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The nitrogen in our DNA, the calcium in our
teeth, the iron in our blood, the carbon in our
apple pies were made in the interiors of

collapsing stars. We are made of starstuff.

Carl Sagan
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Resumen y Abstract IX

Resumen

La prolificidad es el resultado de un proceso fisioldgico complejo que se encuentra
modulado por factores ambientales, factores neuroendocrinos y factores genéticos que
constantemente interactian sobre el animal. Es un proceso importante desde el punto de
vista productivo, siendo la base de la rentabilidad de los sistemas ovinos. Los genes
mayores con efecto sobre la reproduccion vienen siendo analizados desde hace varios
afios para poder utilizarlos en el mejoramiento animal. El objetivo de este trabajo fue
determinar factores que influencian la prolificidad, estimar los parametros genéticos y
determinar la presencia de polimorfismos de nucle6tido simple (SNP) de los genes
BMPR1B, BMP15 y GDF9, Ademas de evaluar su asociacion al parametro prolificidad en
hembras de las razas Romney Marsh, Corridale, Hampshire y Criolla ubicadas en el Centro
Agropecuario Marengo de la Universidad Nacional de Colombia (CAM-UN). La tendencia
observada es que a medida que la hembra tiene mas partos, su prolificidad aumenta. La
raza Hampshire presentd el mayor valor de prolificidad bajo las condiciones del CAM. Los
valores de prolificidad encontrados en la raza Criolla, destacan su buena adaptabilidad
reproductiva. La heredabilidad de la caracteristica prolificidad encontrada en las ovejas del
CAM fue 0.244 = 0.04. El valor de repetibilidad encontrado para la caracteristica
Prolificidad en las ovejas del CAM fue 0.270 + 0.05. En la poblacion de hembras del CAM
se pudieron identificar animales portadores del SNP que corresponde a la mutacion
Booroola. EI nUmero de parto no tuvo efecto sobre la caracteristica de prolificidad de las
hembras del CAM evaluadas en el presente estudio. Las hembras de la raza Hampshire
tienen 11 veces mas probabilidad de tener un parto doble que las hembras de la raza
Criolla analizadas en este estudio. Los SNPs rs426338048 del gen BMPR1B, rs160076413
y rs422644056 ubicados en el gen GDF9 tienen efecto (p<.0001, p=0.0015 y p=0.0117
respectivamente) sobre la caracteristica prolificidad en las hembras del CAM evaluadas
en el presente estudio. Los resultados de este trabajo, si bien pueden considerarse
preliminares, aportan informacion de base para la gestion genética de esta poblacion.

Palabras clave: (Reproduccion, namero de crias, parto, asociaciéon, produccion

ovina, mejoramiento, genética).
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Abstract

The prolificacy is the result of a complex physiological process that is modulated by
environmental factors, neuroendocrine factors and genetic factors that constantly interact
on the animal. It is an important process from the productive point of view, being the base
of the profitability of the sheep systems. Major genes with effect on reproduction have been
analyzed for several years to be used in animal breeding. The objective of this work was to
determine factors that influence the prolificacy, estimate the genetic parameters and
determine the presence of simple nucleotide polymorphisms (SNP) of the BMPR1B,
BMP15 and GDF9 genes, besides evaluating their association to the prolificacy parameter
in females of the breeds Romney Marsh, Corridale, Hampshire and Criolla located in the
Marengo Agricultural Center of the National University of Colombia (CAM-UN). The
observed tendency is that as the female has more births, its prolificacy increases. The
Hampshire breed presented the highest prolificacy value under CAM conditions. The
values of prolificacy found in the Creole breed, highlight its good reproductive adaptability.
The heritability of the characteristic prolificacy found in the sheep of the CAM was 0.244 +
0.04. The repeatability value found for the characteristic prolificity in the ewes of the CAM
was 0.270 + 0.05. In the population of females of the CAM, it was possible to identify
animals carrying the SNP that corresponds to the Booroola mutation. The number of births
had no effect on the prolificacy characteristic of CAM females evaluated in the present
study. The females of the Hampshire breed are 11 times more likely to have a double birth
than the females of the Creole breed analyzed in this study. The SNPs rs426338048 of the
gene BMPR1B, rs160076413 and rs422644056 located in the GDF9 gene have an effect
(p <.0001, p = 0.0015 and p = 0.0117 respectively) on the characteristic prolificacy in the
CAM females evaluated in the present study. The results of this work, although they may
be considered preliminary, provide basic information for the genetic management of this
population.

Keywords: Reproduction, number of offspring, parturition, association, sheep

production, breeding, genetics
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Introduccioén

La situacién actual de la cria de ovejas y cabras en el mundo es, obviamente, el resultado
de numerosos eventos histéricos de naturaleza agro-climatica, geopolitica y socio-
econdémica. Este tradicional sector ha desempefiado un papel cultural importante en la
historia de las civilizaciones, lo que ademas explica el vinculo cercano que existe entre los
pequefios rumiantes y los humanos y la razén de que sean un factor determinante en la
forma de vida de la mayoria de comunidades rurales alrededor del mundo (Morand-Fehr &
Boyazoglu, 1999). Adicionalmente, a nivel del tropico se destaca la importancia de los
ovinos criollos como un recurso genético importante. Sin embargo, es poca la informacion
existente acerca de su manejo productivo ademas de que se encuentran amenazados por
las practicas continuas de cruzamiento con razas foraneas e introducidas, siendo
poblaciones no seleccionadas que corren peligro de sufrir erosion genética por la manera
en que son cruzadas, lo que les coloca en riesgo para la implementacion de programas de
conservacion (Montes, Moreno, Hurtado, & Ramirez, 2013).

