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RESUMEN: La melatonina es una hormona que regula los ciclos circadianos y muchos de los aspectos reproductivos de los
mamiferos y es secretada por la glandula pineal en las horas de ausencia de luz. Esta hormona posee receptores dacalptaafinidad
dos a proteinas de tipo G, denominados MT1. Un polimorfismo de la secuencia que codifica para estos receptores esgaftegnvolucr
el control de la reproduccion estacional de los ovinos. El propésito de este estudio busca determinar la presenciaideigdinorf
receptor MT1 en la oveja criolla Araucana, un ovino local en el que se ha registrado un corto anestro reproductivo. feafagoder
este trabajo se utilizé la técnica denominada reaccion en cadena de la polimerasa para polimorfismo en el tamafio déedesiéragmen
restriccion PCR-RFLP, para lo cual, se obtuvieron muestras de ADN gendmico de 50 ovejas Araucanas, las cuales fuercordigeridas
la endonucleasa de restriccion Mnll. Se logré identificar la presencia del polimorfismo del receptor MT1 en la oveja Arasicana.
genotipos se hallaron en una frecuencia de 68% para el genotipo +/+, 28% para el genotipo +/- y4% para el genotipde/-. Este al
porcentaje de animales con genotipo +/+ podria explicar el corto anestro reproductivo que presenta esta raza.
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INTRODUCCION

La melatonina es una hormona secretada por la glAbeciaet al, 2007) y a la duracién del anestro reproductivo
dula pineal en ausencia de luz, esta informacién es percibedaesta especie (Nicotd al, 2008). Existen receptores de
por la retina la cual es conducida a través de los nervialta afinidad para la melatonina acoplados a proteinas tipo G
Opticos y el tracto retinohipalamico, la sefial llega a la par-llamados MT1 que regulan su efecto sobre los tejidos que tie-
te posterior del cerebro, especificamente al ganglio cervigan relacion con las caracteristicas reproductivas (Dubocovich
superior (Arendt, 1998). Este 6rgano supone la transicion engteal., 2010). EI gen que codifica el receptor MT1 es
una sefial fisica y una sefial quimica. En el ganglio cervigalimérfico en individuos de una misma raza (Messe,
superior se libera noradrenalina, la cual es captada por reck@97; Carcangiet al, 2009). Existen trabajos donde se ha
tores alfa y beta adrenérgicos de la membrana celular de és$ablecido una asociacion entre el polimorfismo del receptor
pinealocitos que a su vez son los responsables de la sintb&id y el desarrollo reproductivo asociado a la duracién del
de n-acetil transferasa, una enzima fundamental en la sintesisstro en algunas razas ovinas (€hal, 2003; Mateescu
de melatonina a través de aminoécido triptéfano (Arroyet al, 2009). Estas caracteristicas han sido reportadas princi-
2011). Se le han atribuido numerosas funciones relacionag@$mente en ovinos de razas criollas, mas rdsticas y que viven
como agente regulador de los ciclos circadianos, funciones condiciones climaticas complejas.
inmunoldgicas, inhibicion de tumores y dltimamente como
un antioxidante (Reiter, 2003; Turek & Gillette, 2004). En En el sur de Chile, existe la oveja criolla Araucana,
ovinos, la melatonina tiene un efecto importante sobre el coom ovino local que recientemente se ha caracterizado en su
portamiento reproductivo, estaria asociado a la fertilidaspecto morfoestructural y productivo (Bravo & Sepulveda,
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2010). Es utilizado como un animal de doble propdsito (caan un gel de agarosa al 1,5% tefiido con GelRedTM
ne y lana), esta adaptado a las condiciones climaticas lofBiotium, Inc. EUA).
les y es criada principalmente por pequefios agricultores de
la regién (Sepulveda, 1999). Estos animales presentan un  Se procedi6 a elaborar un mapa de restriccion para la
corto anestro reproductivo comparado con otras razas ex@sdonucleasa Mnll (New EnglandBiolabs. Inc. EUA) se-
tentes en la regién de la Araucania, caracteristigén lo descrito por Messet al. Para la digestién del pro-
reproductiva muy valorada por los agricultores (Sepulveducto de PCR se utilizé 3U de la endonucleasa de restric-
etal, 2001). El objetivo de este de este trabajo fue identiftion Mnll (New England Biolabs. Inc. EUA) y se incubd6
car la presencia del polimorfismo A612G del receptor MTfor 3 horas a 37°C.Una vez finalizada la digestion se identi-
y establecer las frecuencias genotipicas de las variantedidaron los diferentes alelos del polimorfismo A612G (+/+,
este polimorfismo en ovejas de la raza Araucana. +/-y -I-) en geles de agarosa al 3%, tefiido con GelRedTM
(Biotium, Inc. EUA).

