambbrige, Galway, | Exon 2 |p.718 C>T P. 239 GIn > Stop
o ) 2014; Wang et al., 2015)
y Mexico Han, Hu y Chios
. Francia y ) ) (Bodin et al., 2007; Arguello et al.,
FecX o Pelibuey y Lacaune |Exén2 |P.962 G>A P. 321 Cys > Tyr
México 2014)
(Martinez-Royo et al., 2008;
FecX® Espafia Aragonesa Ex6n 2 | P.525>541 delecién P. 208 delecién Monteagudo et al., 2009; La hoz et
al., 2011)
) ] i (Barzegari et al., 2009; Javanmard
C>T Iran Mixed breeds Exon2 |P.-C>T P.—Leu > Stop

etal., 2011)
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(Demars et al., 2013; Smolucha et

FecX®® _ Grivette Ex6n2 |P.950 C>T P. 317 Thr> lle al., 2020)
Francia
(Demars et al., 2013; Smolucha et
FecXx® Polonia Olkuskay Ex6n 2 |P.1009 A>C P. 337 Asn > His al., 2020)
P. 301 G>T,|P. 101 Ala > Cys, P.
FecX®" | Tunez Barbara Tunesina Exon 1 |P. 302>304 deleciony P.|— Leu delecion, P.|(Lassoued etal., 2017)
310 insercion 113 insercion Ter
Shal, Ghezel, Afsari, o )
) ) ) o ) (Amini at al., 2018; Niu et al.,
T755 Irdn y China Lori-Bakhtiari y|Exén2 |P.755T>C P. 251 Leu > Pro
) 2021; Wang et al., 2023)
Mongolia
) Luzhong, Cele (Niu et al., 2021; Najafabadi et al.,
China y Nueva o ; y y ]
Del 31-33 Zeland black, Finish | Ex6n 1 |P. 28>30 delecién P. 11 Leu delecion | 2021; Wang et al., 2023; Ji et al.,
elanda
landrace y ujimquin 2023)
T>C 782 |China Luzhong Mutton Ex6n2 |P.782T>C P. 252 Leu > Pro (Di etal., 2021)
G>T 747 | China Luzhong Mutton Exon2 |P.747 G>T P. 240 GIn > His (Di et al., 2021)
Del 58-60 | China Luzhong Mutton Exon 1 | P.58-60 delecion P. — Leu delecién (Di et al., 2021)
G>A Irén Lori Exon2 |P.971 G>A P.322 Glu>GlIn (Zamani et al., 2015)
C>T Egipto Mixed breeds Exon 2 |P.50971365*) C>T P.—Leu>Pro (El Halawany et al., 2018)
G>A Irdn Mehraban y Lori Ex6on1l |P.121 G>A P.41 Glu > Lys (Nadri et al., 2016)
FecX™ | ----- Aragonesa Ex6n 2 |P.50970948* C>T P.—Thr>lle (Calvo et al., 2020)

(P) Localizacion de la variante en el ARNm, (>) cambio de un nucleétido por otro o de un aminoacido por otro, (stop) induce un codon de

paro, (*) la localizacion esta reportada en DNA gendémico del cromosoma X de Ovis aries con numero de acceso NC_056080.1.
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Con los avances en la biologia gendmica es posible que a partir de muestras bioldgicas de las ovejas se
obtenga material genético y mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) analizar
la presencia de estas mutaciones en el gen BMP15, lo que permite genotipar e identificar a los animales
que las portan (Palomera & Morales, 2014).

2.10. Técnicas de identificacion de polimorfismos para el gen BMP15

Existen diversas metodologias de identificacion de mutaciones en un gen, especificamente para el gen
BMP15 se han reportado al menos 8 técnicas diferentes, las cuales se describen a continuacion
(Demars et al., 2013; Niu et al., 2021; Wang et al., 2023).

2.10.1. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP)

Los RFLP desarrollados en los afios 70 fueron considerados una revolucion en el entendimiento del
genoma y fue la técnica mas popular para el andlisis de variacion genética durante los afios 80, su
fundamento estd basado en las diferencias de longitud de los fragmentos del ADN, producto de la
digestion de 1 o mas enzimas (endonucleasas) de restriccion visualizando en un gel de agarosa por
electroforesis (Liu, 2007).

Las variaciones de una secuencia entre individuos dan como resultado esa diferencia en la longitud del
fragmento de ADN producido a partir de la digestion de dichas enzimas, a esto se le conoce como
region polimorfica para la enzima especifica 0 RFLP. Anteriormente los RFLP solo eran eficientes en
la deteccion de deleciones e inserciones de gran tamafio y no solian detectar la gran mayoria de
mutaciones puntuales y pequefias deleciones. Actualmente la principal limitacion de la técnica RFLP
es que para poder ser utilizada como herramienta para el estudio de cualquier gen se tiene que tener

conocimiento del polimorfismo que se pretende buscar (Menon et al., 2021).

2.10.2. Secuenciacién Sanger

Desde su desarrollo en 1977 la secuenciacion de ADN permite determinar el orden de los nucle6tidos
(A, G, C, T) en una molécula. La mayoria de las técnicas de secuenciacion a baja escala que se usan
actualmente se basan en el método de sintesis enzimatica conocido como método Sanger o de
terminacion de la cadena. El principio de este método es la incorporacion selectiva de
dideoxinucleotidos trifosfato (ddNTPs), estos nucleétidos carecen del OH en el extremo 3°, por lo que
si se incorporan durante la sintesis se impide la incorporacion de un nuevo nucle6tido y se termina la
elongacion de la cadena, de esta forma se generan fragmentos de distintos tamafios que terminan en

todos los nucledtidos de la molécula de ADN, los cuales son separados por electroforesis para
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determinar la secuencia a partir del ddNTP incorporado y el tamafio de los fragmentos. Las técnicas
actuales utilizan dideoxinucleotidos marcados con fluorocromos, para la identificacion de los
fragmentos. Se emplean ADN polimerasas termoestables que permiten hacer la reaccion de secuencia
por termo-ciclaje. Este tipo de secuenciacion tiene alta eficiencia, es muy precisa y reproducible, sin
embargo, solo es Util en proyectos de secuenciacion a baja escala que involucran un nimero reducido

de fragmentos (Ongay et al., 2021).

