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Role of fecundity genes in ovulation rate and litter size in sheep

Funcion de genes de la fecundidad en tasa ovulatoria y tamafo de la camada en ovejas
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ABSTRACT

Objective: to describe the role of the GDF9, BMP15 and BMPR-IB genes on ovulation rate and prolificacy in sheep.
Design/methodology/approach: A search and analysis of scientific information related to fecundity genes in sheep was
carried out from the Web of Science and Scopus databases.

Results: in the fecundity genes, it is included the Growth and Differentiation Factor 9 (GDF9), Bone Morphogenic Protein
15 (BMP15) and Bone Morphogenic Protein Receptor type 1B (BMPR1B), which belong to the Transforming Growth Family
factor type B (TGFf). In most of the mutations found in the coding regions of these genes, heterozygous sheep show
an increase in ovulation rate and prolificacy; on the contrary, homozygous sheep are infertile. However, some breeds of
sheep with a double mutation or homozygous copies have high ovulation and prolificacy rates.

Implications: these genetic variants found in the fecundity genes related to the ovulation rate and prolificacy in the sheep,
represent a great utility in the implementation of genetic improvement programs, aimed to improve the reproductive
efficiency and profitability of the flocks.

Conclusions: these fecundity genes participate in the proliferation, growth and differentiation of theca and granulose
cells, favor steroidogenesis in granulosa cells and are fundamental in folliculogenesis at the ovarian level. Heterozygous
genotypes have an increase in ovulatory rate and prolificacy, but homozygous sheep are infertile. However, in some

breeds, homozygous or double mutation genotypes are fertile and have high ovulation and prolificity rates.
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RESUMEN

Objetivo: describir la funcion de los genes GDF9, BMP15 y BMPR-IB en tasa ovulatoria y prolificidad en ovejas.
Disefio/metodologia/aproximacion: Se realizd una busqueda y un analisis de la informacion cientifica relacionada con

genes de la fecundidad en ovejas, a partir de las bases de datos de la Web of Science y Scopus.
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Resultados: en los genes de la fecundidad, se tiene el Factor de
Crecimiento y Diferenciacion 9 (GDF9), la Proteina Morfogénica
Osea 15 (BMP15) y el receptor de la Proteina Morfogénica Osea tipo
1B (BMPR1B), que pertenecen a la familia del Factor de Crecimiento
Transformante tipo f (TGFB). En la mayoria de las mutaciones
encontradas en las regiones codificantes de estos genes, las ovejas
heterocigotas aumentan tasa ovulatoria y prolificidad; mientras que,
las homocigotas son infértiles. No obstante, algunas razas de ovinos
homocigotas tienen tasas ovulatorias y prolificidad altas.
Implicaciones: las mutaciones en los genes de fecundidad relacionadas
con tasa ovulatoria y prolificidad, representan una gran utilidad en
la implementacion de programas de mejoramiento genético, para
mejorar la eficiencia reproductiva y rentabilidad de los rebafios.
Conclusiones: estos genes de la fecundidad participan en la
proliferacion, crecimiento y diferenciacion de las células de la teca y
granulosa, favorecen la esteroidogénesis en las células de la granulosa
y son fundamentales en la foliculogénesis a nivel ovario. Los genotipos
heterocigotos aumentan tasa ovulatoria y prolificidad, pero las ovejas
homocigotas son infértiles; sin embargo, en algunas razas, el genotipo

homocigoto es fértil y con tasas ovulatoria y de prolificidad altas.
Palabras clave: genes, GDF9, BMP15, BMPRI1B, fecundidad.

INTRODUCCION

La reproduccion

en la eficiencia y rentabilidad del rebafo, la cual podria medirse a traves de
la tasa ovulatoria y prolificidad en la oveja; sin embargo, esta especie pre-
senta gran variabilidad genética en dichas variables, la cual esta asociada a
genes de efecto mayor que intervienen en la funcion ovarica (Hanrahan et al.,
2004). Dentro de estos genes se encuentran el Factor de Crecimiento y Dife-
renciacion 9 (GDF9), la Proteina Morfogénica Osea 15 (BMP15) y el receptor
de Proteina Morfogénica Osea tipo 1B (BMPR-1B), que pertenecen a la familia
del TGFB, son altamente expresados en el ovocito y se han identificado en
diferentes razas de ovinos (Hanrahan et al,, 2004; De Castro et al., 2016).
El conocimiento referente a la identificacion e influencia de polimorfismos
reportados en estos genes, permitira comprender el control genético de los
genotipos en variables reproductivas en la oveja. Por lo tanto, el objetivo de
este analisis fue describir la funcion que desempefan los genes GDF9, BMP15
y BMPR-IB en la tasa ovulatoria y prolificidad de ovejas.

