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SUMMARY

Polymorphisms in major gene effect related to reproductive activity have been described in sheep. Mutations located in the GDF9 gene have been 
associated with increased ovulation rate and litter size. GDF9 factor is secreted by the oocyte and is a member of the family of transforming growth 
factors (TGF-β) located on chromosome 5. The aim of this study was to identify the presence of polymorphic regions (G1 and G8) in the GDF9 gene 
in Araucano creole sheep. DNA was extracted from 100 blood samples and the presence of mutations was determinated using PCR-RFLP. Two regions 
were amplified, one corresponding to exon 1 of 462 bp digested with restriction enzyme HhaI and a 139bp fragment corresponding to exon 2 digested 
with enzyme DdeI. The presence of polymorphisms in G1 of GDF9 gene were detected with a genotype frequency of 0.56 (genotype GG), 0.44 
(genotype GA) and an allele frequency of 0.78 for the allele (G) and 0.22 for the allele (A). No polymorphisms were detected in G8. This is the first 
report of this polymorphism in sheep in Chile that could serve as a genetic marker for marker for prolificacy selection in the the Araucano creole sheep.
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RESUMEN

En la especie ovina se han descrito una serie de polimorfismos en genes de efecto mayor relacionados con la actividad reproductiva. Las mutaciones 
ubicadas en el gen de efecto mayor GDF9 se han asociado con el incremento de la tasa ovulatoria y el tamaño de la camada. GDF9 es un factor celular 
secretado por el ovocito y es miembro de la familia de factores de crecimiento transformante (TGF-β) localizado en el cromosoma 5 ovino. El objetivo 
de este trabajo fue identificar la presencia de los polimorfismos en los sitios G1 y G8 en el gen GDF9 en ovinos criollos Araucanos. Se extrajo el ADN 
de 100 muestras sanguíneas para posteriormente determinar la presencia de las mutaciones utilizando la técnica PCR-RFLP. Fue amplificada una 
región de 462 pb correspondiente al exón 1, la cuál fue digerida con la enzima de restricción HhaI, el siguiente fragmento amplificado fue de 139 pb 
correspondiente al exón 2, siendo digerido con la enzima DdeI. Se identificó la presencia del polimorfismo G1 con una frecuencia genotípica del 0,56 
(genotipo GG), 0,44 (genotipo GA) y una frecuencia alélica de 0,78 para el alelo (G) y 0,22 para el alelo (A). No se detectó la presencia de polimorfismo 
G8. Este es el primer reporte de este polimorfismo en ovinos en Chile que podría servir como un marcador genético de prolificidad para la selección de 
ovinos criollos Araucanos.  

Palabras clave: prolificidad, reproducción ovina, marcadores moleculares.

INTRODUCCIÓN

Recientes progresos en genética molecular han hecho 
posible la búsqueda de genes candidatos que controlan 
rasgos reproductivos. La selección asistida por marcado-
res (MAS) utiliza secuencias de ADN que están asociadas 
con un rasgo específico, lo cual permite complementar 
los datos fenotípicos utilizados para la selección, basán-
dose en una evaluación molecular directa (Mahmoud y 
Nawito 2012). Comúnmente se utilizan polimorfismos de 
nucleótido simple (SNP) para el desarrollo de marcado-