Los ovinos, en general, se caracterizan porque son capaces de consumir plantas
arbustivas y vegetacion variada (Morand-Fehr et al.,, 2004), por lo que pueden ser
explotados en un amplio rango de zonas agroecoldgicas y diversos sistemas de manejo
(Peacock, 2008). Ademas, tienen una increible capacidad de adaptacién a las condiciones
adversas, tales como las temperaturas extremas, las situaciones de subalimentacion, los
distintos niveles de altitud e incluso tienen una gran capacidad para caminar largas
distancias y sobrevivir a sequias (Gonzélez, Grajales, Manrique, & Téllez, 2011; Morand-
Fehr et al., 2004; Peacock, 2008).

Durante los dltimos afios, la cria de los pequefios rumiantes en los paises en desarrollo,
como Colombia, se ha extendido a areas donde son importantes la produccién de
subsistencia, la economia de trueque o la cultura comunitaria, rodeadas de comercios y
economias de mercado limitados en organizacion, infraestructura y eficiencia. Por todo

ello, la produccion de ovejas y cabras juega un papel cada vez mas importante en
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mercados de vecindad, mercados de regateo, sistemas de pequefios productores,
productores de subsistencia y produccién urbana o periurbana (Gonzalez et al., 2011).
Los criadores de ovejas y cabras con frecuencia se encuentran ubicados en una posicién
relativamente baja de la escala social y en muchos paises estan entre aquellos que no se
benefician de los programas de ayuda estatal o de servicios de extension (Boyazoglu,
Hatziminaoglou, Morand-Fehr, & Casey, 2005; Peacock, 2008). Esto evidencia la falta de
ayuda y fomento gubernamental hacia la cadena de produccién de los pequefios
rumiantes, a lo que se le adiciona que la cadena de produccion/consumo de la ovino-
caprinocultura tanto en Colombia como en otros paises se encuentre débilmente
organizada (Gonzalez et al., 2011).

El sistema de produccion ovina en Colombia presenta un elevado potencial debido a que
ha estado ligado histéricamente a tradiciones culturales en diferentes regiones del pais, lo
gue en los dltimos afos ha despertado un gran interés para el mejoramiento del mismo
(Parra, Magafa, Duarte, & Téllez, 2015). Sin embargo, el desarrollo tecnoldgico de la
produccion ovina en Colombia ha sido de bajo nivel, reflejado en la poca aplicacion de
nuevas metodologias y técnicas en areas como la genética, en la que las investigaciones
han sido limitadas al conocimiento de la capacidad productiva y a su utilizacién en
cruzamientos (Martinez & Malagoén, 2005; Montes et al., 2013). En Colombia existen
diferentes razas ovinas ancestralmente importadas y adaptadas por lo que posee razas de
pelo como Peliguey, Kathadin y Dorper en climas calidos y. razas de lana como Hampshire,
Suffolk, Dorset, Romanov, Corriedale y Romney Marsh, en climas frios (Gonzalez et al.,
2011).

Por esta razon, se hace necesario estimular la aplicacion de nuevos conceptos emergentes
como el impacto ecolégico, el bienestar animal y la sostenibilidad de los sistemas, asi como
tener en cuenta la buena utilizacién y la conservacién genética de los recursos locales
adaptados.

A menor grado de especializacién, en las producciones ovinas se utilizan con menor
frecuencia herramientas de planeacion estratégica y sistemas de identificacion y registro
de animales. El bajo control administrativo de los sistemas ovinos de trépico alto en
Colombia demuestra la necesidad de implementar programas de asistencia técnica,
investigacion y extension, donde los productores desarrollen habilidades para la
proyeccion de indicadores de gestion y mercado (Moreno & Grajales, 2014).

La eficiencia biol6gica en ovejas con respecto a la produccion de leche, carne y lana esta

condicionada por la fertilidad (Notter, 2000) por lo que seria importante incrementar la
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eficiencia reproductiva de los sistemas ovinos. El mantenimiento de altos niveles de
fertilidad (definido como el porcentaje de hembras que paren) y altos niveles de fecundidad
son criticos para una produccion ovina eficiente. Sin embargo, el nivel 6ptimo de
fecundidad en la mayoria de los casos esta muy por debajo del nivel maximo alcanzable
(Notter, 2008).

