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Resumen

Objetivos: Determinar el efecto del locus aguti sobre la longevidad y eficacia reproductiva de ratones
hibridos de la segunda generacion (F,) procedentes del cruce de ratones hibridos (C57BL/6JIco X
CBA/JIco) de la primera generacion (Fy).

Métodos: Ratonas hibridas F, procedentes del cruce entre hembras negras de la generacion parental
(FO) C57BL/6JIco, homocigdticas para el alelo mutante no-aguti, y machos aguties FO CBA/JIco, ho-
mocigoticos para €l alelo salvaje aguti, de 9-12 semanas de edad fueron inseminadas artificial mente
13 horas 6 22 horas después de una inyeccion intraperitoneal de hormona liberadora de gonadotrofi-
nas (GnRH) en fase de proestro. Los ratones F, nacidos se mantuvieron en condiciones estables de
temperatura y fotoperiodo hasta su muerte natural. A las 28 semanas de edad, se permiti6é que una
hembra F, de cada camada se aparease con un macho F; para analizar su eficacia reproductiva. En
el mismo dia de la muerte, se practico la necropsia en la mayoria de animales.

Resultados: Los ratones virgenes F, negros (tanto machos como hembras) exhibieron una mayor (P
<0.05) esperanza de vida que los ratones virgenes F, aguties. No se evidenci6 ninguna relacién entre
el color del pelaje de los ratones virgenes F, y su causa de muerte. El color de las ratonas reproduc-
toras F, no ejercio ningln efecto significativo sobre el tamafio de camada en el parto y destete, mor-
talidad pre-destete, intervalo entre partos, nimero medio de partos por hembra y edad de la ratona
en el ultimo parto.

Conclusion: Los ratones virgenes F, homocigéticos para el alelo mutante no-aguti exhiben una mayor

esperanza de vida que los ratones homocigéticos o heterocigéticos para el alelo aguti salvaje. El ge-
notipo del locus aguti, sin embargo, no afecta la eficacia reproductiva de las hembras F».

Palabras clave: Eficacia reproductiva. Inseminacion artificial. Locus aguti. Longevidad.
Segregacion genética.
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Summary

Purpose: To evaluate the effect of the agouti locus on longevity and reproductive fitness of second ge-
neration (Fz) mice coming from the intercross of first generation (F,) hybrid (C57BL/6JIco X
CBA/Jlco) mice.

Methods: Hybrid F; female mice coming from the mating of parental generation (FO) black
C57BL/6Jico females, which were homozygous for the mutant non-agouti allele, and FO agouti male
CBA/JIco, which were homozygous and heterozygous for the wild agouti allele, of 9-12 weeks of age
were artificially inseminated at 13 hours or 22 hours after a gonadotrophin-releasing hormone
(GnRH) injection at the proestrus phase. F, mice were maintained under constant conditions of tem-
perature and photoperiod until their natural death. At the age of 28 weeks, a F,female from each lit-
ter was housed with a F; male in order to test her reproductive fitness. Most animals were necropsied
at the same day they died.

Results: Virgin F;black mice (both males and females) exhibited higher (P ( 0.05) life span than vir-
gin Fzagouti mice. No association between coat color of virgin F2 mice and death cause was found.
Size of litters at birth and at weaning, pre-weaning mortality, between-labor intervals, mean number
of labors per female and age of female mice at the last labor were not significantly affected by the co-
at color of breeding F, females.

Conclusions: Virgin F, mice, homozygous for the mutant non-agouti allele, exhibit a higher life span

than mice homozygous or heterozygous for the wild agouti allele. The genotype of the agouti locus,
however, does not affect reproductive fitness of F, female mice.

Key words: Agouti locus. Artificial insemination. Genetic segregation. Longevity.

Reproductive fitness.

INTRODUCCION

Lalongevidad y la eficacia reproductora de un in-
dividuo estan controladas tanto por factores genéticos
como por factores medio-ambientales. Entre los po-
Cos sistemas genéticos que se conocen en la actuali-
dad que afectan estas variables métricas, podemos
mencionar al complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) que se denominada H-2 en ratones y HLA en
humanos (1-5). De hecho, Smith and Walford (6) uti-
lizando ratones congénicos (cepas endogamicas que
tedricamente difieren las unas de |as otras Unicamente
en el complejo génico H-2) con tres dotaciones gené-
ticas distintas, demostraron que la longevidad depen-
de tanto de la dotacion genética de la cepa como del
sexo y del haplotipo del complejo H-2 [un haplotipo
es una combinacion de alelos de loci estrechamente
unidos que se encuentran en un Mismo cromosoma y
gue tienden a heredarse juntos. En €l raton, el com-
plejo H-2 selocalizaen el cromosoma 17 y los distin-
tos haplotipos de este complejo se constituyen me-
diante la combinacién de alelos de clase | (K, D, L,
Qa, Tla) y clase Il (Ab, Ae, Eb, Ea)]. Por otra parte,
se ha demostrado que (a) embriones de ratén que pre-
sentan una sobre-expresion de los productos de los
loci H-2D? y H-2K" no se desarrollan més alla de la

