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INTRODUCCIÓN 
Habitualmente se utilizan marcadores génicos anónimos, especialmente secuencias microsaté-
lite, para realizar mapas de ligamiento. Estos mapas se emplean en la identificación de los 
genes que influyen sobre los caracteres cuantitativos de interés en producción animal (QTLs). 
Este método se ha utilizado en diferentes estructuras familiares que constituyen complejos 
pedigríes (Georges et al. 1995, Spelman et al. 1996, Coppieters et al. 1998, Walling et al. 
2000).  
Una segunda aproximación al estudio de QTLs sigue la hipótesis de los genes candidatos. Un 
gen candidato es aquel que  puede estar implicado en la expresión o fisiología de un carácter 
determinado. Los conocimientos bioquímicos o fisiológicos de que se dispone, permiten pre-
decir si un gen puede ser estructural, regulador o si su actividad afectaría a la cadena bioquí-
mica de síntesis o degradación de sustratos (Lynch y Walsh, 1998). Esta hipótesis postula que 
una proporción significativa de la varianza genética de un carácter, se debe a la segregación 
de diferentes alelos de sus genes candidatos (Bryne y McMullen, 1996). La estrategia “Gen 
candidato” ha funcionado eficazmente en la detección de genes que contribuyen en pequeña 
medida a la varianza total de un carácter y en poblaciones que poseen un bajo poder estadísti-
co en estudios de ligamiento (Ebstein et al., 1996; Gelernter y Crowe, 1997). 
Hemos emprendido el estudio de genes candidatos con la pretensión de poder mejorar el es-
quema de selección de la raza Churra. En la primera etapa, nuestro objetivo es identificar la 
existencia de variación genética, especialmente la que afecta a la estructura primaria de la 
proteína. Uno de los genes elegidos es el receptor de la hormona de crecimiento (GHR). Me-
diante estudios de marcadores microsatélites realizados en nuestro laboratorio, se ha encon-
trado un indicio de QTL para producción de leche en el cromosoma 16 muy próximo a la lo-
calización del marcador AGLA29 (Gutierrez-Gil, 2004 y El-Zarei, 2004). En esta misma re-
gión se localiza el locus GHR, por lo que este gen podría ser el responsable de la aparición del 
QTL. En 1998, Arranz et al., encontraron un QTL con efecto mayor en la producción y en la 
composición de la leche. Posteriormente, Blott et al., 2003, describieron una sustitución F por 
Y en la posición 279 de la secuencia aminoacídica del exón 8, en la región del dominio 
transmembrana del GHR, que podía explicar el QTL encon-
trado. La mutación afecta a la producción de leche 
(67±16Kg.) y de grasa (-1,4±0.6Kg.). Además, justifica entre 
el 2,3% y el 5,5% de la varianza del porcentaje de grasa y 
entre el 0,7% y el 2,9% de la varianza de la producción de 
leche. 
El objetivo de este trabajo es identificar la variabilidad exis-
tente en la región transmembrana del gen GHR en la raza 
Churra.  

MATERIAL Y MÉTODOS 
Se han puesto a punto las condiciones de PCR para la utilización de los cebadores diseñados 
por Blott et al. (2003) para los exones 3, 4, 5, 6, 7 y 8 del gen GHR de la vaca.  
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Para aumentar las posibilidades de encontrar variabilidad, se preparó un panel formado por 30 
animales de la raza Churra, 8 de la Castellana, 8 de la Assaff, 8 de la Merina, 4 de la Awassi, 
4 de la Manchega, 4 de la Lacaune, 4 de la Latxa y 4 de la Milchschaf. En total 74 muestras 
diferentes. 
Se pusieron a punto las condiciones para amplificar cada uno de los fragmentos que contienen 
los exones 3, 4, 5, 6, 7 y 8 del gen GHR. Todas las reacciones de PCR funcionaron bien a 
60ºC y con concentraciones de MgCl2 que variaron entre 1,5 y 3mM. Para cada fragmento se 
siguió este perfil PCR: (94ºC-5’), 30 ciclos de (94ºC-30’’; 60ºC-40’’; 72ºC-40’’) y 72ºC-60’ 
en termocicladores GeneAmp PCR System 9700 de Applied Biosystems. 
Cada producto de PCR se sometió a análisis de polimorfismos de cadena simple (SSCP), de 
forma que se optimizaron las condiciones para maximizar la detección de mutaciones. Poste-
riormente se secuenciaron representantes de cada uno de los patrones electroforéticos para 
determinar su genotipo. El alineamiento de las secuencia resaltó los lugares de variación bus-
cados. Se empleó un secuenciador MegaBACE 500 de Amersham Biosciences y ET temina-
tors. Los resultados se comprobaron en la base de datos del NCBI, cuya dirección en internet 
es http://www.ncbi.mlm.nih.gov, y se procesaron mediante el software polyPhred. Posterior-
mente se editaron en el programa Consed. Adicionalmente se diseñó un script de shell que 
simplifica el análisis con estos paquetes informáticos.  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
En el fragmento que contiene el exón 3 se obtuvieron 4 patrones electroforéticos distintos por 
análisis de SSCP. Cada patrón comprende una combinación diferenciada de bandas de cadena 
simple. Cuando fue posible, se secuenciaron 3 animales que presentaban cada uno de los pa-
trones. De la secuenciación de estos individuos no se pudo extraer ninguna diferencia genotí-
pica clara, a pesar de ser 4 los fenotipos estudiados. Esto no implica que tal diferencia no exis-
ta, sino que puede encontrarse en localizaciones en las que la fiabilidad de la secuenciación se 
reduce, como los extremos de los fragmentos. Si se da tal situación, estas mutaciones no ten-
drían efecto sobre la secuencia primaria de la proteína, porque no incidirían sobre el exón 3, 
que está centrado en la secuencia del fragmento amplificado. 
En el fragmento que engloba 
al exón 4 se encontraron 3 
patrones electroforéticos 
distintos. Tras la secuencia-
ción de los patrones, se ob-
tuvieron 4 polimorfismos de 
un nucleótido (SNPs). Se 
localizaron 4 polimorfismos 
Y (C-T) en las posiciones 
70, 122, 271 y 412 de la 
secuencia consenso. Se loca-
lizaron los homocigotos C y 
T en todas las posiciones, 
salvo en la 412, en la que 
únicamente encontramos el 
homocigoto T. Esta posición 
está cerca del extremo de la 
secuencia y en esta región la 
calidad de los electrofero-
gramas (medida con el programa Phred), desciende notablemente. En cada uno de los patro-
nes secuenciados se encontró más de un genotipo.  