Los avances en genética molecular han permitido la identificacion de marcadores
genéticos asociados con regiones génicas que afectan caracteristicas de interés en
animales de produccién, incluyendo caracteristicas monogénicas y QTL (Quantitative
Traits Loci) o regiones gendmicas que afectan caracteristicas cuantitativas, los cuales han
permitido el incremento de la respuesta a la seleccién, en particular para caracteristicas
gue son dificiles de mejorar con la seleccion convencional o caracteristicas cuya medicién
fenotipica es dificil, costosa o que solo pueden ser evaluadas en animales adultos o en
estado post-mortem (Martinez Royo, 2011).

La caracteristica de prolificidad y en general las caracteristicas reproductivas se
caracterizan por tener bajas heredabilidades y ser sensibles a efectos genéticos no
aditivos, por lo que la aplicacion de métodos tradicionales de mejoramiento, basados en
datos fenotipicos es un proceso que consume mucho tiempo. Entonces, la genética
molecular y la seleccién asistida por marcadores tienen una alta importancia en el
mejoramiento genético de la eficiencia reproductiva (Abdoli, Zamani, Deljou, & Rezvan,
2013; Davis, Mcewan, Fennessy, Dodds, & Farquhar, 1991). Por ello, los genes mayores
conocidos hasta ahora, se han utilizado de varias maneras para aumentar la productividad
de las producciones, usando continuamente animales portadores para aumentar la
frecuencia de los mismos dentro de los rebafos (Mufioz & Jurado, 2012).

La caracterizacion de los genes mayores asociados a fecundidad y por ende de la mano
con la reproduccion, pueden mejorar notoriamente la repuesta a programas de
mejoramiento en ovinos. Por todo ello es importante desarrollar estudios que permitan la
identificacion de genes, variantes alélicas y polimorfismos asociados a prolificidad en la
poblacién ovina nacional con el fin de incrementar la productividad del sistema productivo.
El objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de polimorfismos de nucled6tido
simple (SNP) de los genes BMPR1B, BMP15 y GDF9 y evaluar su asociacion al parametro
prolificidad en hembras de las razas Romney Marsh, Corridale, Hampshire y Criolla
ubicadas en el Centro Agropecuario Marengo de la Universidad Nacional de Colombia
(CAM-UN).






1.Estado del arte

En esta seccibn se encuentran las generalidades y aspectos importantes de la
reproduccién ovina, la importancia de la prolificidad como parametro zootécnico y de
mejora, el sistema de proteinas morfogénicas oseas y finalmente los genes mayores
asociados a la prolificidad ovina en diferentes razas de algunos paises donde se referencia

a los polimorfismos que se han encontrado asociados a esta caracteristica.

1.1 Aspectos de lareproduccion ovina

Toda La actividad reproductiva en ovinos esta influenciada por la estacion del afio teniendo
al fotoperiodo como el factor clave en la sincronizacion del ciclo reproductivo, generando
el ciclo ovarico y testicular (Ali & Hayder, 2008; Dickson & Sanford, 2005; Fourie,
Schwalbach, Neser, & Van der Westhuizen, 2004). La ausencia de actividad ovarica es la
consecuencia del anestro estacional la cual estd acompafiada de una reduccion en calidad
seminal de los machos, ambos siendo factores limitantes de la eficiencia reproductiva
(Zamiri, Khalili, Jafaroghli, & Farshad, 2010).

El efecto del fotoperiodo sobre las razas ovinas con reproduccion estacional depende
principalmente de la latitud geogréfica (Lozano, 2015). Sin embargo, en ambientes
tropicales y subtropicales, algunas razas han reportado no tener un efecto estacional en la
reproduccion (Aguirre, Orihuela, & Vasquez, 2007; Rosa & Bryant, 2003).Algunos autores
argumentan que los animales explotados en paises tropicales no tienen un ciclo
reproductivo y poseen la habilidad de concebir a lo largo de todo el afio. Colombia al
pertenecer a la region tropical no genera disminuciones en la longitud del dia y no se

considera un pais de estaciones. En consecuencia, los cambios en el fotoperiodo no son
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evidentes a lo largo del afio, de esta manera los animales son capaces de concebir durante
todo el afio (Lozano, 2015).

En los ultimos afos los productores han buscado superar los indicadores de productividad
de sus rebafos a través de cambios tecnoldgicos, destacandose la introduccién de tipos
raciales especializados, construccibn de corrales y el suministro de alimentos
balanceados. Sin embargo, la implementacion limitada de tecnologias y biotecnologias se
ha debido al escaso personal capacitado y al elevado costo de los procedimientos para su
aplicacion (Parra et al., 2015).La fertilidad en las hembras esté influenciada en gran medida
por la tasa ovulatoria (TO), definida como el nimero de ovocitos liberados durante un ciclo
reproductivo; estos responden a su vez a un complejo intercambio de sefiales endocrinas
entre la glandula pituitaria y el ovario, asociadas a sefiales paracrinas y autocrinas, asi
como a factores de sefalizacién en las células foliculares, el ovocito y las células sométicas

adyacentes (Palomera & Alonso, 2014) .