res genéticos ya que proporcionan información puntual 
acerca de la variación alélica en un locus. La reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) asociada con la técnica 
de polimorfismos de longitud de fragmentos de restric-
ción (RFLP) permite de manera rápida, simple y exacta 
genotipificar SNPs. Esta técnica requiere de enzimas de 
restricción que reconocen secuencias nucleotídicas espe-
cíficas, permitiendo discriminar las diferentes variacio-
nes alélicas de interés.
En varias razas ovinas se han descrito diferentes genoti-
pos con efectos sobre la tasa ovulatoria y la prolificidad. 
La mayor parte de ellos están asociados a mutaciones lo-
calizadas en genes de efecto mayor BMPR1B, BMP15 y 
GDF9 pertenecientes a la superfamilia de los Transfor-
ming Growth Factor-β (TGF-β). Muchos de estos facto-
res de crecimiento son expresados por células somáticas 
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del ovario y por ovocitos en crecimiento, con funciones 
reguladoras intraovaricas de la foliculogénesis (Knight y 
Glister 2006). En el estado preantral, GDF9 ha mostra-
do ser efectivo estimulando el crecimiento de folículos 
en ratas in vitro y promueve la sobrevida folicular supri-
miendo la atresia y la apoptosis de las células de la gra-
nulosa (Otsuka y col 2011). También se ha reportado que 
las células del cúmulo requieren GDF9 previo al aumen-
to de LH, para soportar la cascada metabólica, tales como 
glicólisis y biosíntesis de esteroles (Dekkers 2004).  El 
locus GDF9 inhibe la esteroidogénesis inducida por FSH 
y la expresión del receptor de LH. Aumenta la regulación 
de la prostaglandina endoperóxido sintasa-2 (COX-2) 
y del receptor tipo 2 de las prostaglandinas, principal-
mente en células del cúmulo de folículos preovulatorios 
en ratas (Elvin y col 1999, Varani y col 2002). Diversos 
estudios han propuesto al locus GDF9 como marcador 
genético relacionado con la prolificidad. Hanrahan y col 
(2004) detectó 8 diferentes SNPs en ovinos, denomina-
dos G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7 y G8. Investigaciones 
más recientes proponen 5 nuevos SNPs; FecGSI, FecTT, 
A152G, T692C y G729T en distintas razas (Chu y col 
2011).  Asociándose un aumento en la tasa ovulatoria con 
las mutaciones G1, G8, FecGSI, FecTT, A152G, T692C y 
G729T principalmente en animales heterocigotos, mien-
tras que animales homocigotos presentan bajas tasas ovu-
latorias (Chu y col 2007).  Mediciones realizadas en ove-
jas, sugiere que el efecto de la mutación GDF-9 en la tasa 
ovulatoria es más grande que el de la mutación BMP-15, 
con una copia del alelo FecGH (G8), incrementando la 
tasa ovulatoria sobre 1,4 ovulaciones en las razas Cam-
bridge y Belclare (Davis 2004). Sin embargo, la mayor 
parte de los análisis se concentran en el locus G8 (FecGH) 
y G1 debido a que producen un aumento en el tamaño de 
camada (Hanrahan y col 2004, Moradband y col 2011).
En la región de La Araucanía, Chile, existe un ovino 
criollo denominado Araucano, utilizado principalmente 
como animal de doble propósito por pequeños y media-
nos agricultores. Recientemente esta población fue ca-
racterizada en sus aspectos morfológicos y productivos 
sugiriendo una aptitud más acorde a la producción de 
carne (Bravo y Sepúlveda 2010).  Otros estudios han de-
mostrado que posee altos índices reproductivos (Sepúl-
veda 1999, Sepúlveda y col 2001), pero se desconoce la 
existencia de algún factor genético relacionado a este ras-
go. El objetivo de este trabajo fue identificar la presencia 
de los polimorfismos G1 y G8 del gen GDF9 en el ovino 
criollo Araucano, a través de la técnica PCR-RFLP.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se extrajeron 100 muestras sanguíneas de ovejas adul-
tas (2-4 partos) y machos con una edad promedio de 3,5 
años. Estos animales pertenecen al Núcleo Genético de 
ovinos criollos Araucanos (NOA) de la Estación Experi-
mental Maquehue de la Universidad de La Frontera, ubi-