mitad de la gestacién; y (b) ratones transgénicos ca-
rentes del gen del complejo H-2, 32-m, exhiben un
comportamiento reproductor andmalo con respecto al
acto del emparejamiento/coito y cuidado de la des-
cendencia (5).

No obstante, existen otros genes no pertenecientes
a complejo MHC que también afectan la longevidad
y eficacia reproductora de los individuos. En €l raton,
por ejemplo, se han localizado dos genes en el cro-
mosoma 1y 2, respectivamente, y uno en el cromoso-
ma 4, 7,y 12, respectivamente, que influyen directa-
mente sobre la longevidad de los individuos (7, 8).
Recientemente, también se ha sugerido que varios ge-
nes del cromosoma Y podrian desempefiar un papel
importante en la determinacién o modulacion de la
longevidad y eficacia reproductiva en mamiferos (4)
y lamosca del vinagre Drosophila melanogaster (9).

Este estudio tiene por objetivo determinar el efec-
to del locus aguti (amarillo), localizado en el cromo-
soma 2, sobre la longevidad y eficacia reproductiva
de ratones hibridos de |a segunda generacién (F»)
procedentes del cruce de ratones hibridos
(C57BL/6JIco X CBA/JIco) de la primera generacion
(F1). Los ratones de la generacion parental (Fo) proce-
dian de dos cepas endogamicas y, por tanto, practica-
mente homocigéticas para todos sus genes. Estas ce-
pas se caracterizan por presentar distinto color de
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pelaje debido a la presencia de dos alelos aguties sal -
vajes (AA) (cepa CBA/JIco) o bien dos alelos mutan-
tes no-aguties (aa) (cepa C57BL/6JIco) que confieren
un pelgje aguti o negro, respectivamente, a sus porta-
dores. Ademas, estas dos cepas FO se diferencian por
exhibir distintas longevidades, incidencia de tumores
espontaneos y eficacias reproductivas. En particular,
la cepa CBA/JIco, cuando se la compara con la cepa
C57BL/6JIco, presenta una menor esperanza de vida,
mayor incidencia de hepatomas y tumores mamarios,
menor incidencia de linfomas y tumores pituitarios,
menor tamafio de camada y nimero de ratones naci-
dos por hembra y mayor mortalidad pre-destete (10).
Hay que tener en cuenta, sin embargo, que el método
de cruzamiento seguido en este estudio no permite
distinguir el genotipo AA del Aa, ya que ambos
muestran el mismo color de pelaje, es decir, color
aguti. Por ello, solo se comparé el genotipo aa frente
a fenotipo [A.] (genotipo AA més Aa).

MATERIAL Y METODOS

Animales utilizados

Ratonas hibridas F; procedentes del cruce entre
hembras FO C57BL/6JIco (Criffa, Santa Perpetua de
la Mogoda, Barcelona) y machos FO CBA/JIco
(Criffa) de 9-12 semanas de edad fueron inseminadas
artificialmente 13 horas (< 1 hora post-ovulacion; n =
49) 6 22 horas (< 10 horas post-ovulacion; n = 73)
después de una inyeccioén intraperitoneal de 200 ng
de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH)
(Luforan 500, Serono Laboratories, Madrid, Espafia)
en fase de proestro. En cada sesion, se insemind un
maximo de 6 hembras F, usando una mezcla de es-
permatozoides procedente de 1-4 machos F; de 12-14
semanas de edad. En €l diatercero tras el nacimiento,
se igual6 el tamafio de camaday el sexo de las crias
del grupo control con el tamafio de camada y sexo de
las crias del grupo de envejecimiento (11).

