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RESUMEN

En una poblacion testigo (7 de ratones de la cepa CF1 y en dos pares de lineas de seleccién
divergente para peso (s y /: negativas; 5"y 5% positivas) derivadas de la primera, fundadas y criadas
en la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Rosatio, se presentaron
animales con alteraciones en las colas y ausencia de vértebras caudales en baja frecuencia. Para
estimar las relaciones entre longitud de cola (LC), numero de vértebras caudales (V), peso (P)
y caracteres de fertilidad, se midi6 L.LC en mm, se conté V mediante radiografias, se observaron
caracteres estructurales en ovarios y testiculos por microscopia éptica. Por aplicacion de ANOVA y
pruebas de comparaciones multiples se probé que las lineas difirieron en LC (p<<0,05) en el sentido
de la seleccién de P (machos: LC}]:8,4; LCI:8,8; LCt:9,0; LC/J,:9,2; LCI,:9,8). Los ratones con
ausencias de vértebras caudales (cc) tuvieron en promedio la mitad de V que los animales con colas
fenotipicamente normales (cn). Cuando los cc se compararon con los cn (p<0,05) se observé un
menor tamafio de las gonadas en ambos sexos, un menor didametro del tibulo seminifero en machos
y un menor numero de cuerpos lateos en hembras. LLC se modific6 como respuesta correlacionada
a la seleccion de peso, pero la presencia de animales con malformaciones en la cola se deberia a

mutaciones que podrian estar asociadas con fertilidad.
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SUMMARY

In a control population (4 and in two pairs of lines of two-way selection for body weight (s and 4:
downward selection; 5" and 4% upward selection), mice with tail alterations and absence of caudal
vertebrae were presented with low frecuency from line foundation. To estimate the relations among
tail length (I.C), number of caudal vertebrae (V), weight (P) and fertility characters, LC was measured
in mm, V was counted by X-rays, structural characters in ovaries and testicles were observed by
optical microscopy. It was tested, by ANOVA and multiple comparisons tests, that lines differed in
LC (p<0,05) in the same way of the weigth selection performed (males: LC 528,4; LCJZS,S; LCZI9,O;
LC,=9,2; LC =9,8). The mice with caudal vertebrae absences (cc) had, in average, half of the V
than the animals with phenotypically normal tails (cn). Males and females presented smaller gonads,
minor seminiferous tubule diameter in males and minor number of corpora lutea in females, when
cc animals were compared with cn ones (p<0,05). LC was modiffied as correlated response to the

weight selection, but the presence of animales with tail malformations would be due to mutations

that may be associated with fertility.

Key words: (tail length), (tailless), (weight selection), (mice).

INTRODUCCION

La columna vertebral del ratén estd compuesta
por 7 vértebras cervicales, 13 vértebras tordcicas,
6 vértebras lumbares, 4 vértebras sacras y 28
vértebras caudales. Las vértebras caudales forman
la base dsea de la cola; progresivamente van
simplificdindose y disminuyendo de tamafio
hacia caudal, excepto las primeras, las demds
s6lo conservan el cuerpo correspondiente a la
vértebra tipo®. La longitud de la cola en el ratén
varfa entre seis y diez centimetros, pudiéndose
presentar ratones con colas mds cortas o sin cola.
Estd demostrado que la temperatura ambiente
afecta parcialmente su crecimiento, de tal
manera que a mayor temperatura, mayor tasa de
crecimiento y longitud de la cola en los adultos'®
»121 Ta temperatura, asociada a la vasodilatacién
y vasoconstriccion de la red sanguinea de la cola,
influye directamente sobre la proliferacién celular
y la produccién de matriz en el cartilago de la
placa epifisiaria, responsable del crecimiento en
el largo de los huesos'.

La longitud de la cola depende también del
genotipo del animal y estd asociada genéticamente
con el peso corporal’. Esta asociacién genética
positiva entre ambos caracteres provocé que
la seleccién divergente por peso corporal
modificara la longitud de la cola®.

La presencia de mutaciones inicialmente
descriptas por el afo 1945 pueden alterar la
longitud de la cola®. La mutacién “brachyury”
causa acortamiento de la longitud, varia su
expresién de un ratén a otro, desde una cola
con apariencia normal hasta pricticamente la
ausencia de cola, y puede afectar la fertilidad, el
desarrollo y el crecimiento™ 4.

En los individuos fundadores y durante
55 generaciones de una poblacién testigo de
ratones de la cepa CF1 y de dos pares de lineas de
seleccién divergente de peso originadas a partir
de la anterior, fundadas y criadas en la Facultad
de Ciencias Veterinarias UNR, se observaron
ratones con colas normales y con colas cortas.
Estos dltimos en muy baja frecuencia (<0,01)
evidenciaban a simple vista la falta de vértebras
caudales u otras malformaciones.