cada en la comuna de Freire, Región de La Araucanía, 
Chile. El NOA se formó hace 10 años, con ovinos pro-
venientes de distintas comunas de la región (Padre Las 
Casas, Temuco, Vilcún, Lautaro, Cunco, Freire, Villarrica, 
Victoria, Melipeuco, Chol Chol y Nueva Imperial). Ac-
tualmente posee un total de 120 animales, los cuales se 
han seleccionado en los últimos 5 años por sus ganancias 
de peso vivo y prolificidad. Las hembras muestreadas se 
encontraban en fase de anestro estacional. La extracción 
de ADN genómico se realizó mediante el kit comercial 
Axyprep Blood Genomic DNA Miniprep (AxigenSci. 
Inc., CA, EUA).  Fueron sintetizados los sets de parti-
dores para amplificar dos regiones del gen GDF9 según 
lo descrito por Hanrahan y col (2004), un fragmento de 
462 pb del exón 1 y 139 pb del exón 2 (cuadro 1). La 
PCR se realizó en un volumen final de 50 µl, conteniendo 
100 ng de ADN genómico, 2,5 U Paq5000 polimerasa, 5 
µl del buffer 10X Paq 5000TM, 500 µM dNTPs, 250 nM 
de los partidores forward y reverse. Las condiciones de 
amplificación para ambos fragmentos incluyeron una de-
naturación inicial de 95°C por 5 minutos, seguidos de 30 
ciclos de denaturación a 95°C por 20 segundos, hibrida-
ción a 60°C por 20 segundos, extensión a 72°C por 30 
segundos, y una extensión final de 72°C por 5 minutos.  
Posteriormente los productos fueron separados mediante 
una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (p/v). Los 
productos de PCR fueron digeridos con las enzimas HhaI 
y Dde1 respectivamente, en un volumen de reacción final 
de 25 µl. El mix de digestión se incubó por 7 horas a 37°C, 
posteriormente los productos de la digestión fueron sepa-
rados por electroforesis en gel de agarosa al 3,5% (p/v) y 
teñidos con GelRed (Biotium, Inc. EUA).  El gel fue vi-
sualizado en un transluminador bajo luz UV utilizando un 
marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen com-
pany, USA). El cálculo de frecuencias genotípicas, aléli-
cas y el equilibrio de Hardy Weinberg se realizó a través 
del software online1. El test de chi cuadrado  fue determi-
nado a través del software SPSS Statistics para Windows, 
versión 16,0 (SPSS Inc. Chicago. USA).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Para detectar la mutación G1 se amplificó un frag-
mento de 462 pb, la digestión con la enzima HhaI generó 
los siguientes patrones: para el genotipo GG 254 pb, 156 
pb y 52 pb, para el genotipo GA se generaron cuatro pa-
trones: 410 pb, 254 pb, 156 pb y 52 pb (figura 1).

Para detectar la mutación G8 se amplificó un produc-
to de PCR de 139 pb, la digestión con la enzima DdeI 
generó dos fragmentos de 108 pb y 31 pb, que corres-
ponden a al genotipo CC (Figura 2).  El número de alelos 
observados en los dos loci investigados, fueron simila-
res a los reportes previos realizados por Hanrahan y col 
(2004).

1	 www.husdyr.kvl.dk 
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La mutación G1 (figura 1) mostró ser polimórfica en 
la población de ovinos criollos Araucanos, con una fre-
cuencia de 0,56 para el genotipo GG y de 0,44 para el ge-
notipo GA.  El cálculo de la frecuencia alélica fue de 0,78 
para el alelo G y de 0,22 para el alelo A (cuadro 2).  No 
se detectó para la mutación G1 la presencia de individuos 
homocigotos portadores del genotipo AA.

Estos resultados coinciden con reportes previos rea-
lizados en ovinos asiáticos, los cuáles promediaron fre-
cuencias genotípicas de 0,66 para los individuos GG; 
0,32 para los individuos GA y 0,02 para los individuos 
AA (cuadro 3). En algunos casos no fue posible detec-
tar la presencia de individuos mutantes (Ghaderi y col 
2010), lo cual coincide para el locus G8 en este estudio. 
No existen antecedentes filogenéticos que corroboren el 
parentesco de ovinos asiáticos y el criollo Araucano, sin 
embargo, se sabe que la población ovina de Chile tie-
ne un origen ibérico, con una fuerte influencia de ovinos 
de origen británico introducidos al país a partir del siglo 
XIX (Correa 1938).