Los foliculos primordiales, disponibles durante toda la vida reproductiva de una hembra,
no se encuentran estaticos en el ovario, sino que dependen de la expresion de cientos de
genes que se encargan de mantener la maquinaria y las funciones de sefalizacion de los
foliculos (Scaramuzzi et al., 1993). En esta etapa son sensibles a la acciéon de factores de
crecimiento como BMP15 y GDF9 producidos por el ovocito (McNatty et al., 2004) y
determinan el nimero de foliculos para ovular (Vifioles, 2011). La foliculogénesis es un
proceso lento que comienza 120 dias antes de la ovulacion e involucra el pasaje de los
foliculos por 5 estadios de desarrollo: primordiales, primarios, sensibles a las
gonadotropinas, dependientes de las gonadotropinas y foliculos ovulatorios (Scaramuzzi
et al., 1993).

1.1.1 Eje hipotadlamo-hipofisis-ovario

La actividad gonadal esta bajo el control del hipotadlamo y de la pituitaria anterior
(adenohipdfisis). El hipotdlamo es una pequefa estructura en la regién central del cerebro.
Tiene grupos de neuronas colectivamente llamadas nicleos que secretan hormonas

peptidicas importantes para el control de la actividad pituitaria (Cunningham, 2003).
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Alrededor de estas hormonas existen factores de liberacién como parte de un mecanismo
de hormonas neuroendocrinas sintetizadas por el tejido nervioso y suministradas al
sistema portal de la glandula pituitaria hipotalamica para ser transportadas a la hipofisis
anterior o adenohipdfisis (Clarke, 2011). La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
es el principal factor de liberacion en la reproduccion y es producido por las neuronas que
residen en el hipotdlamo; su produccion es critica para la regulacién de los gametos y la
produccién de hormona esteroide sexual por los ovarios y los testiculos. La mayoria de las
neuronas GnRH de las ovejas se encuentran en el area predptica del hipotalamo (50%)
(Ciechanowska et al., 2008; Cox et al., 2012).

Los axones transportan la GnRH desde el hipotdlamo al sistema portal hacia la
adenohipdfisis para estimular la secrecion de gonadotropinas (Micevych, Bondar, & Kuo,
2010). El patrén principal de secrecion de gonadotropinas es pulsatil y es impulsado por la
secrecibn de GnRH; este sistema generador de impulsos para la secrecion de
gonadotropinas se incrementa durante la fase folicular y disminuye durante la fase luteal
del ciclo estral. En general, el estrogeno (E2) disminuye la amplitud del pulso y la
progesterona (P4) disminuye la frecuencia del pulso de la secrecién de gonadotropinas
(Cunningham, 2003).

La adenohipdfisis produce hormonas proteicas que son importantes para el control de la
reproduccion: dos gonadotropinas, foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH), otras
hormonas como prolactina (PRL), hormona del crecimiento (GH) y estimulante de la
tiroides (TSH) siendo bien entendido que la GnRH regula la liberacion de LH y FSH (Roa
& Tena-Sempere, 2007). Los cambios en la frecuencia de pulso GnRH pueden regular
selectivamente la produccién de FSH y LH con frecuencias mas lentas de GnRH,
observadas durante la fase litea de un ciclo estral; esto puede explicar las mayores
concentraciones basales de FSH antes de los picos de GnRH durante la fase Iutea del
ciclo estral que induce ondas foliculares (Toosi et al., 2010).Hay una gran variedad de
hormonas producidas por el hipotalamo y el ovario o testiculo que afectan la secrecién de
gonadotropinas en la pituitaria. Una de ellas es la inhibina, con estas hormonas inhibidoras
es posible ver una interaccién compleja entre la frecuencia del pulso hipotalamico de GnRH
y el ambiente paracrino, para determinar cantidades de proteinas reguladoras de FSH
dentro de la hipdfisis (Clarke, 2011; Smith & Clarke, 2010).
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1.1.2 Periodicidad en ovejas maduras sexualmente

Los patrones de actividad reproductiva en ovejas adultas no prefiadas estdn dominados
por dos ritmos distintos; El primero de ellos es un ciclo estral de 16 -17 dias y el segundo,
presente en ovejas manejadas en paises de estaciones, es un ritmo anual de ciclicidad
ovarica de suspensién (anestro) dependiente de la estacién y la restauracién de los ciclos
ovulatorios (periodo de reproduccion) (Rawlings & Bartlewski, 2007). Existen reportes de
la duracién del ciclo en ovejas criollas colombianas de 16.13 £ 0.45 dias (Rodriguez 1996),
en contraste con otros reportes de 17.13 = 3.54 dias para la misma raza en la Sabana de
Bogota (Suarez Rodriguez 1993). Adicionalmente en otros grupos de estudio se observd
un promedio de 17.3 dias (Osorio y Lopez 1993). La duracion del ciclo estral ovino es
notablemente constante a través de las diferentes épocas, solo existen pequefias
diferencias entre las diferentes razas ovinas y un pequefio efecto de la edad, que

usualmente no es superiore a 1 dia, (Bartlewski et al., 2011).

1.1.3 Foliculogénesis y funcion latea en ovejas

Como muchas otras especies de mamiferos, el desarrollo de las células ovaricas
germinales y células somaticas en la oveja progresa a través de los estados de mitosis y
entra a la meiosis, seguido de la foliculogénesis inicial y por consiguiente del desarrollo

folicular temprano durante la vida prenatal (Guigon & Magre, 2006).