2.10. 3. Heteroduplex

Es un método molecular de los afios 80 que se utiliza para detectar variaciones en las secuencias de
ADN. La técnica del heteroduplex se basa en la formacion de moléculas de “ADN heteroduplex”,
creadas mediante la hibridacion de dos cadenas de ADN complementarias con bases idénticas. Se
inicia con la amplificacion de ADN diana mediante la PCR, posteriormente el producto de PCR se
desnaturaliza y se rehibrida, lo que permite que las cadenas se recombinen, las bases no coincidentes
forman moléculas de ADN heteroduplex. Por Gltimo, estas moléculas son separadas en un gel de
electroforesis capilar donde pueden ser observadas en base a su peso molecular. En general es una
técnica rentable con alta sensibilidad y especificidad en la deteccion de variaciones del ADN (Velasco
etal., 2007).

2.10.4. Polimorfismo de conformacién de cadena simple (SSCP)

La técnica desarrollada a principios de la década de los 90 se basa en el principio del tamafio y
estructura de la molécula de ADN monocatenario por lo que tiene diferente movilidad en la
electroforesis en un gel no desnaturalizante. EI ADN monocatenario forma estructuras de
conformacion secundarias y terciarias dado el emparejamiento de bases entre nucleétidos en la cadena
primaria individual, dichas conformaciones dependen de la longitud, ubicaciéon y numero de regiones
de apareamiento y de la secuencia de la hebra de ADN, por lo que un cambio de nucle6tidos en la
conformacion de la secuencia primaria altera la conformacion de la molécula la eficiencia en la
deteccion de mutaciones por este método va desde un 50% a un 100% , la técnica es relativamente
simple desde el punto de vista técnico y se puede utilizar de manera eficiente en la deteccién de

mutaciones de cientos de muestras por dia (Gasser et al., 2006).
2.10.5. Sistema de mutacion refractario a la amplificacién por PCR (ARMS-PCR)

Esta técnica de genotipificacion molecular tiene como fundamento el empleo de dos pares de
iniciadores para amplificar los dos alelos diferentes (alelo diana) de un polimorfismo de un solo

nucledtido dentro de una reaccion de PCR. Béasicamente se inician dos reacciones especificas de los
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alelos en direcciones opuestas con dos iniciadores externos que amplifican la regién del polimorfismo
y dos iniciadores internos para el alelo, los iniciadores externos son modificados con un desajusten en
la ultima base de la region 3’ y otro en la posicion-2 de la misma region. El método suele ser
econdmico y réapido y se ha utilizado principalmente en el diagnostico clinico de enfermedades
hereditarias, en ciencias forenses y otras disciplinas en donde los resultados precisos son esenciales
(Wang et al., 2014).

2.10.6. Micro-arreglos

Desde finales de la década de los 90, los micro-arreglos son una herramienta Util en la deteccién de
mutaciones simultdneamente, la técnica se basa en la hibridacion de muestras de ADN o ARN con las
secuencias de &cidos nucleicos con la mutacién conocida, el proceso se lleva a cabo en un chip que
contiene dichas secuencias conocidas. Los micro-arreglos detectan mutaciones al identificar diferencias
en los patrones de hibridacién entre las muestras (diana) y la referencia (sonda). Las muestras deben
ser etiquetadas con diferentes colorantes fluorescentes el cual serd Gtil para el analisis cuantitativo de
intensidad de la reaccion después de la hibridacion. Los patrones de hibridacion se comparan para
identificar las mutaciones. EI método tiene la bondad de poder hacer analisis en paralelo y de alto
rendimiento de multiples mutaciones y genes, es altamente sensible y especifica, sin embargo, para
poder utilizarlo se debe conocer la secuencia mutada objetivo (Wang & Li, 2011; Ribate & Ramos,
2008).

2.10.7. El analisis de las curvas de fusion (HRM)

Es un método simple desarrollado en 2003 para detectar mutaciones de la secuencia de ADN. La
técnica se fundamenta en los cambios que surgen cuando se separa el ADN de doble cadena, al romper
por calor los puentes de hidrogeno que las unen, esta disociacion de las hebras depende de factores
como la longitud, concentracion de guaninas y citosinas y su propia composicion, lo que permite
distinguir entre moléculas con diferentes secuencias. El procedimiento inicia con la amplificacion del
ADN diana por PCR, posteriormente se eleva la temperatura a 95 °C para desnaturalizar, durante esta
fase, la fusion es controlada mediante fluorocromos intercalantes, estos emiten luz al unirse con el
ADN de doble cadena y se apagan al separase las hebras, el equipo registra esos datos generando las
curvas para el analisis de fusion de alta resolucion (HRM), la cual permite detectar variaciones entre

secuencias de una sola base (Garritano et al., 2009 y Jiménez et al., 2020).
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2.10.8. Secuenciacién de nueva generacion

La secuenciacion de nueva generacion ha transformado a la investigacion genética, desde 2005 es
posible a través de esta tecnologia analizar cientos de genes en cantidades masivas a una velocidad sin
precedentes y a un precio mas bajo que la secuenciacion Sanger convencional, el proceso de la
secuenciacion de nueva generacion se basa en la creacién de la biblioteca gendmica que es el total de
ADN gendémico de un organismo, mediante la secuenciacién del ADN en donde se secuencian
millones de fragmentos de ADN en paralelo para por ultimo ser analizados mediante herramientas
bioinforméticas, actualmente esta tecnologia se ha estado implementado en la identificacién de
variantes génicas en oncologia, en donde es posible identificar las variantes genéticas, asi como
reconstruye los haplotipos, lo que permite el estudio de la variacion genética y la asociacién con los
rasgos (Pereira et al., 2020; Giardina et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

El tamafio de la camada es un pardmetro reproductivo que en el ganado ovino impacta en el
crecimiento productivo de los rebafios (Rodriguez et al., 2002; Di et al., 2021). Esta caracteristica esta
regulada por distintas variables ambientales y genéticas, tales como algunas mutaciones del gen
BMP15, las cuales han demostrado asociacién con una mayor tasa de ovulacién en las ovejas. La
identificacion de mutaciones por secuenciacion resulta ser una técnica precisa y eficiente en proyectos

gendmicos de pequefia escala (Ongay et al., 2021).

No existen disponibles reportes de estudios genéticos que evallen la presencia y asociacion que entre
las mutaciones de este gen y la prolificidad de las ovejas Katahdin.