EExxóónn 44

70Y 122Y 
Ser-Phe 

271Y 412Y

EExxóónn 55

50Y
241R 

Gly-Asp 

331R

Representación esquemática de la localización de los poli-
morfismos encontrados en los fragmentos 4 y 5. 
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Este fenómeno podría explicarse si la técnica de SSCP detectara únicamente las diferencias 
conformacionales causadas por la modificación de la base de la posición 271, siendo la sensi-
bilidad hacia las demás de muy baja entidad con respecto a esta. De esta manera, en el primer 
patrón se encontraron los genotipos YYYY y TYYY, en el segundo patrón se encontraron los 
genotipos CCCY, TCCT y YCCY  y en el tercero los genotipos TYTT y TTTT. El polimor-
fismo Y de la posición 121 se traduce en un cambio de aminoácido Ser, cuando la base es C, a 
aminoácido Phe, cuando la base es T, en la posición 48 de la secuencia polipeptídica. 
En el fragmento que engloba al exón 5 se encontraron 6 patrones electroforéticos  distintos. 
La secuenciación de estos patrones mostró 3 SNPs localizados en las posiciones 50, 241 y 331 
de la secuencia consenso. En la posición 50 se localiza una variación Y (C-T) de la cual se 
han encontrado los 2 homozigotos C y T. En la posición 241 se localizó un polimorfismo R 
(G-A) del cual sólo se ha observado el homocigoto G. En la posición 331 se encontró el hete-
rocigoto R (G-A) del cual sólo se ha observado el homocigoto G. El genotipo para el primer 
patrón electroforético es CGG. En el segundo patrón electroforético se encontraron los geno-
tipos YRG y TGR. En el tercer patrón el genotipo es YGG, en el cuarto el genotipo es YRG, 
en el quito el genotipo es YRG y en el sexto el genotipo es CGG. El polimorfismo R de la 
posición 241 se traduce en un cambio de aminoácido Gly, cuando la base es G, a aminoácido 
Asp, cuando la base es A, en la posición 130 de la secuencia polipeptídica. 
En el fragmento que engloba al exón 6 se diferenciaron 3 patrones de SSCP. La secuenciación 
de estos patrones sólo mostró un SNP en la posición 294 de la secuencia consenso. Se trata de 
un polimorfismo Y(T-C) del cual sólo se ha encontrado el homocigoto T. El primer patrón 
mostró el genotipo T, el segundo patrón mostró el genotipo Y y el tercer patrón mostró el ge-
notipo T. 
En el fragmento que contiene el exón 7 se obtuvieron 5 patrones electroforéticos. De la se-
cuenciación de estos patrones se obtuvo un único SNP. En la posición 44 apareció un poli-
morfismo Y (C-T) del que sólo se ha encontrado el homocigoto T. En el primer patrón se ob-
tuvo el genotipo C, en el segundo el genotipo T, en el tercero el genotipo T, en el cuarto el 
genotipo Y y en el quito el genotipo T.  
De la secuenciación del fragmento que contiene el exón 8 se obtuvieron 6 patrones de SSCP. 
Tras la secuenciación de estos no se ha encontrado ningún SNP.  
Como conclusión, los resultados obtenidos permiten suponer la existencia de variabilidad en 
la secuencia primaria de la proteína, al menos en 2 puntos, pudiendo, teóricamente, encontrar-
se estas estructuras proteicas: 

 48 130 
1 Ser Gly 
2 Ser Asp 
3 Phe Gly 
4 Phe Asp 

El paso siguiente tendrá por objeto buscar la existencia de estos potenciales alelos en una 
muestra de diferente tamaño de ovejas de la raza Churra para estimar las frecuencias y buscar 
posibles asociaciones con caracteres productivos.  
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