El conglomerado de foliculos primordiales, disponibles durante toda la vida reproductiva
de los animales, no esté quiescente en el ovario, sSino que expresa cientos de genes que
se encargan de mantener la maquinaria y las funciones de sefalizacion de los foliculos.
Una vez que los foliculos dejan el grupo de foliculos primordiales, estdn comprometidos a
continuar su desarrollo en forma independiente de las gonadotropinas (Scaramuzzi et al.,
1993). En esta etapa son sensibles a la accion de factores de crecimiento, y su crecimiento
es regulado por factores producidos por el ovocito (BMP15, GDF9) (McNatty et al.,

2004).En la corteza del ovario desde que la oveja es feto las células germinales diploides
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llamadas oogonias se dividen por mitosis para producir mas oogonias. Estas oogonias en
la oveja alrededor de 50 dias antes del nacimiento entran a la profase de su primera
division meidtica y luego son llamadas oocitos (Driancourt, Févre, Martal, & Al-Gubory,
2000). Al llegar a la etapa de diploteno de la profase meiética el oocito esta rodeado por
una capa simple de células pre-granulosas escamosas y se establece un reservorio de
foliculos primordiales que alcanza alrededor de 40.000 a 300.000 foliculos en ovejas
(Bartlewski et al., 2011;Driancourt, Gougeon, Royere, & Thibault, 1993). Debido a razones
inciertas, muchas células germinales mueren por apoptosis involucrando a los foliculos
primarios de los ovarios de las ovejas desde mediados de la gestacion y hasta el
nacimiento y ademas a lo largo de la vida posnatal (Bartlewski et al., 2011; Driancourt et
al., 1993). Los foliculos primordiales abandonan continuamente el grupo de foliculos no
crecientes a través de la activacion de factores paracrinos (Roche, 1996) y como
consecuencia la morfologia y tasa de proliferacion de las células de granulosa y de la teca
cambian (Lundy, Smith, O’Connell, Hudson, & McNatty, 1999).

Los foliculos primarios se caracterizan por poseer una sola capa de células granulosa
cuboideas que rodean al oocito; cuando los foliculos ovaricos se convierten en foliculos
secundarios, estos tienen dos o tres capas de células de granulosa cuboideas. Las células
de la teca empiezan a diferenciarse y se forman varias cavidades llenas de fluido las cuales
coalescen durante la formacion del foliculo maduro o foliculo terciario o de Graaff. Hacia
el final del estadio temprano de la foliculogénesis, los foliculos ovaricos se vuelven
receptivos a las hormonas gonadotrépicas, lo cual es un prerrequisito para el consiguiente
crecimiento y maduracién del foliculo antral (Bartlewski et al., 2011; Campbell, Scaramuzzi,
& Webb, 1995).

Con la llegada de la pubertad el foliculo terciario entra en un estado preovulatorio en el
cual la meiosis continia con la metafase 2. Como el diametro del foliculo aumenta
aproximadamente a 1-2 mm, la ultrasonografia se vuelve (til para evaluar el siguiente
desarrollo de los foliculos y cuerpos luteos (Duggavathi, Bartlewski, Barrett, & Rawlings,
2003; Vinoles, Meikle, & Forsberg, 2004). Se ha estimado que el periodo de crecimiento
folicular desde el estado primordial al estado preovulatorio en ovejas es aproximadamente
de 6 meses (Cahill & Mauléon, 1980).
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1.1.4 Patron de desarrollo antral folicular en la oveja

Tanto en ovejas de razas prolificas como en las no prolificas hay tipicamente de 2 0 4
ondas de aparicion de foliculos por intervalo interovulatorio (Bartlewski et al., 2011). Este
patron de desarrollo folicular esta cercanamente asociado con elevaciones periodicas de
concentraciones séricas diarias de la hormona foliculo estimulante (FSH). Los picos de
aumentos transitorios en las concentraciones diarias de FSH ocurren justo antes de la
aparicion de la onda folicular. Ademas, la aparicion de la onda de desarrollo folicular esta
asociada con el inicio del incremento transitorio de las concentraciones séricas de estradiol
y el final de la fase de crecimiento de los foliculos mas grandes de ondas sucesivas que
coinciden con el pico de concentraciones séricas de estradiol (Bartlewski et al., 2011). A
partir de los estudios de las relaciones temporales entre los patrones de secrecién de FSH
y la aparicion de ondas foliculares en ovinos, parece que la FSH controla principalmente
la etapa inicial del crecimiento del foliculo antral, pero el posterior desarrollo y finalizacion
folicular son independientes de las fluctuaciones de FSH (Bartlewski, Beard, & Rawlings,
1999, 2000; Duggavathi et al., 2003). El proceso final de maduracion con cambios
endocrinos y morfoldgicos del foliculo preovulatorio esta intimamente relacionado con la

descarga preovulatoria de LH (Uribe-Velasquez, Correa-Orozco, & Osorio, 2009).