El identificar la presencia de las mutaciones del gen BMP15 mediante secuenciacion y el grado de
asociacion con la prolificidad en la raza Katahdin, puede abrir un camino para futuras investigaciones
gue conlleven a mejorar la productividad en los rebafios ovinos, cuyo sector sufre un decremento
constante, siendo agravado tras los estragos de la COVID-19 lo que condujo a un desabasto de este
producto (SIAP, 2022; I1ICA, 2022).
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4. HIPOTESIS

Existen mutaciones en alguno de los exones del gen BMP15 y estan asociadas con la prolificidad de

ovejas Katahdin prolificas.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Identificar mediante técnicas moleculares las mutaciones en los exones | y 1l del gen BMP15 y

evaluar su asociacion con la prolificidad de ovejas Katahdin multiparas.

5.2. Objetivos especificos

Evaluar la prolificidad de las ovejas candidatas, mediante los registros productivos, para
obtener el nimero de corderos nacidos por oveja por parto.

Analizar los genomas disponibles y reportes de mutaciones en el gen BMP15 en distintas razas
de ovejas del mundo mediante una revision sistematica de literatura para establecer el grado de
conservacion de este gen en las poblaciones ovinas.

Detectar los exones | y 1l del gen BMP15, mediante PCR punto final, para ser secuenciadas por
el método Sanger.

Analizar las secuencias de los exones | y Il del gen BMP15, mediante software
bioinformaticos, para obtener secuencias consenso e identificar mutaciones.

Identificar los efectos post traduccionales de las mutaciones del gen BMP15, mediante
simulacion insilico.

Establecer un modelo tridimensional predictivo de la proteina mutante, mediante un analisis de
mayor similitud en software, para determinar su efecto biologico.

Analizar, mediante una prueba de independencia el grado de asociacion de las mutaciones con

la prolificidad de las ovejas Katahdin.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales y toma de muestras sanguineas

El nimero de unidades experimentales se determind a priori mediante el software G. Power (Faul et al.,
2007) para pruebas de independencia, con una potencia del 95% y un tamafio del efecto de 0.68
obtenido de los datos reportados por Najafabadi et al. (2021) quienes analizaron la regién codificante
del gen BMP15 en ovejas asiaticas, determinando un minimo de 37 ovejas (Figura 3).

Df = 2, & err prob = 0.05, Effect size w = 0.68

Total sample size

0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95
Power (1-p err prob)

Figura 3. Determinacion del tamafio de la muestra en el software Gpower.

Las muestras de sangre de los animales fueron colectadas mediante puncién de vena yugular con
equipo vacutainer en tubos con EDTA de 3.5 ml. Los criterios de inclusion para las ovejas fueron
registros estrictos de parametros reproductivos como prolificidad en por lo menos dos partos, partos
por afio, repeticién de estros y estar clinicamente sanas a la toma de la muestra sanguinea, ademas de
las ovejas Katahdin incluidas en el estudio se incluyeron dos controles externos (un macho de la raza

Katahdin y una hembra de la raza Dorper).

El material biolégico fue obtenido de la unidad de produccion “Ovinos SK”, localizada
geograficamente en el municipio de Acatlan Hidalgo, México, ubicada entre los 20°07°04.1°" latitud
norte y los 98°26°26.6°" longitud oeste y una altitud de 2178 msnm segin Google Earth
(https://earth.google.com/web).
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Todos los procedimientos hechos en animales fueron sometidos a evaluacién por el comité
institucional ético para el cuidado y uso de los animales de laboratorio (CICUAL) de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo y aprobado con el codigo CICUAL-V-1/04/2024.

6.2. Pruebas in silico de iniciadores

Se realizd una busqueda sistematizada a través de los motores de bulsqueda Springer

(https://link.springer.com/), Science Direct (https://www.sciencedirect.com/), Wiley

(https://onlinelibrary.wiley.com/) y PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), mediante las palabras

clave: litter size, prolificacy, sheep, ovis aries, bone morphogenic protein 15, BMP15 gene, mutation,
single nucleotide polymorphism, FecXl y FecXH. Se seleccionaron trabajos que hayan amplificado los
exones | y Il del gen BMP15 en ovejas, los iniciadores propuestos por sus autores fueron probados in
silico mediante el software primer-BLAST del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?’lGROUP_TARGET=0n)

Iniciadores para secuenciacion de exones segun Niu et al. (2021)

Exon 1: Forward: TTTCATTTTTCCTTGCCCTATCC 550pb
Reverse: CCTGACAGAAAACTGACAGATCC
Exon 2: Forward: TTCTCTGAGCTTCAGTTTCCTCG 1116pb
Reverse: TGCACCTTTGCCGTCACCTGCAT
Iniciadores para secuenciacion de exones segun Arglello et al. (2014).
Exon 1: Forward: CATGCTGCCTTGTCCCAC 325pb
Reverse: AGGCAATGTGAAGCCTGACA
Exén2: Forward: CAG TTT GTA CTG AGC AGG TC 857pb
Reverse: TTC TTG GGA AACCTG AGC TAGC
Iniciadores para secuenciacién de exones segun Amini et al. (2018).
Exén 1: Forward 1: TCCTTGCCCTATCCTTTGTG 482pb
Reverse 1: CCCTCCCACCAGAACAATA
Exén2: Forward 1: GAAGCTAACGCTTTGCTCTTG 468pb
Reverse 1: GCCTTTAGGGAGAGGTTTTGG
Forward 2: GGCACTTCATCATTGGACAC 539pb
Reverse 2: CTGAGCTAGCTGCACCTTTG
Iniciadores para secuenciacion de exones segun Wang et al. (2023).

Exén 1: Forward: CCCACCTGCTGTTTCTGTTT 1066pb
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Reverse: AGCCTTTCAGGACAGCTAAGG
Exén2: Forward: ATTTTGTGGCATCTCCAACC 1687pb
Reverse: AAAATGAAGCAGTAATGAGA
Iniciadores para secuenciacion de exones segun Di et al. (2021).
Exén 1: Forward: CTGCCTGCCAGCCTTTCAT 718pb
Reverse: ACATCAATGAGTTGCCCTG
Exén2: Forward: TGTATTTGAGGTGTTTTTCTCCG 1381pb
Reverse: AAGTACAATGCTGAAGGCAAGG
Iniciadores para secuenciacién de exones segun Najafabadi et al. (2021).
Exon 1: Forward: CCTTGCCCTATCCTTTGTG 477pb
Reverse: CCTCCCACCAGAACAATA
Exoén2: Forward: GCAGGCAGTATTGCATCGGAAG 310pb
Reverse: CCTCAATCAGAAGGATGCTAATGG