En el presente trabajo se propuso probar si
las diferencias observadas en la longitud de la
cola estdn asociadas con variaciones en el nimero
de vértebras caudales, evaluar los efectos de la
seleccién de peso sobre la longitud de la cola
y la asociacién entre la ausencia de vértebras
caudales y caracteres de fertilidad. Si existiera
esta asociacién, las lineas podrian constituir
un modelo para el estudio de problemas
reproductivos asociados a mutaciones que
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también se encuentran en otras especies.

MATERIALES Y METODOS

Las lineas de ratones

En 1986, a partir de una poblacién de
ratones de la cepa CF1 existente en la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la UNR, se formé
una poblacién testigo (#) no seleccionada con
apareamientos al azar y N =40. Con animales
de las generaciones 2 y 8 de 7 se fundaron dos
pares de lineas de seleccién divergente de peso
a los 49 dias de edad: s’y /% lineas seleccionadas
para alto peso, sy 4: lineas seleccionadas para
bajo peso'> .

La seleccién de peso se realizé eligiendo
como reproductores los animales de pesos mds
extremos, los mds pesados o los mds livianos
segin correspondiera. En las generaciones
actuales, en promedio, los animales de las lineas
seleccionadas para alto peso pesan ~50-60% mds
que los de las seleccionadas para bajo peso. En
las lineas seleccionadas, se practicé endocria por
limitacién del nimero con N =10.

El manejo y cuidado de los animales se
realiz de acuerdo con las normas éticas de la
gufa Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals''. Se les suministré ad-libitum agua
y un alimento comercial para ratén con 25%
de proteinas, el ambiente se mantuvo a una
temperatura media de 21 + 2°C. El sacrificio de
los animales se realizé por dislocacién cervical®.

Desde el origen de las lineas, todos los
animales se pesaron a los 49 dias de edad y se
registraron las historias reproductivas de las
hembras seleccionadas.

Longitud de la cola y niimero de vértebras
caudales

Para estimar la variabilidad de la longitud de
la cola (LC) y del ndmero de vértebras caudales
(V) y la asociacién entre ambos caracteres,
se midié la longitud de la cola en milimetros
mediante regla milimetrada y se conté el nimero
de vértebras caudales mediante radiografias
de las colas en 243 ratones pertenecientes a
generaciones actuales. Se estimaron, por sexo, los

promedios y errores estdindar de LC, los valores
minimos y mdximos de V' y los coeficientes de
correlacién entre LC y V.

Ratones con colas fenotipicamente normales

Diferencias entre lineas en longitud de cola
y su asociacidn con peso. Con el propésito de
estimar las diferencias en la longitud de la cola
y su asociacién con el cardcter seleccionado
(peso a los 49 dias de edad (P) utilizando
balanza digital), se midié la longitud de la cola
en mm (LC) de los machos y hembras con colas
fenotipicamente normales pertenecientes a las
tres dltimas generaciones de las cinco lineas
(G: 57-59 #; 54-56 par s, 49-51 par h). Se
denominé cola fenotipicamente normal a la que
no presentaba malformaciones ni ausencia de
vértebras caudales por simple observacion visual.
Para cada sexo, mediante la aplicacién de andlisis
de la variancia y pruebas de comparaciones
multiples HSD de Tukey-Kramer, se probé si
existfan diferencias entre lineas para LC y P. Se
estimaron los coeficientes de correlacién P-LC
con los promedios de las cinco lineas'®.

Los registros de LC de los animales
pertenecientes a las primeras generaciones
de las lineas #, s y s’ permitieron comparar,
exclusivamente para estas lineas, si existieron
cambios en LC a lo largo del proceso evolutivo.
Para ello se consideraron dos periodos: I)
generaciones iniciales y II) generaciones actuales.
Se aplicé un andlisis factorial con efectos fijos
lineas y periodos y pruebas de comparaciones
multples HSD de Tukey-Kramer para probar la
posible existencia de diferencias entre perfodos.