MATERIAL Y METODO Andlisis estadisticoSe utilizo el software Genepop online
version 4.0.10 para determinar la frecuencia alélicas y
genotipicasdel polimorfismo A612G en la muestra de ove-

Manejo animal y muestreo Se utilizaron 50 ovejas de lajas evaluadas.

raza criolla Araucana pertenecientes al Nucleo Genético de

ovinos Araucanos del Campo Experimental Maquehue de

la Universidad de La Frontera (38°50°29” latitud sur \RESULTADOS Y DISCUSION

72°41'27" longitud oeste), ubicado en la comuna de Freire

a 14 Km de la comuna de Padre Las Casas, region de La

Araucania, Chile. Por PCR se amplificé una region de 631 pb que co-
rresponden al exén Il del receptor MT1 de la melatonina en

A cada hembra se le extrajo 6 ml de sangre mediareinos. La digestion con la endonucleasa Mnllpermitio
puncién de la vena yugular usando el sistema de extraccidantificar el polimorfismo en la posicion 612 (Fig.1) don-

BD Vacutainer® K2 EDTA 10,8 mg (BD, Franklin Lakes,de existe una sustitucion de G por A generando los genotipos

NJ, EUA). Las muestras de sangre fueron trasladadas a 4/+, +/- y -/- (Tabla I).

al laboratorio de Produccion Animal de la Universidad de

La Frontera donde se extrajo el ADN genémico de cada ani- Tabla I. Frecuencia alélica y genotipica del polimorfismo

mal, utilizando el kit comercial Axyprep Blood Genomic A812G en ovejas criollas Araucanas (n= 50).

DNA Miniprep Kit (AxigenSci. Inc., CA, EUA), el cual fue Frecuenda alélica Frecuencia genotipica
almacenado a -20°C hasta su posterior uso. + - ++ +- -
0,82 0,18 68% 28% 4%

Genotipificacion y reaccién en cadena de la
polimerasa para polimorfismo en el tamafio de los fragmen-
tos de restriccion (PCR-RFLP). Se disefi6 un set de partidores  E| analisis con el software Genepop arrojé una fre-
por medio del software Amplifx version 1.5, basados en Kyencia genotipica observada de 68% para el genotipo +/+,
secuencia del exon Il del gen que codifica el receptor MEB% para el genotipo +/- y4% para el genotipo -/- (Tabla I),
(codigo de acceso Genbank: U14109) del Centro Interngalores son muy similares a los obtenidos en otros trabajos
cional de Informacion sobre Biotecnologia (NCBI, EUA)(Carcangiuet al, 2009), observandose diferencias signifi-
Forward: 5-GGCGCTGGCGTCTATAGTTAACAA-3" y cativas en las frecuencias obtenidas en los genotipos +/+y -
reverse: 5 -GATCGCATTGAGGCAGCTGTTGAA-3". /- en ovejas Araucanas.

El set de partidores amplificé una regién del exén I El primer genotipo presente en la figura 1 (+/+) mos-
de gen que codifica para el receptor MT1 de 631pb. k& 4 fragmentos: 236, 158, 82 y 67 pb. Este genotipo, se-
PCR se realizé en tubos de 0,2 ml en un termocicladgiin la literatura seria la variante de interés y presenta todos
MultigeneGradient (Labnet International Inc. NJ, EUA). Elos sitios de reconocimiento de la enzima Mnl1 (Mateescu
ciclo térmico de amplificacion incluyo una denaturacidgt al). La frecuencia del genotipo +/+ (Tabla 1) presente en
inicial de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos dgste estudio fue similar a la encontrada en ovejas Sarda (68%)
denaturacion a 94°C por 1 minuto, hibridacion a 62,8°@arcangitet al, 2011), sin embargo es mas alto que el en-
extension 72°C por 1 minuto, y una extension final de 72%gntrado en razas ovinas francesas (52,4%) segun lo descri-
por 10 minutos. Los productos de PCR fueron chequeadespor Pelletieet al (2000).
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De acuerdo a los resultados obtenidos
en este estudio, la alta presencia del alelo +
- (+/-) MB seria el responsable del corto anestro
reproductivo que presenta este ovino criollo.
Pudiéndose iniciar un proceso de seleccion de
los animales que presenten este alelo y contri-
buir con la caracterizacion de la raza, sin olvi-
dar que la reproduccion ovina también es re-
gulada por factores como el efecto macho o la
disponibilidad de alimentos (Ptaszynska &
300 Molina, 2007).