6.3. Andlisis de genomas ovinos disponibles insilico

Con el fin de conocer el grado de conservacion del gen en la especie se realiz6 un andlisis de similitud
del gen BMP15 entre diferentes razas de ovejas a través de una alineacion del cromosoma X de los
diferentes genomas disponibles en Gen Bank de las diferentes razas de ovinos secuenciados, la

alineacién y analisis se realiz6 mediante el software Genius PRAIM 2024.1

6.4. Extraccién de DNA y amplificacion por PCR

Para la extraccion de ADN gendmico a partir de sangre completa se utilizé el kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification kit (#A1125, Promega) bajo las especificaciones del fabricante, el ADN
genomico fue evaluado mediante espectrofotometria con equipo NanoDrop bajo los parametros de
calidad de absorbancia 230/260 y 260/280. El exén | y el exén 1l del gen BMP15 fueron amplificados
mediante la (PCR) con el uso de los iniciadores propuestos por Amini et al. (2018) y Niu et al. (2021,
Tabla 2). La PCR punto final con los iniciadores de Amini et al. (2018) se realizé en volumen final de
50 pL mediante el kit comercial GoTag® Flexi DNA Polymerase (# M8291 Promega) con las
especificaciones del fabricante, en la reaccion de PCR se utiliz6 10 uL de regulador de PCR 10x (KCI
50 mM, Tris-HCI 75 mM (pH 9,0)), MgCI2 2.5 mM, 1 pL de mezcla 10 mM de dNTP, 0.25 pL de
ADN polimerasa Tag (5 U/ pL) (GoTag® Flexi DNA Polymerase, Promega), 1 uL a 10 uM de cada
iniciador y 100 ng de ADN gendmico, durante 35 ciclos bajo las condiciones descritas en el Tabla 2.

Para la PCR touchdown con los iniciadores propuestos por Niu et al. (2021) se utiliz6 10 pL de
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regulador de PCR 10x (KCI 50 mM, Tris-HCI 75 mM (pH 9,0)), MgCI2 1.5 mM, 1 pL de mezcla 10
UM de dNTP, 0.25 pL de ADN polimerasa Taq (5 U/ pL) (GoTag® Flexi DNA Polymerase,
Promega), 1 uL a 10 uM de cada iniciador y 100 ng de ADN gendmico, en un volumen final de 50 L.
Los amplicones de ambas reacciones fueron verificados en gel de agarosa al 1.5% (Invitrogen)

incluyendo un control negativo (producto de PCR sin ADN) y dos controles externos positivos.

Tabla 2. Iniciadores y condiciones de la PCR utilizada para amplificar los exones 1 y Il del gen
BMP15.

Gen Iniciadores 5’ — 3’ MgCl Alineacion Extencién | Amplificado
(mM) (°CIS) (°CIS) (pb)
Aexénl | F: TCCTTGCCCTATCCTTTGTG 2.5 58.5/30 72/ 45 482
R: CCCTCCCACCAGAACAATA
Aexonll | F: GAAGCTAACGCTTTGCTCTTG 60/35 72/50 1007
R: CTGAGCTAGCTGCACCTTTG
Nexonl | F: TTTCATTTTTCCTTGCCCTATCC 1.25 | 65/60 (-2 grados 72/90 550
R: cada 2 ciclos en
CCTGACAGAAAACTGACAGATCC 12 ciclos.
Nexénll | F: TTCTCTGAGCTTCAGTTTCCTCG 51/60 (durante 1116
R: TGCACCTTTGCCGTCACCTGCAT 21 ciclos mas)
Hexonl | F: ATCCTTAGAATCCTTCTT* 2.5 45.7/30 72/45 345
R: CCCTCCCACCAGAACAATA

Iniciadores propuestos por Amini et al. (2018) (A), Iniciadores propuestos por Niu et al. (2021)
(N), Iniciadores para determinar haplotipos (H) y Iniciador disefiado para amplificar el alelo

silvestre en el presente estudio (*).

Para determinar las frecuencias genotipicas se disefid un iniciador Forward cuyo extremo 3’ incluyera
el genotipo silvestre del gen BMP15 y se amplificaron todos los individuos positivos a la mutacién en
una reaccién de PCR con 10 pL de regulador de PCR 10x (KCI 50 mM, Tris-HCI 75 mM (pH 9,0)),
MgCI2 2.5 mM, 1 pL de mezcla 10 mM de dNTP, 0.25 puL de ADN polimerasa Taq (5 U/ pL)
(GoTag® Flexi DNA Polymerase, Promega), 1 uL de 10 mM de cada iniciador y 100 Nm de ADN
gendmico, en un volumen final de 50 uL bajo las condiciones descritas en la Tabla 2. Los amplicones
fueron observados a través de un gel de agarosa al 1.5% (Invitrogen), se incluyeron un control positivo
(homocigoto silvestre) y un control negativo (hemicigoto mutante), los individuos homocigotos
mutantes no fueron visibles a la electroforesis mientras que los individuos heterocigotos si fueron

amplificados.
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6.5. Andlisis bioinformatico

Los amplicones de las reacciones de PCR de los exones | y Il del gen BMP15 fueron purificados
mediante el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) bajo las
especificaciones del fabricante y enviados a la Unidad de Gendmica Avanzada — Langebio Cinvestav

para ser secuenciados por el método Sanger.

El andlisis de las secuencias se realizd6 mediante el software MEGA 11 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis; Tamura et al., 2021) a través de la herramienta de alineacién ClustalW, para la

alineacién se utiliz6 el ARNm de referencia de ovis aries con nimero de acceso NF_001114767.1.

6.6 Analisis y modelado de la proteina mutante

Para detectar el marco de lectura abierto se utiliz6 el software ORFfinder del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), con el fin de identificar el efecto de la variante sobre la

estructura secundaria de la proteina, se realiz6 un modelo predictivo de la proteina BMP15 a partir de

la  referencia  con mayor  similitud mediante el software ~ SWISS-MODEL

(https://swissmodel.expasy.org/interactive) y mediante el software Ras Mol: Biomolecular graphics for
all (Sayle & Milner-White, 1995) se establecié el modelo tridimensional.

6.7 Analisis estadisticos

El andlisis estadistico de asociacion se realiz6 a través de la prueba de independencia de F exacta de
Fisher mediante una tabla de contingencia mediante el uso del software SAS® V9 (Institute Inc. (2020).
SAS® 9.4 Statements: Reference. SAS Institute Inc.) para evaluar la prolificidad de las ovejas estas
fueron categorizadas en dos grupos, ovejas altas prolificas y ovejas bajas prolificas, a partir de sus

registros reproductivos, categorizadas mediante la mediana de tamafio de camada de la poblacion.