Ratones con defectos en las colas

Niimero y clasificacion de las vértebras
caudales. Durante las -55 generaciones de
cria de estas lineas, se observé la presencia de
animales con malformaciones en las colas en
muy baja frecuencia en todas las lineas. Se trata
de animales en los cuales pueden identificarse,
por observacién visual, falta de vértebras
caudales o colas flexionadas. Con el propdsito
de clasificarlas y describirlas, se tomaron 9
machos y 7 hembras con defectos en las colas

InVet Vol. 13 Ne 2, 2011 79



BERNARDI, SE; TARALLO, A,; FALETTI, C.; OYARZABAL, M.I

y se dividieron segtn el tipo de malformacién
en cola corta y cola flexionada. Mediante
radiografias de las colas, se conté el ndimero
de vértebras caudales y se las categorizé de la
siguiente manera:

- Normales (N): vértebras que presentan el
patrén morfoldgico de una vértebra caudal; es
decir, las primeras de la serie tienen cuerpo, arco
y apdfisis, el resto sélo consta de cuerpo.

- Menor tamafio (MT): vértebras que
conservan la morfologfa de una vértebra caudal
pero con una evidente disminucién de su
tamano.

- Vestigiales (V): vértebras que han perdido
la forma correspondiente a la vértebra tipo; o
sea que no presentan cuerpo, arco ni apdfisis;
las mismas estdn representadas por un pequefo
botén éseo.

- Con articulacién anormal (A): cuando es
evidente la pérdida del dngulo articular normal
correspondiente a una juntura entre vértebras
caudales, la cola parece estar flexionada o
“quebrada”.

Caracteres de fertilidad y fenotipo de la cola
Con animales /’de cola normal (cn) y de cola
corta (cc) se realizaron cruzamientos reciprocos
(cnx ccy cc x cn) y entre ambos fenotipos entre
si (ccx ccy cn x cn) para probar si la presencia de
cola corta se presentaba asociada a subfertilidad.
Se estimé el porcentaje de pariciones (%PAR)
para cada tipo de cruzamientos y se compard la
estructura ovdrica y testicular de animales cc y cn.
En este tlltimo caso, se extirparon las génadas
correspondientes, se fijaron por inmersién
en una solucién al 10% de formaldehido
tamponado con fosfato bisédico anhidro
y fosfato monosédico monohidratado y se
incluyeron en parafina. Los cortes histoldgicos
se colorearon con hematoxilina-eosina y se
observaron a microscopio 6ptico. Todas las
mediciones se realizaron utilizando el software
Image] 3.0. Con la metodologia utilizada en
trabajos anteriores®’, se estimaron las medias y
errores estdndar y se probd si existian diferencias
entre animales cc y cn mediante pruebas
t-student para las siguientes variables:

- nimero de cuerpos liteos (CL): suma del
ntimero de CL observados en los ovarios derecho
e izquierdo de una hembra.

- superficie ovdrica (SOV): promedio
de los productos del didmetro mayor por
el didmetro menor observados en el ovario
derecho e izquierdo de una hembra, expresado
en micrémetros cuadrados.

- didmetro del tubo seminifero (DTS):
promedio del didmetro mayor de 100
tibulos seminiferos por macho, expresado en
micrémetros.

- altura del epitelio seminifero (AES):
promedio de la altura del epitelio que recubre la
luz de 100 tibulos seminiferos de cada animal,
en micrométros.

- superficie testicular (STES): promedio
de los productos del didmetro mayor por el
didmetro menor observado en el testiculo
derecho e izquierdo de un macho, expresado en
micrémetros cuadrados.

Todos los andlisis estadisticos fueron
realizados utilizando el programa JMP en
su versién 5.0 para Windows (JMP®, SAS
Institute, 2003).

RESULTADOS

Longitud de la cola y nimero de vértebras
caudales

En la Fig. 1 se observa la dispersién de
la longitud de la cola (1,5 a 10,9 cm) y del
nidmero de vértebras caudales (9 a 29) en
machos pertenecientes a generaciones actuales.
Se distinguen claramente dos grupos (por arriba
y por debajo de LC=6,5cm) que difierenen LCy
V: ratones con colas fenotipicamente normales
(Grupo 1) y con colas cortas (Grupo 2). Estos
dos caracteres expresaron una asociacién positiva
al considerar ambos grupos (rd(LC-V)=0,87;
p<0,001; N=134). La misma distribucién y
asociacién entre LC y V se observé en hembras.

Ratones fenotipicamente normales

Diferencias entre lineas en la longitud de la cola
y su asociacion con peso. En laTabla 1 se presentan
los promedios y errores estdindar de LC y P en
machos. Las lineas difirieron en los promedios de
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Figura 1. Longitud de la cola y nimero de vértebras. Machos

LCy Py presentaron una asociacién positiva entre
ambos caracteres: r(P-LC,  )=0,95 (p<0,01)
y t(P-LC_ , )=0,89 (p<0,05). En el origen de
las lineas, al menos para 7 sy s, no existieron
diferencias en la longitud de las colas (p>0,05),
es decir, las diferencias actuales se produjeron
durante el proceso evolutivo analizado.