El nUmero de ondas foliculares esta relacionado con la condicién corporal, y determina la
tasa ovulatoria (Vifoles, Harris, Forsberg, Banchero, & Rubianes, 2002). Ovejas en alta
condicion corporal (4, escala 1 a 5) tienen mayor cantidad de foliculos totales y desarrollan
un patrén de tres ondas foliculares, teniendo més ovulaciones dobles comparadas con
ovejas en condicion corporal 2, que desarrollan un patrén de 2 o 3 ondas foliculares
(Vifoles et al., 2002).

El aumento en la sensibilidad a las gonadotropinas est4 dado por la accion local de
metabolitos y hormonas metabdlicas (Scaramuzzi et al., 2006). Las vias metabdlicas que
se activan cuando aumenta el nivel nutricional de la oveja son mdltiples (sistema IGF,

leptina, glucosa-insulina, via de la hexosamina, entre otros), y actian como sensores a
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nivel folicular para determinar un aumento en la cuota ovulatoria (Scaramuzzi, Brown, &
Dupont, 2010).

Las ondas foliculares en las ovejas consisten en 1-4 foliculos que alcanzan una etapa final
de desarrollo similar. Se ha demostrado que los foliculos antrales de las ondas finales y de
la pendltima, del ciclo estral ovulan simultaneamente en ovejas prolificas (P M Bartlewski
et al., 1999; Gibbons, Kot, Thomas, Wiltbank, & Ginther, 1999). El hecho de que mas de
un foliculo adquiere la capacidad de alcanzar un tamafio ovulatorio en una sola onda y los
foliculos de dos ondas consecutivas ovulan al mismo tiempo sugiere que la dominancia
folicular es débil o ausente en la oveja hecho que ha sido demostrado en varios
experimentos con diferentes comparaciones tanto in vivo como in vitro (Driancourt, Webb,
& Fry, 1991).

Por otra parte, en ovejas ciclicas y en ovejas en anestro estacional, el foliculo de mayor
crecimiento de una onda no inhibe la aparicion de una nueva onda folicular inducida por
una dosis fisiologica de FSH dada a mitad del intervalo entre ondas (Duggavathi et al.,
2005). Los foliculos mas grandes inducidos a crecer por una dosis fisiol6gica de FSH ovina
exdgena no alteran el patron ritmico de la secrecion de FSH enddgena o la aparicion de la
siguiente onda folicular (Duggavathi et al., 2005).

En ovinos prolificos, como los de la raza Finn, los foliculos ovulatorios originados de las
penultimas ondas no sufren regresion o atresia la cual es prevenida por el incremento
sérico de FSH y/o el incremento gradual de LH. Por otro lado, en ovinos no prolificos como
los de raza Western White este hecho no ocurre, lo que puede ser atribuido a menores
concentraciones de FSH antes de la ovulacién (Bartlewski et al., 1999). En general, las
razas prolificas tienen la capacidad de ovular foliculos de menor tamafio a los ovulados
por las no prolificas. Ademas, poseen un menor tamafo de foliculos durante todas las
fases previas de desarrollo, incluyendo el reclutamiento folicular de cada onda. Sin
embargo, existe gran variabilidad de razas teniendo diferentes tamafios de foliculos a
través de ellas (Driancourt, Gauld, Terqui, & Webb, 1986; Souza, Campbell, Webb, & Baird,
1997).
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1.1.5 Luteogénesis, ciclo medio, funcion lutea y regresion del
cuerpo luteo

El cuerpo luteo (CL) del ciclo estral de la oveja es formado principalmente por la accion de
la hormona luteinizante (LH), involucrando una cascada de cambios fenotipicos y
funcionales de las células de la granulosa y la teca de foliculos rotos (Niswender, Juengel,
Silva, Rollyson, & Mclintush, 2000). La LH es obligatoria para el crecimiento inicial del CL
y la diferenciacion celular. Entre 3 y 4 dias después de la ovulacion el CL ovino tiene entre
6-8 mm de diametro y alcanza su diametro maximo de 11 a 14 mm, aproximadamente 6
dias después (Bartlewski, Beard, Cook, & Rawlings, 1998). La atrofia luteal ocurre
abruptamente en los ovinos 2 a 3 dias después, entre los dias 12 a 15 después de la

ovulacion (Bartlewski et al., 2011).

El factor luteolitico en rumiantes es la prostaglandina (PGF2a) secretada por las glandulas
endometriales del utero (Knickerbocker, Wiltbank, & Niswender, 1988; Mann, Payne, &
Lamming, 2001). Hacia el final de la fase lutea, el estradiol folicular incrementa la secrecion
de PGF2a y promueve la formacion de receptores endometriales para oxitocina; esto se
encuentra significativamente incrementado por la exposicion previa a la progesterona
(Mann et al., 2001).