El andlisis de desequilibrio de los haplotipos se analizé6 mediante la prueba de equilibrio de Hardy-
Weinberg (Bacaér, 2011), para lo que se realizo el calculo de las frecuencias genotipicas (p y q) donde
p= alelo silvestre (+) y g= alelo mutante (B). El célculo de las frecuencias genotipicas esperadas se
realiz mediante las ecuaciones de Hardy-Weinberg, donde para el genotipo esperado (++) = px N,
para el genotipo esperado (B+) =2pq x Ny para el genotipo esperado (BB) = g2xN, donde (N) es el
namero total de individuos (42). La distribucion de la frecuencia genotipica se analiz6 mediante una
prueba de Chi—cuadrada mediante la formula x*=Y(O—E)*/E, donde O = frecuencias observadas y E =

frecuencias esperadas.
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7. RESULTADOS

7.1. Tamafio de muestra
Fueron seleccionados para analizar en el presente estudio un total de 42 ovejas de la raza Katahdin y

dos controles externos. Se categorizaron 29 ovejas altas prolificas (2.26 + 0.33) y 13 ovejas bajas
prolificas (1.54 + 0.26; Tabla 3).

7.2. Andlisis de genomas disponibles
Se determing la variabilidad genética que existe en tamafio del cromosoma X de las diferentes razas de

ovejas disponibles en Gen Bank, asi como la variacion en la ubicacion del gen BMP15 dentro del
cromosoma (Figura 4). Fue posible identificar la variabilidad genética que existe entre las distintas
razas de ovejas en mundo, el tamafio de los cromosomas X varian de tamafio estos rangos van desde el
mas pequefio de 129,136,099 nuclettidos del genoma de referencia de la raza Rambouillet hasta los
155,236,602 de la raza Romney, la posicion del gen BMP15 dentro del cromosoma X de las diferentes
razas también tiene variacion, localizado en la posicion 54,283,635 en la raza de referencia y ubicado

aguas debajo de esta posicion en la raza Hu y aguas arriba en el resto de las razas analizadas.

Breed GenBank X Chromosome
Ref: (Rambouillet) GCA_016772045.2 129,136,099 aws 54,983,635
Hu GCA_040805955.1 145 453 424 um—n! 53,042,250
Romanov/ Dorper GCA_022244705.1 143,715,966 -:m 54,554,061
Suffolk GCA_022416725.1 145,898,556 : s 56,087,713
Qiaoke GCA_022416685.1 A y— . E—
Romney GCA_022538005.1 155,236,602 I s 65,077,435
Charollais GCA_0224167451 146,421,564 — 56,229,323
Dorset GCA_022416915.1 148,227,046 I s 88,368,261
Texel GCA_022416775.1 145,489,552 murss B5,085,457
Kermani GCA_021325935.1 146,489,552 I s 55,833,637
Merino GCA_022432825.1 144,966,649 . 54,963,686
Kazak GCA_0224328451 145,747,981 : mmis 55 580,637
Romanov GCA_022422¢2175.1 148,298,203 : e 58,051,203
East friesian GCA_ 022702505.1 147,380,304 = 56,589,855

Figura 4. Alineacion del cromosoma X de distintas ovejas disponibles

Se estim6 una identidad el 99.9% del gen BMP15 entre 15 razas de ovejas distintas disponibles, lo que
sitlia a este gen como un gen conservado en la especie (Figura 5).
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Nucleotide Statistics:
Length (mean): 6,505 bp
Sequences: 16

T - Identical Sites: 6,666 (39.7%)

1 k1] 4 5 60 - '
sensus 119091 G GATTEA G AATE GINITATTARA G GAG GEATTEATARATAG G G GAR GAA GAGTTAAA GITATAAT G "arise ertty. 92.8%
[

i

Y - Ungapped lengths of 16 sequences:
1. Charollais gb| CMO3... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC Mean 65040 Std Dev: 5504
2. Dorperblanco gb|C... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC " e
3. Dorset gh| CM0399... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGT GAGGCACT CATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC Minimum: 4440 Maximum: 6683
4, FIRomanovdorper... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAAT GC Molecular weight (mean):

5. Friresian gb|CMO6... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC ssDNA 2002.323 kDa

6. Hu gh| CM022045... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC jeonn 4019.000kDa
7.KasakeghLEM0400... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC B

8. kermani gb|CM040... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC

9. Merino gb|CM040... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC  Freg % of non-gaps
10.NC_056080.1:542.. TTTGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC A: 28,289 27,23

11. Quiaoke gb|CMO3... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC ¢, 25,353 24.4%

12. Romanov gb| CMO... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGT GAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC ' o oo
lS.RomneyEb|EM03... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC ™ ™ ’

14. Suffolk gb| CM039... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGCT™: 30,201 28.1%
15.texe|ghﬁCMO399... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC

16. Yunnan gb|CMO03... TGGCATCAGAACTGTTTATAAAGTGAGGCACTCATAAATAGGGGAAGAAGACTTAAAGTACAATGC ge: 45,498 43.78

Al1:104,079 100.0%
-1 47 0.0% (of any)

Figura 5. Anélisis de identidad del gen BMP15 entre distintas razas de ovejas.

Mediante la alineacion de los genomas fue posible identificar la delecion 31-33 del exdn | en ovejas
Rambouillet, Dorper blanco, F1 Romanov Dorper, Kermani, Hu y Romanov, asi como el polimorfismo
T755 del exon 1l en la raza Dorper blanco, también fue posible identificar 12 polimorfismos en la

region intronica de las diferentes razas evaluadas (Figura 6).