Ratones con defectos en las colas

Niimero y clasificacién de las vértebras
caudales. En las Fig. 2 y 3 se muestran radiografias
de colas normales, cortas y flexionadas. Al
analizar los promedios, minimos y méximos del
ndmero de vértebras normales y la presencia de
malformaciones, se evidencié que las colas cortas
tienen en promedio la mitad de vértebras que
las colas normales, oscilando entre muy pocas
y apenas identificables a simple vista hasta un
ndmero similar al de las colas normales. Sélo
los ratones cola corta presentaron vértebras
de menor tamafo y vestigiales (Tabla 2). No
se encontraron anormalidades en las vértebras
sacras y lumbares.

Caracteres de fertilidad y fenotipo de la cola

Para los cruzamientos en los cuales el padre,
la madre 0 ambos tenfan cola corta, el porcentaje
de pariciones vari6 entre 62,5 y 63,6% vy se
redujo con respecto al de los cruzamientos entre
animales de cola normal que presentaron un
100% de pariciones.

Los machos con cola corta mostraron
testiculos significativamente (p<0,05) mds
pequefios (STESce = 46,91 pm? STEScn =
54,19 pm?*) y un menor didmetro del tibulo
seminifero (DTScc= 185,69 pm; DTScn =
192,95 pm), no asf la altura del epitelio (ATS)
al compararlos con los machos de cola normal
(Tabla 3).

En hembras, los resultados también
evidenciaron una disminucién estadisticamente
significativa (p<0,05) en el tamafio de las
génadas (SOV) y esta diferencia ademds estuvo
acompafada por una significativa disminucién
en el nimero de cuerpos liteos (CL) en las

hembras cc (Tabla 3).
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Tabla 1. Promedios y errores estdndar de longitud de cola (cm) y peso (g) por linea. Generaciones actuales. Machos

Linea n LC+ ES P+ ES
t 159 9,0+0,03 ¢ 31,9+0,25 ¢
s 143 8,8+0,04 d 24,7+0,27 d
s 154 9,8+0,04 a 41,5+0,25 a
h 90 8,4+0,05 e 24,6+0,34 d
n 184 9,2+0,04 b 40,3+0,24 b
Dentro de una columna, letras distintas indican diferencias significativas entre lineas,
p<0,05

Tabla 2. Numero de vértebras caudales normales y presencia de malformaciones

Sexo u Malformacién | Promedio N° N° N.° MT v A
externa vértebras minimo | mdximo
Q 4 cola corta 12,0 6 15 si si no
Q 3 cola flexionada 25,3 24 27 no no si
3 9 cola corta 12,9 5 23 si no no
MT: presencia de vértebras de menor tamafio, V= presencia de vértebras vestigiales, A=presencia de
articulacién anormal

Tabla 3. Estructura ovdrica y testicular de ratones con largo de cola normal (cn) y cola corta (cc)

Q h'ce & h’ec
cn (n=8) cc (n=18) cn (n=24) cc (n=15)

P+ ES 34,56 + 0,56 a | 32,76+ 1,06 a P+ ES 40,68 £ 0,72a | 40,03+0,78a
LC = ES 9,25+0,09a | 5,08+0,24b LC + ES 8,23 +£0,52 a 5,25+ 0,38 b
CL + ES 10,87 +0,51a | 8,23 +0,46b DTS + ES 192,95 + 1,82 a | 185,69 + 2,30 b
SOV +ES | 24,89 +0,63a | 22,55+0,29b AES = ES 61,74+0,83a | 59,47 £1,08a
STES + ES 54,19+ 1,70a | 46,91 +0,71b
Letras distintas en la fila indican diferencias significativas (p< 0,05). P: peso corporal a los 49 dias (grs);

LC: largo de cola; CL: ndmero de cuerpos liteos; SOV: superficie ovdrica(pm?); DTS: didmetro del

tibulo seminifero (um); AES: altura del epitelio seminifero (um); STES: superficie testicular (pm?)

DISCUSION

En estas lineas de ratones, se ha demostrado
que la longitud de la cola constituye un buen
indicador del nimero de vértebras caudales
debido a la significativa correlacién entre ambos
caracteres, cuando se incluyen en su estimacién
ratones que en conjunto presentan un amplio

rango de la longitud de la cola (Fig. 1). Dado

que no se midié la longitud de las vértebras, no
pudo estimarse si también existe variabilidad en
la longitud de las mismas.