A los 21 dias (destete) se separaron los machos y
las hembras F,, se marcaron mediante cortes o aguje-
ros en las orejas para su identificacion y se alojaron
en grupos de 10 en jaulas de plastico (35.5 x 23.5 x
18.5 cm). A la edad de 28 semanas, se selecciono al
azar una hembra de cada camada. Estas hembras se
alojaron con un macho hibrido F; de 14 semanas, per-
maneciendo juntos en la misma jaula hasta que la
hembra finaliz6 su vida reproductiva o aconteci6 su
muerte natural. Todos los animales se alojaron en una
habitacion con temperatura controlada (20-22°C) con
un periodo de 14 horas diarias de luz (8:00-22:00 h) y

fueron alimentados con una dieta estandar de labora-
torio y agua ad libitum. El manejo y cuidado de todos
los animales utilizados en este estudio se realiz6 si-
guiendo las normas del National Research Council
(NRC) publicadas en la “Guia para el Cuidado y
Manegjo de los Animales de Laboratorio” (1996).

Necropsias

Todas las jaulas se examinaron diariamente hasta
gue murieron todos los ratones. En el mismo diade la
muerte, se practicod la necropsia, excepto en aguellos
casos que fue imposible debido a la presencia de un
estado avanzado de descomposicion o al hecho de
gue los cadaveres habian sido parcial o totalmente de-
vorados por los compafieros de jaula. Durante la ne-
cropsia, se tomaron muestras de los 6rganos més im-
portantes que presentaban anomalias externas o
signos de enfermedad y se fijaron en una solucion de
formaldehido al 10% para su posterior examen histo-
I6gico. Las preparaciones histol égicas se incluyeron
en parafinay se realizaron cortes de 5 um de grosor.
A continuacion se practico su tincion con hematoxili-
Na-eosina.

Analisis estadistico

La prueba de la Chi-cuadrado de Pearson se utili-
z0 para la comparacion de frecuencias en tablas de 2
X 2. La prueba binomial de una-muestra se empled
para contrastar la hipétesis nula de que la segregacién
del color del pelaje acontecié segun una frecuencia
esperada de 3:1. Parala comparacion de medias entre
grupos se utilizaron disefios anidados de efectos mez-
clados (alguna variables son aleatorias, mientras que
otras son fijas) del andlisis de la varianza (ANOVA).
Se aplicaron disefios anidados para controlar 1as posi-
bles correlaciones entre individuos pertenecientes ala
misma madre y, de esta forma, evitar el sesgo intro-
ducido en el andlisis por un aumento irreal del tama-
fio de la muestra (12). La prueba de Levene se utilizd
para comprobar la igualdad de varianzas entre gru-
pos. La prueba de una muestra de Kolmogorov-
Smirnov sirvié para comprobar que las variables se-
guian una distribucion normal. Si una variable no se
gjustaba a una distribucién normal, se aplicaba la
transformacion logaritmica (peso corporal e intervalo
entre partos), raiz cuadrada (si los datos eran conta-
jes) o logistica (si los datos eran porcentajes). El
efecto del color del pelagje, asi como el tiempo de in-
seminacion de los ovocitos, orden del parto y sexo de
la descendencia sobre las distintas causas de muerte
se analiz6 aplicando un modelo log-lineal jerarquico
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con un procedimiento de seleccion de variables “back-
wards’. Los modelos log-lineales son Utiles para des-
cubrir relaciones complejas entre variable categoricas
dispuestas en tablas cruzadas de multiples vias. Es de-
cir, los modelos log-lineales son similares a los mode-
los de regresion multiple, aunque en estos Ultimos se
utilizan tanto variables continuas como categoricas.
Los valores que se presentan en las tablasy figuras son
medias * errores estandares. La significatividad fue
definida como (p <0.05). El andlisis estadistico fue lle-
vado a cabo utilizando el Paquete Estadistico para las
Ciencias Sociaes (SPSS Inc., Chicago, IL).

RESULTADOS

Segregacion del color del pelaje

En la Tabla 1 se muestra la segregacién del gen
aguti en ratones F,. Como puede observarse, la segre-
gacion del color del pelaje fue similar tanto en los
dos tiempos de inseminacién como entre machos y
hembras. No se encontraron diferencias significativas
en lafrecuencia de segregacion del gen aguti con res-
pecto al valor esperado de 3:1.

Efecto del color del pelaje sobrelalongevidad

En lafigura 1, se muestran las curvas de supervi-
vencia de ratones virgenes F,. Como puede observar-
se, los ratones negros (tanto machos como hembras)
exhibieron una mayor (P (0.05) esperanza de vida
gue los ratones aguties. La mediana de la curva de su-
pervivencia de la poblacién total (machos y hembras)
fue 99.0 + 1.9 semanas [intervalo de confianza del
95%: (95.2; 102.8)] en los ratones aguties (n = 122) y
108.0 + 5.4 semanas [intervalo de confianza del 95%:
(97.4; 118.6)] en los ratones negros (n = 35). Los ra-
tones aguties, sin embargo, mostraron una mayor va-

rianza en la duracion de la vida. No se encontraron
diferencias significativas entre ratones aguties y ne-
gros con respecto a peso corporal de los individuos
desde el destete hasta su muerte natural (Figura 2).