en los ovinos desempena
una funcion importante

Participacion de genes de la fecundidad en variables reproductivas:

Gen GDF9

El gen GDF9 ¢ FecG se encuentra en el cromosoma cinco de los ovinos
(Sadighi et al., 2002). Este gen tiene una longitud de 1365 pares de bases (pb)
y esta formado por dos exones y separados por un intron, codifica un pro-
propéptido de 456 aminoacidos y el péptido maduro activo es de 135 ami-
nodcidos (Bodensteiner et al.,, 1999). Es altamente expresado en los ovocitos,
y la proteina que codifica este gen, es miembro de la familia de las proteinas
morfogénicas que pertenecen a la familia del TGFS (Hanrahan et al.,, 2004).
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Sus principales funciones son inter-
venir en la proliferacion y organiza-
cion de las células de la teca que ro-
dean al foliculo (Strauss y Williams,
2019), participar activamente en el
crecimiento y desarrollo folicular
en todas las etapas de la foliculo-
génesis y promover la proliferacion
y diferenciacion de las células de la
granulosa (Juengel et al., 2013), las
cuales requieren de la sefalizacion
paracrina del gen GDF9 para que
las enzimas hialuronano sintasa 2 vy
el activador del plasmindgeno tipo
uroquinasa se expresen en el com-
plejo ovocito-cumulus, y se lleve
a cabo la expansion del cumulus.
Este proceso ocurre en los foliculos
preovulatorios antes de que se lleve
a cabo la ovulacion (Myers y Pangas,
2010). Cuando GDF9 se une a su re-
ceptor de membrana tipo 2, o BM-
PRIl (receptor de la proteina morfo-
génica osea tipo 1) en la célula de
la granulosa (Figura 1), se promueve
la fosforilacion del receptor tipo | o
ALK5 (receptor activina quinasa tipo
5); estos receptores reconocen y
fosforilan las proteinas SMAD, y con
ello se activan las vias de sefializa-
cion SMAD 2 y 3, las cuales se unen
a SMAD4 y se trasladan desde el
citoplasma al nucleo para interac-
tuar con los reguladores transcrip-
cionales, mediante lo cual se lleva
a cabo la transcripcion de genes de
respuesta, las funciones biologicas
de diferenciacion, estimulacion del
crecimiento del foliculo preantral,
y formacion cuboidal en células de
la granulosa que rodean al ovocito
(Sanfins et al., 2018). Ademas, la in-
teraccion del kit ligando (KL) con su
receptor c-kit en el ovocito (Figura
1), permite que GDF9 potencialice
el efecto del Factor de Crecimien-
to de Fibroblastos ocho (FGF8)
en la produccion de estradiol, sin
afectar la produccion de progeste-
rona (P4), inducido por la hormona



estimulante del foliculo (FSH) en las células de la granu-
losa (Miyoshi et al., 2012).

GDF9 promueve la expresion del receptor GPCR (re-
ceptor acoplado a proteinas G, por sus siglas en inglés,
clase A) de la FSH durante el desarrollo folicular (Orisa-
ka et al.,, 2006), ya que después de la etapa antral tem-
prana, se requiere gran cantidad de receptores a FSH en
las células de la granulosa para sostener el crecimien-
to constante del foliculo antral que es dependiente de
FSH (Orisaka et al,, 2006; Otsuka et al,, 2011). En las
razas Cambridge y Belclare, las ovejas heterocigotas in-
crementan su tasa ovulatoria, mientras que las ovejas
homocigotas son infértiles, debido a la hipoplasia ova-
rica y fallas primarias en la foliculogénesis (Hanrahan et
al., 2004). El fenotipo de infertilidad en estas dos razas,
estd directamente relacionado al cambio del aminoa-
cido serina (polar sin carga) por fenilalanina (no polar),
este cambio de polaridad afecta la union de GDF9 a los
receptores BMP tipo | o ALK5 (Hanrahan et al,, 2004;
Otsuka et al,, 2011). En ovejas heterocigotas de la raza
Thoka, la sustitucion de serina (polar sin carga) por ar-
ginina (polar), aumento la tasa ovulatoria, mientras que
las homocigotas presentaron infertilidad, debido a un
utero rudimentario, ovarios pequefos e inactivos y sin
desarrollo folicular (Nicol et al., 2009). En contraste, en
las razas Santa Inés, Blanca Noruega y Finnsheep, las
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ovejas homocigotas presentaron alta tasa ovulatoria y
prolificidad (Silva et al., 2010; Vage et al., 2013; Mullen y
Hanrahan, 2014). A la fecha, se han reportado once mu-
taciones en la region codificante del gen GDF9, pero
solo cinco afectan la tasa ovulatoria y el tamafo de la
camada (Cuadro 1).