El declinamiento de las concentraciones circulantes de progesterona en el inicio de la
lutedlisis esta asociado con la ocurrencia de otro incremento en los niveles del receptor de
oxitocina y la secrecion pulsatil de PGF2a (Sheldrick & Flint, 1985). La oxitocina luteal y
posiblemente la oxitocina de origen pituitario, juegan un papel importante en el mecanismo

que controla la secrecion de PGF2a en ovejas (Flint & Sheldrick, 1986).
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1.1.6 Perfiles hormonales durante el ciclo estral de la oveja

El ciclo estral est4 asociado con una secuencia de eventos endocrinos interrelacionados
gue se encuentran regulados por la secrecién de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) proveniente del hipotalamo; la glandula pituitaria secreta FSH, LH y oxitocina; los
foliculos antrales ovéricos secretan estrogenos e inhibina; el CL secreta progesterona y
oxitocina y el endometrio uterino produce PGF2a (Bartlewski et al., 2011; Niswender et al.,
2000). El desarrollo de los foliculos ovéricos, asi como su maduracién, esteroidogénesis,
ovulacién y formacién del CL, estan controlados primariamente por las gonadotropinas

pituitarias.

La regulacion de la secrecién y biodisponibilidad de las hormonas gonadotrépicas depende
de una compleja interaccidon entre varios factores internos y externos (Rawlings &
Bartlewski, 2007). Los factores internos incluyen la produccion local de aminoéacidos y
péptidos/hormonas proteicas, esteroides ovaricos y otras hormonas foliculares como la
inhibina, activina y folistatina, neurotransmisores, neuromoduladores y productos uterinos.
También se sabe que los factores externos, incluyendo las sefiales fotoperiddicas, las
feromonas masculinas, la nutricion y el estrés, afectan la funcion del eje hipotalamo-
hipofisis-ovario. (Bartlewski et al., 2011). La regulacién puede lograrse directamente, a
través de los efectos sobre la secrecion de GnRH, o indirectamente, alterando la respuesta
hipofisaria a la GnRH o la sensibilidad ovarica a las gonadotropinas, la heterogeneidad de
LH/FSH (por ejemplo, la glicosilacién de la hormona), el flujo sanguineo local o el
intercambio de contracorriente de hormonas entre los vasos linfaticos y los vasos

sanguineos (Bartlewski et al., 2011).

La descarga pre-ovulatoria de GnRH y la subsecuente de LH y FSH alcanza un pico cerca
de 14 horas antes de la ovulacion (Baird, 1978; Rawlings, Jeffcoate, & Rieger, 1984). Esta
oleada de gonadotropina es sostenida por una disminucion de la progesterona y el
aumento de la secrecion de estradiol durante la etapa final del ciclo estral. Los pulsos
ritmicos de LH generados por GnRH prevalecen en todos los estados reproductivos de las
ovejas, incluyendo el ciclo anterior, durante y después de la oleada de gonadotropinas

preovulatorias (Rawlings & Cook, 1993).
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1.2 Prolificidad

La prolificidad se puede definir como el nUmero de crias nacidas por oveja por parto y
puede variar en funcion de las condiciones ambientales (salud, manejo y nutricion) y del
componente genético del animal. Entre los componentes ambientales se incluye la raza,
la edad, estado fisioldgico, estado sanitario, estado nutricional, balance energético de la
dieta, factores socio-sexuales (manejo de las hembras con presencia o ausencia de
machos y/o hembras reproductivamente activas), la temperatura, la humedad, el estrés y
el manejo especifico de cada explotacion (Alvarez & Zarco, 2001; Martinez Royo, 2011;
Petrovic et al., 2012; Vifioles et al.,, 2009). Ademas, la rentabilidad o eficiencia de la
produccién ovina esta condicionada por la fertilidad, que a su vez se ve mediada por la
prolificidad estableciendo el nimero de animales viables para su utilizacion, por lo que
algunos autores consideran mas importante la prolificidad que la ganancia de peso
(Liandris et al., 2012; Petrovic et al., 2012).

Por lo anterior, el aumento de la prolificidad es una via para mejorar la produccion, teniendo
en cuenta los factores ambientales y los factores genéticos como la utilizacién de genes
mayores con gran efecto sobre la tasa de ovulacion (Argiello-Hernandez et al., 2014). Los
factores genéticos contribuyen no solo a la diversidad y mejoramiento de una raza, sino
gue tienen un efecto sobre la expresion del fenotipo que esta asociado a genes que afectan
los mecanismos fisiologicos implicados en una funcion biolégica (Loys Bodin et al., 2007).
Algunas de las estimaciones de la prolificidad son expresadas a través del parametro
denominado tasa de ovulacién (Martinez Royo, 2011). La mejora de esta caracteristica es
uno de los objetivos de mayor interés en los sistemas de explotacion de ovinos de carne
mediante la intensificacion de la produccion a través del incremento de la productividad por
oveja (Martinez Royo, 2011). Esta caracteristica puede ser estimada mediante la tasa
ovulatoria que es el numero de évulos que se liberan en un ciclo reproductivo de cualquier

hembra, pero cuyo valor real es el nimero de crias por parto por hembra. En ovinos se
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utilizan los valores promedio del nUmero de crias por parto por hembra a lo largo de varios

ciclos reproductivos (Mufioz & Jurado, 2012).