Obser vaciones histopatol 6gicas

El modelo log-lineal jerérquico aplicado para des-
cubrir la existencia de posibles asociaciones entre va-
riable categoricas no evidencio ningunarelacion entre
€l color del pelaje de los ratones virgenes F, y su cau-
sa de muerte (Tabla 2). Unicamente, se encontrd una
asociacion significativa (P < 0.05) entre sexo y causa
de muerte de los ratones. Esta asociacion fue debida
bésicamente al hecho de que las hembras virgenes
presentaron un menor porcentaje de muertes por cau-
sa desconocida y mayor porcentaje de tumores que
los machos virgenes (Tabla 3).

Efecto del color del pelaje sobre la eficacia repro-
ductiva deratonas F2

En lafigura 3, se muestra el efecto del pelgje de ra-
tonas F, sobre el tamafio de camada en el parto y des-
tete, mortalidad pre-destete e intervalo entre partos. El
color de las ratonas reproductoras no gjercié ningun
efecto significativo en ninguna de estas cuatro varia-
bles. El orden del parto, sin embargo, se asocié con un
descenso del tamafio de camada tanto en momento del
parto (P < 0.0005) como en €l destete (P < 0.0005), asi
como con un aumento de la mortalidad pre-destete de
la descendencia (P < 0.05) eintervalo entre partos (P <
0.001). Tampoco se encontraron diferencias significati-
vas entre ratonas de pelgje aguti y negro con respecto
a nimero medio de partos por hembra (9.7 £+ 0.8 par-
tos en ratonas aguties frente a 9.2 + 1.4 partos en rato-
nas negras) y edad de laratona en el dltimo parto (65.2
+ 2.5 semanas en ratonas aguties frente a68.4 + 5.0 se-
manas en ratonas negras).

Tabla 1
Segregacion del color del pelaje en ratones F2 procedentes del cruce de ratones F1 (C57BL/6JIco X CBA/JIco)

Tiempo de inseminacion Sexo
=1hora = 10 horas Machos Hembras
post-ovulacion post-ovulacion
Aguti [A] 74 (77.9)a 77 (77.0) 77 (79.4) 74 (75.5)
Negro (aa) 21(22.1) 23(23.0) 20 (20.6) 24 (24.5)

aPorcentajes entre paréntesis.
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Efecto del color del pelaje sobre lalongevidad de ratones vir-
genes F,. (A) Machos. (B) Hembras. (C) Machosy hembras.

DISCUSION

El presente estudio muestra que €l locus aguti de-
sempefia un papel importante en la determinacion o
modulacion de la longevidad de ratones virgenes. En
concreto, los datos evidencian que los ratones virge-
nes homocigoticos (aa) para el alelo mutante no-agu-
ti, es decir, ratones negros, exhiben una mayor espe-
ranza de vida que los individuos heterocigéticos (Aa)
u homocigéticos (AA) para el alelo salvaje, genotipos
gue confieren un pelaje aguti a sus portadores. Es in-
teresante, también, resaltar que los ratones virgenes
aguties presentaron una mayor varianza en la dura-
cion de la vida que los ratones negros. Esta circuns-
tancia podria explicarse por €l hecho de que la pobla-
cién de ratones aguties es mas heterogénea
(individuos con genotipo AA y Aa) que la poblacién
de ratones negros (genotipo aa).

Hasta el momento actual, se habian descrito dos
genes en el cromosoma 1y 2, respectivamente, y uno
en el cromosoma 4, 7,y 12, respectivamente, que se
correlacionan con la longevidad de los individuos (7,
8). Gracias al fenotipo resultante y al conocimiento
del mapa de ligadura del genoma del raton, el cual
muestra las posiciones relativas de 10s genes basan-
dose en las frecuencias de recombinacion meidtica,
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Figura 2
Efecto del color del pelaje sobre el peso corporal de
ratones virgenes F».

sabemos que el gen aguti es distinto a los dos genes
anteriormente descritos, localizados también en el
cromosoma 2 (8). En concreto, los dos genes descri-
tos por Gelman et al. (8) son el gen H3 (histocompa-
tibilidad 3) y el gen Cd44 (antigeno CD44, también
denominado Ly-24, Pgp-1 6 HERMES), los cuales se
localizan en la posicion 65.0 y 56.0 centimorgans,
mientras que el gen aguti esta situado en la posicién
89.0 centimorgans (The Jackson laboratory,
http://www.informatics.jax.org).