Gen BMP15

El gen BMP15 o GDF-9B, también llamado FecX, se lo-
caliza en el cromosoma X de los ovinos (Galloway et al.,
2000), tiene una longitud de 1179 pb vy esta formado por
dos exones, los cuales estan separados por un intron;
codifica un pre-propéptido de 393 aminoacidos y el pép-
tido maduro activo es de 125 aminoacidos. Se expresa
en los foliculos hasta la etapa tipo 2 de desarrollo, células
del cumulus, y en ovocitos estructuralmente relaciona-
do al gen GDF9, debido a su patron similar de expresion
(Galloway et al., 2000; Strauss y Williams, 2019). La pro-
teina que codifica el gen BMP15 es miembro de la familia
de las proteinas morfogénicas oseas que pertenecen al
TGFB (Hanrahan et al., 2004). BMP15 estimula el creci-
miento y diferenciacion de las células de la granulosa,
las cuales mediante uniones homotipicas de la Conexi-
na-37/, favorecen el intercambio de nutrientes y sefiales
con el ovocito (Strauss y Williams, 2019).

Cuando BMP15 se une a su receptor de membrana tipo
2 o BMPRII (Figura 1), se activa al receptor
tipo | 0 ALK6 (receptor activina quinasa tipo
6) para que reconozca y fosforile a las pro-
teinas SMAD, y asi, se activen las vias de
sefializacion SMAD 1/5/8 (McNatty et al.,
2005; Moore y Shimasaki, 2005). Estas vias
de sefalizacion se unen a SMAD4 para que
puedan ingresar al nucleo, y una vez dentro,
se unen a cofactores especificos para que
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SMAD 1/5/8 B3

....... C-Kit sererennennasl 2
s
:
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inicien la transcripcion de los genes reque-
ridos por la célula y estimulen la prolifera-
cion de las células de la granulosa, creci-
miento y desarrollo del foliculo preantral y
se lleve a cabo la glucdlisis en las células
del cumulus, la esteroidogénesis vy la dife-
renciacion celular (Myers y Pangas, 2010;
Sanfins et al., 2018).

BMP15 induce la expresion del KL en célu-

las de la granulosa para que se lleve a cabo
la esteroidogénesis; pero por otro lado, el

Figura 1. Representacion esquematica de sefializacion paracrina entre el ovocito y las

células de la granulosa. Imagen modificada de Gilchrist et al. (2008) y Myers y Pangas

(2010).

KL inhibe la expresion del gen BMP15 en el
ovocito (Mcnatty et al., 2005; Miyoshi et al.,
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2012). Asi mismo, en presencia del
ovocito, tanto el KL como BMP15,
estimulan la mitosis de las células
de la granulosa (Strauss y Williams,
2019) vy reducen la produccion de
progesterona al suprimir la expresion
de la enzima reguladora StAR (pro-
teina reguladora aguda de la esteroi-
dogenesis) (De Castro et al., 2016).
Los homodimeros GDF9:GDF9 'y
BMP15:BMP15 poseen actividad
biologica; sin embargo, los hetero-
dimeros, GDF9:BMP15 de las protei-
nas de estos genes, recientemente
denominados cumulina, son mas
biocactivos y actuan como potentes
reguladores de las funciones de las
células de la granulosa y cumulus
para mejorar la calidad del ovocito
(Sanfins et al., 2018; Strauss y Wi-
lliams, 2019). En la actualidad en dis-
tintas razas de ovinos a nivel mun-
dial se han reportado nueve muta-
ciones en la region codificante del
gen BMP15 (Cuadro 1). Las ovejas
con genotipo heterocigoto incre-
mentan su tasa ovulatoria y prolifici-
dad, mientras que las homocigotas
son infértiles, debido a una hipopla-
sia ovarica, funcion anormal de las
células del cumulus vy fallas prima-
rias en la foliculogénesis (Hanrahan
et al, 2004). No obstante, las ovejas
homocigotas de las razas Crivette
y Olkuzka, son fértiles y tienen alta
tasa ovulatoria y gran tamafio de la
camada (Demars et al., 2013).