El test de chi cuadrado, indicó que la población no 
se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg para esta 
mutación (χ2 = 5,66). Esto se debe probablemente a que 

existe una constante rotación de carneros con rebaños 
asociados y a una intensa selección de hembras en base 
a sus índices reproductivos. Esto provoca el descarte de 
individuos menos prolíficos o infértiles dentro de la po-
blación, lo que podría explicar la ausencia del genotipo 
AA para la mutación G1. GDF9 es un gen candidato im-
portante debido a que está involucrado en el control de 
la tasa de ovulación y el consiguiente aumento del tama-
ño de la camada en el ganado ovino de diferentes razas 
(Silva y col 2010, Mahmoud y Nawito 2012). Existen 
estudios que indican la influencia del genotipo hetero-
cigoto en el incremento del número de crías por parto 
(Hanrahan y col 2004, Barzegari y col 2010). También 
se ha señalado que las ovejas que son homocigotas para 
esta mutación son infértiles debido a que desarrollan una 
atresia ovárica (Hanrahan y col 2004). El polimorfismo 
G1 incrementaría el tamaño de la camada entre 1,3 y 1,7 
crías más por parto (Javanmard y col 2011, Moradband 
y col 2011). Barzegari y col (2010), no encontraron una 
asociación entre los individuos mutados y esterilidad, 
aunque los animales que fueron estériles poseían ambas 
mutaciones tanto la variante G1 del gen GDF9 como la 
variante FecBG del gen BMP15.

Cuadro 1.	Secuencia de partidores utilizados para PCR-FLRP (Hanrahan y col 2004).

	 Primers used for PCR-FRLP  (Hanrahan et al 2004).

Gen Mutación Secuencia partidor 5´→3´ Cambio nucleotídico

GDF9

(AF078545)
G1

F-GAAGACTGGTATGGGGAAATG-

R-CCAATCTGCTCCTACACACCT-
 G→A

  G8
F-CTTTAGTCAGCTGAAGTGGGACAAC

R-ATGGATGATGTTCTGCACCATGGTGTGAACCTGA
C→T

Figura 1.	PCR-RFLP de la mutación G1 del gen GDF9 dige-
rido con la enzima  HhaI. Líneas 1 y 2: genotipo GG. Línea 
3: genotipo GA. MP: marcador de peso molecular. N: control 
negativo.

	 PCF-RFLP products of GDF G1 by restriction enzyme Hhal. 
Lanes 1 and 2: genotype GG. Lane 3: genotype GA. MP: molecular 
weight marker. N: negative control.
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Figura 2.	PCR-RFLP de la mutación G8 del gen GDF9 digerido 
con la enzima DdeI. Todos los productos (líneas 1 a 5) correspon-
den al genotipo CC. MP: marcador de peso molecular. N: control 
negativo.
	 PCR-FRLP products of GDF9 G8 by restriction enzyme 
DdeI. All products (lanes 1 to 5) correspond to genotype CC. MP: mo-
lecular weight marker. N: negative control.
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El locus G8 fue monomórfico en la población estu-
diada (figura 2), encontrándose en la población evaluada 
solo el genotipo CC. Estudios realizados en razas pro-
líficas asiáticas tampoco mostraron la presencia de esta 
mutación, pero se ha detectado en razas europeas como 
Belclare y Cambridge (Hanrahan y col 2004, Ghaffari y 
col 2009). La mutación G8 también llamada FecGH (high 
fertility) causa incrementos en la tasa ovulatoria en ove-
jas heterocigotas, mientras que ovejas homocigotas son 
estériles (Vacca y col 2010).

Los resultados obtenidos en este estudio permitieron 
solo la identificación del polimorfismo G1 del gen GDF9 
en la población de ovinos criollos Araucanos.  Este es el 
primer reporte de este polimorfismo en ovinos en Chile, 
investigaciones posteriores están orientadas a establecer 
estudios de asociación y determinar el impacto en el me-
joramiento reproductivo de los rebaños al utilizarlo en la 
identificación temprana de individuos prolíficos.  
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