Nucleotidos
ARNm Ref
Rambouillet
Charollais
Dorperblanco
Dorset

F1 RomanovDorper
Friresian
Kermani

Hu

Kasake
Merino
Quiacke
Romanov
Romney
Suffolk

Texel

Yunnan

Figura 6. Variantes identificadas en el gen BMP15 de 17 razas de ovejas. En el color azul se
representan los exones | y 11, en el color naranja se representa el intron, en la fila de nucleotidos
se enumera la posicion de la variante en el gen BMP15.
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7.3. Secuencias del gen BMP15 de ovejas Katahdin

Posterior a la amplificacion de los exones | y Il del gen BMP15 de las 42 ovejas Katahdin y los 2
controles externos (Figura 7), fueron analizados los electroferogramas de las secuencias, los cuales
mostraron un patron de variacion en la secuencia de la sefial, fue posible identificar 3 patrones
diferentes, en la primera se observa un patron de dobles picos a partir de la variante localizada
permitiendo un desfase en la secuencia de los alelos (heterocigoto mutante), en el segundo patron se
observd una secuencia limpia con la presencia de la variante (homocigoto mutante) y por Gltimo el
genotipo silvestre (Figura 8), a través de la alineacion tomando como referencia el ARNm ovis aries
(NM_001114767.1) fue posible identificar una delecion de 3 nucledtidos en la posicion 31-33 del exén
I en 34 ovejas (Figura 10), en el exon |1 de ovejas Katahdin no se encontrd ninguna variante. En uno de
los controles externos gque pertenece a una oveja de partos gemelares de la raza Dorper Se identific el
polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP) ya conocido T755 en el exdn 2 (Figura 9).

7 LA T R IR A

500
1000

500 w= guy Y0 SEP GNP SE Gy TN Sy S S . .

v O Oy U b R W 00 WY S G

Figura 7. Amplificado de los exones | y Il del gen BMP15 de ovejas Katahdin amplificados por
PCR punto final y visualizados en electroforesis en gel de agarosa. (M) Marcador de peso
molecular de 1500 pb, (1) control externo oveja de la raza Dorper, (2) control externo carnero de

la raza Katahdin, (3-12) amplificados de ovejas Katahdin y (13) control negativo.

AGAAJCCITIGGGGA|[AGAATC CT TTGGGGA|[AGAATCCTICTITIGGGGA

(1) del-CTT (B4), , || [" (2) del- del (BB) (3) CIT-CIT(+})
. |1 11 4

i I
| : IV

.f \‘.\’»{ ' v\ v " |‘ ! v ¥
HJ\ L LML LY AT ) *

Figura 8. Resultados de las secuencias de ovejas Katahdin, (1) heterocigoto, (2) homocigoto

|

mutante y (3) homocigoto silvestre.
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NM 001114767 1A

E1-B1B7-B2
E1-A1A7-B1
E1.C1C7-B3
E1-D1D7-B4
E1-E1E7-BS
E1-FIF7-B6
E1-.G1G2.87
E1-HH7-B8
E1-A24A8-B9
E1-8288-810
E1.C2C8-B11
E1-D2D8-B12
E1-E2ES-B13
E1-F2F8-B14
E1-G2G8-B1S
E1-H2HE-B16
E1-A3A9-B17

Figura 10. Resultados de la alineacion del
recuadro rojo se muestra la variante 31-33.

7.4. Frecuencias genotipicas y alélicas
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I comparado con el ARNm de referencia, en el

Se identificaron de manera precisa los haplotipos homocigotos y heterocigotos mutantes de las 34

ovejas positivas de la variante 31-33, a partir de los amplicones de la PCR con el iniciador forward

modificado se amplificaron Gnicamente individuos heterocigotos (1 alelo silvestre) mientras que los

individuos homocigotos no amplifican (ambos alelos mutantes; Figura 11), las frecuencias genotipicas

fueron de 11.9% para el genotipo homocigoto mutante (BB) con 5 ovejas, 69.05% de individuos

heterocigotos mutantes (B+) con 29 animales y 19.05% de ovejas silvestres (++) con 8 ovejas (Tabla

3).
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Figura 11. Resultado del genotipado de los individuos mutantes en la secuencia. (C++) control
homocigoto silvestre, (CB) control hemicigoto mutante, (B+) genotipo heterocigoto mutante, (BB)
genotipo homocigoto mutante.

Tabla 3. Tabla de contingencia de los grupos de altas y bajas prolificas con relacion a los

haplotipos identificados.

Genotipo Altas Bajas Total
Categoria 2.26 +0.33 1.54 +0.26
BB 5=11.9% 0= 0% 5=11.9%
B+ 21=50% 8=19% 29=69.05%
++ 3=7.4% 5=11.9% 8=19.05%
Total 29=69.05% 13=30.95% 42=100%

Tabla de contingencia de los grupos de ovejas con respecto a su tamafio de la camada vy el

genotipo, (BB) homocigoto mutante, (B+) heterocigoto mutante, (++) homocigoto silvestre.

7.5. Efecto de la variante 31-33 sobre la estructura de la proteina BMP15

Se detectd un cambio postraduccional de la pérdida de un coddn completo correspondiente a una Lisina
en la posiciéon 11 sin cambio en el marco de lectura, pasando de 393 aminoacidos de la proteina de
referencia a 392 de la proteina mutante sin pérdida de la funcién aparente, el modelo predictivo de
plegamiento de la proteina mutante comparada con su homéloga de mayor similitud con identificacién
Q6PX77.1.A evidencio el efecto de la variante 31-33 sobre una hoja alfa de la proteina funcional
(Figura 12-B).
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Figura 12. Efecto de la Variante 31-33 sobre la estructura de la proteina BMP15. (A) Modelo
tridimensional de la proteina de mayor similitud (Q6PX77.1.A), (B) Modelo tridimensional de la
proteina BMP15 con la mutacion 31-33.

7.6. Determinacion de las frecuencias alélicas y prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg

Se analizaron un total de 84 alelos con una frecuencia del alelo ++ (p= 0.5357) y una frecuencia del
alelo BB (g= 0.4643). Usando las ecuaciones de Hardy-Weinberg se determind una frecuencia
genotipica esperada de 12.05 individuos ++, 20.89 individuos (B+) y 9.05 individuos (BB). El
estadistico y* calculado es 6.3240 con un valor p<0.05 por lo que hay evidencia estadistica para

concluir que la poblacién no esta en equilibrio de Hardy-Weinberg.