Receptor del gen BMPR-1B

El receptor del gen BMPR-1B, gen
Booroola (FecB) o receptor activina
guinasa tipo 6 (ALK6) se localiza en
el cromosoma 6 de los ovinos (Mul-
sant et al,, 2001; Souza et al., 2001;
Wilson et al., 2001), y es responsable
de la alta fecundidad en ovejas Me-
rino Booroola, con un efecto aditi-
VO en tasa ovulatoria y parcialmente
dominante en tamafio de la camada
(Davis, 2005). Se expresa en el cere-

88 | Lz AGRSR

bro, cerebelo, hipotalamo, hipofisis,
rifiones, Utero y oviducto (Wilson et
al, 2001; Tang et al., 2018); sin em-
bargo, su mayor expresion es en las
células germinales primordiales del
ovario. Este hallazgo sugiere gue la
forma mutante de BMPR-/B intervie-
ne en el proceso de formacion (Re-
ader et al, 2012), desarrollo y ma-
durez folicular (Tang et al.,, 2018). La
mutacion responsable del fenotipo
Booroola en las ovejas Merino fue
la sustitucion de adenina por guani-
na en la posicion 746 vy, en la posi-
cion 249 de la proteina, la glutamina
cambio por arginina (Mulsant et al.,
2001; Souza et al, 2001; Wilson et
al, 2001); es altamente conservada
y favorece la esteroidogénesis en
las células de la granulosa (Mulsant
et al., 2001). Se ha reportado que
la madurez precoz de los foliculos,
aunado al rapido inicio para respon-
der a la accion de la hormona lutei-
nizante (LH) a través de su receptor
GPCR, permite que mas foliculos
preovulatorios, =21 mm de diame-
tro, supervivan al efecto inhibitorio
de LH cuando se realiza la seleccion
del foliculo ovulatorio, lo cual va a
permitir contar con mas foliculos
para ovular (Juengel et al, 2013;
Guo et al, 2018).

Un estudio protedmico realizado en
ovejas Han de cola pequefa con la
mutacion FecB homocigota, repor-
to que la alta prolificidad provoca-
da por dicha mutacion en parte es
debida al mayor nivel de expresion
de las enzimas nicotinamida ade-
nina dinucledtido deshidrogenasa,
enzima adenosintrifosfato tipo F,
fumarato reductasa y componentes
del Citocromo C oxidasa, las cuales
fomentan mayor actividad oxidati-
va en las mitocondrias del ovario.
Dada la alta actividad oxidativa de
carbohidratos y lipidos, en la obten-
cion de energia para el ovocito, se

producen grandes cantidades de
especies reactivas de oxigeno; sin
embargo, en el fluido folicular de
las ovejas con la mutacion FecB,
se detectaron grandes cantidades
de antioxidantes como la cisteina
(disulfuro glutation-cisteina y ami-
noacido y-glutamil), asi como, altos
niveles de los aminoacidos treonina,
aspartato, asparagina, lisina, cistei-
na y arginina, los cuales ayudan a
contrarrestar los efectos nocivos de
los radicales libres y brindar mejor
microambiente nutricional, donde
se especula que los antioxidantes
detectados en el fluido folicular de
ovejas homocigotas a FecB, puede
tener efectos benéficos en el cre-
cimiento, madurez y calidad de los
ovocitos (Miao et al., 2016; Guo et
al., 2018).

CONCLUSIONES
L gen GDF9 promueve la
proliferacion,
y diferenciacion de las célu-
e (35 de la teca y granulosa, es
fundamental en la foliculogénesis,
potencializa el efecto del FGF8 en
la produccion de estradiol, inhibe la
apoptosis de las células de la granu-
losa y disminuye la atresia folicular;
ademas, promueve la expresion del
receptor a la FSH en las células de
la granulosa. El gen BMP15 estimula
la mitosis, proliferacion, crecimiento
y diferenciacion de las células de la
granulosa promueve el crecimiento
y desarrollo del foliculo preantral, in-
duce la expresion del KL en células
de la granulosa, y reduce la produc-
cion de P4. Elgen BMPR-1B favorece
la esteroidogénesis en las células de
la granulosa, interviene en la forma-
cion, desarrollo y madurez precoz
de los foliculos. En la mayoria de
los genes GDF9 y BMP15, las ove-
jas heterocigotas aumentan su tasa
ovulatoria y prolificidad, en tanto
que las homocigotas son infértiles.

organizacion
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Sin embargo, en algunas razas de ovinos con doble co-
pia mutada tienen una alta tasa ovulatoria y prolificidad.
Las variantes genéticas encontradas en estos genes de
la fecundidad pueden ser utilizadas en la seleccion asis-
tida por genes para implementar programas masivos de
reproduccion y de mejoramiento genético, y mejorar la
eficiencia reproductiva y rentabilidad del rebafio.
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