Se descarta que la temperatura ambiente haya
sido un factor significativo como modificador de
la longitud de la cola y se supone que, de haber
existido, su influencia debe haber sido menor. El
control de la temperatura durante estos afios hizo
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Figura 2. Radiografia de cola fenotipicamente normal. Obsérvese que la mayoria de las vértebras sélo constan de cuerpo
y disminuyen progresivamente de tamafo hacia caudal. El extremo final de la cola es agudo y en punta.

B

Figura 3. Radiograffa de colas corta y flexionada. A: Cola corta con menor cantidad de vértebras caudales (< Ca 23).
B: Cola corta y flexionada. Obsérvese que los extremos de las colas son romos, no se observan puntiagudos como en la
cola de largo normal.
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que las oscilaciones fueran pequenas comparadas
con las de los trabajos en los que se probé su
influencia. En ellos, se utilizaron rangos que van
desde temperaturas bajo cero a valores superiores
alos 30°C que estdn muy lejos de las oscilaciones
del ambiente donde se crfan las lineas'® 31> 116,

La presencia de dos grupos bien definidos,
con colas fenotipicamente normales y con colas
con menor numero de vértebras caudales, indicé
que hubo distintas causas que contribuyeron
a la modificacién de la cola. En el primer
grupo, la respuesta a la seleccién de peso estuvo
acompanada por modificaciones en la longitud
de la cola asociada positivamente al peso corporal.
En promedio, los animales pertenecientes a las
lineas mds pesadas presentaron colas m4s largas,
en ambos sexos. A esta evidencia se suma el
hecho de que en tres de las cinco lineas, esta
asociacién no estaba presente en los animales
fundadores y si en las generaciones actuales, o sea
que se produjo durante el proceso de seleccién
de peso realizado.

En este sentido, los resultados coinciden
con los de otros trabajos en los que se observé
variaciones en la longitud de la cola como
respuesta correlacionada a la seleccién divergente
por diferente tasa de crecimiento de peso corporal
adistintas edades. Los autores seleccionaron por
un indice para ganancia de peso a los 10 dias
de edad manteniendo constante la ganancia
de peso posterior y, en otro caso, por un indice
para ganancia de peso entre los 28 y 56 dias,
manteniendo constante la ganancia de peso a
edad mds temprana. En ambas situaciones, la
respuesta a la seleccién de ganancia de peso
estuvo acompanada por cambios similares, pero
menos pronunciados, en la longitud de la cola®.

En el otro grupo, la presencia de
malformaciones en las colas fue independiente
de la seleccién de peso. Estas malformaciones
fueron similares a las descriptas por otros autores
y se deberfan a mutaciones que pueden ocasionar
fusiones entre vértebras vecinas, torsiones
y defectos angulares, afectar la fertilidad, el
desarrollo embrionario y el crecimiento® >4,

En las lineas estudiadas se observé que
la menor cantidad de vértebras caudales estd

asociada a caracteres relacionados con la
estructura ovdrica y testicular, y a un menor
ndmero de oocitos maduros disponibles para
ser fecundados. Ellos podrian ser el origen de
una posible subfertilidad que se expresé en un
menor porcentaje de pariciones cuando alguno
0 ambos padres presentaron colas cortas.

Como estd descripto, la presencia de la
mutacién “brachyury” en homocigosis genera
defectos en la diferenciacién de la notocorda y
en la formacién del mesodermo, lo cual llevaala
falta de tronco y cola provocando, la muerte del
embrién alrededor del dia 10. Los heterocigotos,
en cambio, tienen una cola corta y un niimero
menor de vértebras sacras. Estos resultados
plantean probar a futuro si el modo de herencia
del cardcter cola corta coincide con el descripto
por Silver en el afio 1995". Si fuera asi, podria
generarse una sublinea de ratones con ausencia
de vértebras caudales como modelo experimental
para el estudio de los efectos de estas mutaciones,
que estdn presentes en otras especies y que estdn
asociadas, entre otros, a problemas de fertilidad,
crecimiento y desarrollo.

CONCLUSIONES

En estas lineas de ratones, se ha demostrado
que la longitud de la cola constituye un buen
indicador del nimero de vértebras caudales.

La respuesta a la seleccién de peso estuvo
acompafiada por modificaciones en la longitud
de la cola asociada positivamente a ese cardcter
seleccionado. En cambio, la presencia de
malformaciones en las colas fue independiente
de la seleccién de peso.

La menor cantidad de vértebras caudales
estd asociada a caracteres relacionados con la
estructura ovdrica y testicular, y a un menor
nimero de oocitos maduros disponibles para ser
fecundados. Esto dltimo podria estar relacionado
a la subfertilidad que, a veces, se expresa cuando
alguno o ambos componentes de la pareja
presentaron colas cortas.
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