7.7. Asociacion de los haplotipos y el tamafio de la camada

El andlisis de asociacion mediante la prueba exacta de Fisher demostrd independencia entre las
variables lo que indica que no hay una asociacién significativa del tamafio de la camada de ovejas
Katahdin con alguno de los genotipos (P>0.05), el genotipo homocigoto mutante y heterocigoto
mutante con 2.12 + 0.21 y 2.05 £ 0.34 corderos por parto respectivamente comparado con 1.76 + 0.48

corderos por parto del genotipo silvestre (Tabla 4).
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8. DISCUSION

Actualmente la prolificidad es un parametro reproductivo altamente asociado a la productividad y
rentabilidad de los rebafios en todo el mundo por lo que en las Gltimas décadas se han hecho diferentes
estudios en busca de marcadores genéticos asociados a este pardmetro como lo son las mutaciones en
el gen BMP15 , Galloway et al. (2000); Hanrahan et al. (2004); McNatty et al. (2005) y Zergani et al.
(2022) describen como dichas mutaciones localizadas en la region codificante del gen BMP15
repercuten de manera positiva 0 negativa sobre la prolificidad en ovejas y cabras e diferentes razas,
donde en los genotipos mutantes tienen este efecto comparado con el genotipo silvestre, en el mismo
sentido Galloway et al. (2000); Monteagudo et al., (2009); Lahoz et al. (2011) y Amini et al. (2018)
encontraron gue algunas mutaciones como las denominadas FecXR, FecXG y FecXH son capaces de
generar esterilidad en ovejas portadoras de genotipos homocigotos mutantes dada la perdida completa
de la funcion de la proteina, sin embargo, en individuos heterocigotos la prolificidad se aumentada.
Estudios mas recientes que utilizan tecnologias novedosas como la secuenciacién de nueva generacion
han encontrado nuevas mutaciones en los exones | y Il del gen BMP15 en ovejas europeas, asiaticas y
de Oceania, a diferencia de las antes mencionadas estas mutaciones no causan esterilidad en algunos de
sus genotipos, sin embargo si son asociadas con la prolificidad de las ovejas portadoras y no causan
esterilidad en ninguno de los genotipos, algunas de estas son la T755 y la 31-33 en ovejas asiaticas
(Amini et al., 2018; Niu et al. 2021 y Wang et al., 2023). Otros investigadores como Chantepie et al.
(2020); Di et al. (2021) y Wang et al. (2023) reportaron el efecto positivo de algunos polimorfismos en
otras regiones del gen como en el promotor e incluso en la region intronica, sin embargo no existe mas
evidencia cientifica que sustente este hecho. En paises de américa se tienen pocos estudios disponibles
que realicen estadisticos de asociacién entre variantes del gen BMP15 y la prolificidad, en este sentido,
Arguello et al. (2014) reportaron la presencia de la variante FecXL y FecXG en ovejas Pelibuey de
México. En el presente estudio se logré identificar la variante 31-33 en ovejas Katahdin, sin que hasta
el momento haya sido reportada en dicha raza en México. Por su parte, Wang et al. (2023), Ji et al.
(2023) y Zhang et al. (2025) han encontrado esta mutacion en razas de ovejas, principalmente de
Mongolia como las razas Han de cola pequefia, Ujimgin y Hu, a pesar de ser una variante nueva en ser
estudiada, originalmente Guo et al. (2004) la reportaron como una delecion de una Lisina en las
posicion 10 y 11 del exon 1 del gen BMP15 en ovejas Han de cola pequefia, fue este mismo trabajo el
primero que atribuye efecto significativo (P<0.5) sobre la prolificidad de estas ovejas aumentando
entre un 0.5 y 0.3 corderos mas por parto en genotipos homocigotos y heterocigotos comparados con
los genotipos silvestres, en estudios recientes hechos en Asia con tecnologia de secuenciacion de nueva
generacion han encontrado resultados similares, Ji et al. (2023) en ovejas Chinas Ujimquin y sus cruzas

y Najafabadi et al. (2021) en ovejas Finlandesas Finnnish Landrace asociaron de manera significativa

30



(P<0.05) la variante 31-33 con la prolificidad en sus 629 ovejas evaluadas, en el genotipo mutante
homocigoto y heterocigoto las ovejas Ujimquin produjeron 0.14 corderos méas por parto y 1.2 corderos
mas por parto en 238 ovejas Finnnish Landrace con genotipo mutante homocigoto y heterocigoto, en
contraste los resultados obtenidos en el presente estudio muestran una tendencia de los tres genotipos a
estar asociados con el tamafio de la camada de ovejas Katahdin, sin embargo no reflejan asociacion
significativa (P>0.05), se observd una diferencia numérica 0.36 y 0.29 corderos por parto en los
genotipos homocigoto y heterocigoto mutante respectivamente sobre el genotipo silvestre en las 42
ovejas evaluadas, Niu et al. (2021) y Wang et al. (2023) en estudios similares en ovejas Chinas no
encontraron un efecto significativo (P>0.05) de los genotipos mutantes sobre la prolificidad de sus 205
y 383 ovejas evaluadas respectivamente, Zhang et al. (2025) no reporto un efecto de la variante 31-33
de ovejas Han con la prolificidad, estos investigadores atribuyen sus resultados al desbalance en las
frecuencias genotipicas y el reducido tamafio de muestra, lo que concuerda con nuestros resultados en
donde los individuos homocigotos silvestres y homocigotos mutantes son reducidos los que podria

alterar los resultados.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis de genomas disponibles y alineacion fue posible
identificar algunas mutaciones en la region codificante tales como la delecién 31-33 en ovejas Dorper
blanco, Rambouillet, Romanov, Kermani y Hu encontrada en el presente estudio y la mutacién T755
de ovejas Dorper blanco también identificada en uno de los controles externos del presente estudio, a
pesar de estas variantes entre razas de ovejas se tuvo una identidad del 99.7% lo que vuelve al gen
BMP15 un gen conservado en poblaciones ovinas, segin Mahdavi & Dashab (2017) el gen BMP15
esta conservado no solo entre razas sino también entre 23 especies analizadas de mamiferos con un alto
valor de mutaciones pero con una identidad del 98%. En el mismo sentido fue posible identificar 12
variaciones de secuencia en la regién del intrén entre las razas analizadas, Di et al. (2021) reporta 10
variantes intronicas en ovejas Luzhong, estas mutaciones no suelen representar cambios
postraduccionales sin embargo Wang et al. (2023) encontré asociacién de algunas de estas variantes
sobre el tamafio de la camada de ovejas chinas, sin embargo no presentan evidencia concluyente que

indique un efecto.