Este trabajo, sin embargo, no es el primero en in-
dicar que mutaciones en el gen aguti pueden afectar
lalongevidad de los individuos. De hecho, entre mas
de 25 alelos dominantes y recesivos gque se conocen
en la actualidad, resaltan los alelos “amarillo letal”
(Ay), “amarillo viable” (Avy), “amarillo-1AP”
(Aiapy) y “amarillo hipervariable” (Ahvy), los cuales
desarrollan un sindrome pleiotrépico dominante que
incluye, ademas de un color del pelaje aguti, obesi-
dad, hiperinsulinemia, diabetes, aumento en el creci-
miento somatico, incremento en la susceptibilidad a
hiperplasias y tumorogénesis, y, como promedio, un
longevidad disminuida cuando se compara con los in-
dividuos no aguties (revisado por 13).

Este estudio muestra, también, que la distribucién
de las causas de muerte no difiere entre los ratones
virgenes aguties y negros. Este resultando contrasta
con las diferencias existentes en la incidencia de tu-
mores que presentan las cepas FO C57BL/6Jico y
CBA/Jico (ver introduccion). No obstante, los datos
estan en consonancia con otras cepas e hibridos don-
de las diferencias en longevidad entre ellas no se pue-
den explicar por distintas incidencias de enfermeda-
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Tabla 2
Relacidn entre el color del pelaje de los ratones virgenes F2 y su causa de muerte

Color del N°de  Desconocida  Otras causas Tumores
pelge necropsias

Totd Higado Bazo  Intestino  Oseo Pumén ~ Mama  Ovario  Rifion  Varios

Aguti %2 29(3L5)a 14(152) 49(533) 12(130) 4(43) 2(22) 2(22) 3(33  1(L1) 1(L1) 4(43) 20(2L7)
Negro 28 10(357) 4(143) 14(500) — 201 — — 1(36) — — 271D 9@
porcentaje entre paréntesis.
Tabla 3
Relacion entre el sexo de los ratones virgenes F2 y su causa de muerte
Sexo N°de Desconocid - Otras causas Tumores
necropsias

Totd Higado Bazo Intestino Oseo  Pulmon Mama Ovario Rifion  Varios

Machos 75 29(387)a 13(17.3) 33440 10(133) 2(27) - 1(13 340 —  —  5(67) 12(160)
Hembras 45 10(22b 5(1LLb 066D 2(44) 489 204 122 122 122 122 12 7378
8porcentaje entre paréntess,

bDistribucion significativamente (P ( 0.05) diferente ala distribucién exhibida por 1os machos.

des o tumores especificos (14). Las Unicas diferen-

i - cias significativas encontradas en el presente estudio
; entre las distintas causas de muerte fueron entre la
) 'H'{: . W poblacién de hembras y de machos virgenes, con un
. V . : menor porcentaje de muertes por causa desconocida
. \ y mayor porcentaje de tumores en las hembras que en
- ¥ ] Y, los machos.

A diferencia del efecto del gen aguti sobre la lon-
gevidad observada en este estudio, no encontramos
ninguna evidencia clara de que este locus afectara la
eficacia reproductiva de los individuos. En concreto,
las ratonas aguties y negras exhibieron similares ta-
mafios de camada en el parto y destete, mortalidades
.F i pre-destete, intervalos entre partos, nimero medio de

L partos por hembray edad en el Gltimo parto. Tal co-
mo se ha mencionado anteriormente, parece ser que
T ETEEE la eficacia reproductiva en mamiferos esta determi-

e de paris nada o modulada por otros loci genéticos tales como
el complejo MHC (revisado por 5) y varios genes del
cromosomayY (4).

En resumen, el presente estudio muestra que los
ratones virgenes F, homocigéticos para el aelo mu-
tante no-aguti exhiben una mayor esperanza de vida
gue los ratones homocigoticos o heterocigéticos para

! i
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Figura3
Efecto del color del pelaje de ratonas F, sobre el tamafio de
camada en €l parto (A), tamafio de camada en el destete (B),
mortalidad pre-destete (C) e intervalo entre partos (D).
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el gen aguti salvaje. El genotipo del locus aguti, sin
embargo, no afecta la eficacia reproductiva de los in-
dividuos. Teniendo en cuenta la existencia de otros
muchos loci genéticos, aqui s6lo hemos intentado
identificar una mutacion genética del gen aguti que
afecta la longevidad de los individuos portadores. En
ningln momento, se ha pretendido analizar lainterac-
cion de los multiples loci genéticos que afectan la
longevidad de los individuos con distintas dotaciones
cromosémicas y condiciones medio-ambientales.
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