250 De los antecedentes obtenidos podemos
200 concluir que la poblacion de ovejas Araucanas
evaluadas present6 el polimorfismo A612G del
150 receptor MT1 de melatonina, con una alta pre-
sencia del genotipo que se relaciona a un corto
anestro reproductivo. Este polimorfismo po-
100 dria servir como un marcador molecular para
la seleccion de animales de corto anestro, ca-
50 racteristica que determina la estacionalidad
reproductiva en razas ovinas.

Fig. 1. PCR-RFLP del exén Il del receptor MT1 de la melatonina en ovejas crg:tJ

. . . . . P . UINONES, J.; BRAVO. S.; PAZ, E. &
llas Araucanas. Linea 1: genotipo +/+, linea 2 genotipo -/-, linea 3 genotipo + “¥PULVEDA N. Detection of MT1 melatonin re-
linea 4 marcador de peso molecular de 50 pb. -~

ceptor gene polymorphism (MT1) in the araucana
creole sheepnt. J. Morphol., 30(2)546-549, 2012.

El segundo genatipo (-/-) preser_lte en la Figura 1 present6 3 fra_g— SUMMARY: Melatonin is a hormone that
mgntos: 303, 158y 82_pb. Este genotipo -/-, se prod_uce por una_sqsrtétblmates circadian rhythms and many of the
cion de G por A. Pelletiaat al reportan que este cambio de base e“m'r}%productive aspects of mammals and is secreted
el sitio de reconocimiento de la enzima Mnl1 e impide que corte esa p§fthe pineal gland during the hours of absence of
cién de la secuencia. Ademas, encontré una asociacion entre el genaijpo This hormone has high affinity receptors
-/- y la actividad anovulatoria en la raza Merino. coupled to G-like proteins, termed MT1. A

polymorphism of the sequence coding for these

El tercer genotipo (+/-) presente en la Figura 1 corresponde aRfeptors was involved in the control of seasonal
individuos heterocigotos los alelos de ambas variantes y que posee tggR§gduction in sheep. The purpose of this study

los fragmentos en discusion: 303, 236, 158, 82y 67 pb. was to determ'.ne the presence of MT1 receptor
polymorphism in Araucana creole sheep, a local

p .. L, breed with a short reproductive anestrus. To carry
Hernandezt al. (2005) no encontrd ninguna asociacion entre g|t this work, we used a technique called polymerase

polimorfismo del receptor MT1y la estacionalidad reproductiva en ovin@ain reaction-restriction fragment lengh
sin embargo este resultado parece ser muy particular y caracteristicpoti@norphism PCR-RFLP, for which samples were
la raza Tle-de-France, raza ovina del tronco Merino y de bajhtained from genomic DNA of 50 Araucana sheep,
estacionalidad. Por el contrario Mateestal encontr6 diferencias sig- which were digested with Mnl1 restriction

nificativas entre los portadores del alelo + con respecto al alelo -, ya §i@onuclease. It was possible to identify the

estos individuos necesitarian solo 124 dias entre el primer y segundofj§sence of MT1 receptor polymorphism in
to en la raza Dorset. raucana sheep. The genotypes were found in a

genotype frequency of 68% for genotype +/ +, 28%
. . - . for genotype + / - y4% for genotype - / -. This high
La frecuencia del alelo + identificado en ovejas Araucanas (Tablgcentage of animals with genotype + / + could

1), fue mayor a las reportadas en las razas ovinas Cornell Dorset, Tisdal@Siain the short reproductive anestrus featuring this
Polypay, Hampshire y Han (Notter & Cockett, 2005). Ademas algunioged.
autores han descrito el alelo + como el responsable de un corto anestro en

ovejas (Notter & Cockett; Chet al, 2006). KEY WORDS: Sheep reproduction;
Seasonal reproduction; Molecular markers.
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