Mediante el analisis de genotipos a través de la prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg se determind
que el rebafio utilizado en el presente estudio no se encuentra en equilibrio y esta sometido a una
intensa seleccion artificial para estos parametros lo que concuerda con los resultados, aunado a esto
segin Montgomery et al. (2001) y Golestani et al. (2020) el gen BMP15 esta ligado al sexo por lo que a
través del macho es posible acelerar el fijado de esta variante sobre la poblacion analizada lo que

interfiere con los resultados de asociacion, también se sugiere el efecto sinérgico de otros genes
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asociados, Sanchez et al. (2024) y Hernandez et al. (2023) han reportado mutaciones en el gen GDF9
en ovejas Katahdin lo que sugiere que probablemente exista un efecto sinérgico de estas variantes
sobre la prolificidad. Galloway et al. (2000) menciona que la proteina BMP15 es indispensable para el
funcionamiento normal de la fertilidad de las hembras mamiferas y la prolificidad de las ovejas, segun
Pangas & Rajkovic (2015) y Fountas et al. (2024) durante la foliculogénesis en el ovario suceden
diferentes procesos moleculares dentro de las células, estos son responsables de la sintesis y regulacion
de la expresion de genes que codifican factores especificos del foliculo y que tendran su lugar en el
cumulus, tal es el caso de la proteina GDF9 y la proteina BMP15, este tipo de factores fungen como
mensajeros para a través de la via de sefializacién intracelular de las proteinas Smad regulen diversos
procesos del crecimiento y maduracion de las células de la granulosa, por lo que impacta sobre
crecimiento y seleccién de los foliculos, en circunstancias normales estos procesos regulan la
maduracion de un solo foliculo dominante y la ovulacién de un solo foliculo, cuando existen
mutaciones en el gen BMP15 es posible que se traduzcan errores en la proteina, algunas de estas
variantes pueden causar la perdida completa de la proteina y ocasionar esterilidad, estos procesos aln
son objeto de debate y estudio, sin embargo Otsuka et al. (2001); Rossi et al. (2015); Sanfins et al.
(2018) y Dalbies-Tran et al. (2020) mencionan que la proteina BMP15 es necesaria en las etapas
tempranas del desarrollo folicular al influir sobre la sintesis de otras proteinas necesarias para iniciar el
crecimiento de los foliculos primordiales en las oleadas foliculares por lo que la ausencia de esta
proteina puede generar ovarios infantiles sin actividad folicular, mientras que en etapas avanzadas del
desarrollo folicular regula la sintesis de receptores de LH y FSH de los foliculos, si la proteina no esta
presente en la cantidad necesarias es posible la ausencia de un foliculo dominante y pueden ser
seleccionados mas de un foliculo, esto explica el aumento en la tasa ovulatoria en genotipos
heterocigotos mutantes ya que segun Henderson et al. (1988), Braw-Tal et al. (1993) y Galloway et al.
(2000) los ovocitos son capaces de crecer ain en la ausencia de la proliferacion de las células de la
granulosa al menos hasta que no pueden ser sostenidos por las células residuales y posteriormente
degeneran, por el contrario cuando la sintesis de la proteina esta a cargo de un solo alelo o copia de
BMP15 la regulacién esta incompleta lo que genera ovulaciones multiples, otro factor que puede
determinar el efecto de estas mutaciones sobre el fenotipo prolifico es la dominancia o recesividad del
gen mutante, Wilkie (1994) y Veitia et al. (2018) mencionan que los alelos mutantes son 90%
recesivos y sugieren que el fendmeno de expresion en la dominancia del alelo silvestre no defectuoso y
la sintesis del 50 % de la proteina esté& regulado por la sefializacion de un ARNm pequefio sintetizado
por el alelo dominante que funge como diana sobre el alelo mutante evitando que sea traducido a nivel
de promotores y potenciadores, por su parte Monestier et al, (2014) proponen que las altas tasas de

variaciones en areas de BMP15 en especies poliovulatorias cambian el equilibrio entre homodimeros y
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heterodimeros, modificando la actividad bioldgica y permitiendo asi que ocurra la poliovulacién. En
este estudio se encontrd que la variante 31-33 no causa esterilidad, tanto en el genotipo heterocigoto

como homocigoto mutante mostraron una tendencia a incrementar el tamafio de la camada (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados obtenidos por diferentes autores asociados con la prolificidad y comparados
con los resultados obtenido en el presente estudio.

Autor Razas BB B+ ++ p
Niu et al. Cele Black 1.64 £0.18 2.15+0.11 1.9 £0.07 >0.05
(2021)
Wang et al. Ujinquiny 1.31+£0.04 135+£0.03 |- >0.05
(2023) Mongolia
Finnish
Najafabadi et | Landrace 34207 | - 2.32+0.2 <0.05
al. (2021)
Cruzas de
Finnish 232+£0.12 | - 1.92+£0.21 <0.05
Landrace
Jietal. (2023) | Cruzas de 1.27 £0.04 1.27 +0.10 1.13+0.02 <0.05
Ujinquin
* Katahdin 2.12+0.21 2.05+0.34 1.76 £ 0.48 >0.05

(*) Resultados obtenidos en el presente estudio.

Wang et al. 2023 y Zhang et al. (2025) encontraron un efecto postraduccional en el plegamiento de una
hoja alfa de la proteina funcional lo que coincide con los hallazgos encontrados en el presente estudio
donde a través de la modelacion tridimensional y tras la pérdida de un aminoacido (leucina) se vio
afectada la estructura terciaria de la proteina funcional sin pérdida de la funcion completa aparente, de
acuerdo con Heath et al. (2017) la forma molecular de BMP15 no ha sido comprendida por completo,
sin embargo en ensayos invitro e insilico se ha propuesto las secuencia SEVPGPSREHDGPES como
posible epitope que se une al receptor, esta region se encuentra codificada en el exén 11 del gen BMP15
fuera de la region donde se localiza la variante 31-33. Por otro lado, Seidah et al. (1999) y Swinerd et
al. (2023) menciona que el dominio maduro de la proteina deberia estar procedido por un motivo
RXXR, en las secuencias existen al menos 5 posibles sitios por lo que no se pueden descartar el efecto

de esta variante sobre la funcion estructural de la proteina y su efecto sobre su funcién normal.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron la presencia de la variante 31-33 del gen
BMP15 en ovejas de la raza Katahdin, esta variante causa la perdida de una leucina y un cambio
estructural en el plegamiento de la proteina, los genotipos mutantes presentaron una tendencia a
incrementar en el tamafio de la camada de las ovejas positivas con respecto a las ovejas silvestres, sin
embargo no se demostro una asociacion significativa, el rebafio no esta en equilibrio Hardy-Weinberg
lo que indica una presién selectiva del productor, los hallazgos pueden ser Utiles para indagar méas
sobre los procesos genéticos que determinan el tamafio de la camada a partir de estudios con un mayor
numero de ovejas evaluadas y un mayor nimero de registros para detectar el efecto de las variantes del

gen BMP15 sobre el tamafio de la camada.
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