Muchas especies de mamiferos que incluyen primates, cabras, bovinos y ciervos, entre
otros, normalmente tienen una tasa de ovulacién (TO) de 1 y algunas veces 2 évulos,
mientras que, otras especies animales como los ratones, hamster, gatos, perros y porcinos
la TO que varia entre 4 y 15 G6vulos (Mcnatty et al., 2005). La variacién de la TO entre
especies permite valorar la necesidad de identificar un modelo animal con un amplio rango
de TO, por lo que, en este contexto, la oveja (Ovis aries) proporciona un excelente modelo
experimental, porque tiene mas de 900 razas diferentes que varian ampliamente en sus
caracteristicas fisiologicas incluyendo la TO y la fecundidad (Terrill, 1979 en: Montgomery,
Galloway, Davis, & McNatty, 2001). La tasa de ovulaciéon (TO= numero de oocitos liberados
durante un ciclo reproductivo) esta determinada por un intercambio complejo de sefiales
endocrinas entre la glandula pituitaria y el ovario y por sefiales paracrinas y posiblemente
autocrinas dentro de los foliculos ovaricos que involucran al oocito y sus células soméaticas
adyacentes (Dong et al., 1996; Galloway et al., 2000; Eppig, 2001; Durlinger et al., 2002;
Knight and Glister, 2003; Shimasaki et al., 2004).

Gran parte de los costos de produccion de un sistema productivo esta dado por el
mantenimiento de las hembras a través de los diferentes periodos de produccion, por lo
gue la hembra que produzca mas de una cria por parto reducira los costos de
mantenimiento por animal nacido. En consecuencia, una alta prolificidad resultara en un
mayor nimero de crias por hembra, reduciendo los costos de mantenimiento de la madre
por unidad de produccién y también obteniendo una mas rapida expansion del sistema
productivo (Alonso, 1981). Actualmente no existe un plan de mejoramiento ovino
organizado en Colombia. La mayoria de las granjas utilizan libre apareamiento con machos
gue se encuentran permanentemente dentro del grupo o grupos de hembras con un

infrecuente control sobre la actividad reproductiva (Lozano, 2015).

Aunqgue el mecanismo general del ciclo reproductivo en mamiferos se encuentra bien
entendido y se reconoce la existencia de una compleja comunicacién endocrina entre el
sistema nervioso central y los ovarios, el mecanismo fundamental que controla el nUmero
de foliculos ovulados en cada ciclo reproductivo en ovejas, sigue siendo poco entendido

(Martinez Royo, 2011). Por lo general, en los ovinos, las hembras tienen una o dos crias,
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no obstante, algunos trabajos u otros investigadores (Fabre et al., 2006) han observado
una amplia variacion en el rango del numero de crias en las diferentes razas e incluso se
han observado amplias variaciones dentro de una misma raza (Fabre et al., 2006),
pudiéndose llegar hasta 5 crias por parto en la raza Romanov en Canada (Fahmy, 1986)
y 7 en laraza Belle-lle en Francia (LIU et al., 2014). Se han reportado varios promedios en
razas prolificas como 2.65 para la raza Small Tailed Han en China (Wang, Li, & Wei, 1990),
de 1.16 a 2.20 en la raza Pelibuey en México y Venezuela (Dickson, Torres, D’Aubeterre,
& Garcia, 2004; Segura, Sarmiento, & Rojas, 1996), 1.2 a 1.5 para la Rasa Aragonesa en
Espafia (Sierra, 1992) y 2.23 para la raza Belle-lle en Francia que se encuentra en peligro
de extincién (Davis, 2005; LIU et al., 2014),

Varios estudios genéticos en ovinos han establecido que la tasa de ovulacion y el tamafo
de camada o prolificidad, pueden ser regulados genéticamente por un grupo de diferentes
genes, cada uno de ellos con un efecto menor, o alternativamente por la accién de genes
simples con efecto mayor denominados genes mayores o de fecundidad (Fec) (Davis,
2004; Davis, 2005; LIU et al., 2014; McNatty & Henderson, 1987; Musthafa & Marikar,
2014; Notter, 2012).En este aspecto, es necesario destacar que los ovinos han sido
considerados como una especie modelo para identificar genes involucrados en los

mecanismos que controlan la tasa de ovulacion (Fabre et al., 2006).

Los genes Fec identificados en ovejas son el receptor de la proteina morfogenética 6sea
tipo IB (BMPRIB) o Activin Like Kinase 6, conocido como FecB localizado en el cromosoma
6 (Mulsant et al., 2001; Wilson et al., 2001), el factor de diferenciacion del crecimiento 9
(GDF9), conocido como FecG localizado en el cromosoma 5 (James P. Hanrahan et al.,
2004) y la proteina morfogenética 6sea 15 (BMP15), conocida como FecX localizada en el
cromosoma X (Hanrahan et al.,, 2004) y es expresado en oocitos (Moore, Otsuka, &
Shimasaki, 2003). Las mutaciones FecG (una mutacion del gen GDF9) y FecX (cuatro
mutaciones diferentes del gen BMP15) condujeron a un aumento de las tasas de ovulacion
en animales heterocigéticos y a la esterilidad en los animales homocigoéticos (Shabir &
Ganai, 2012).



Capitulo 1 Estado del arte 17

Los principales polimorfismos reportados en estos tres genes con efecto sobre el
incremento en la tasa de ovulaciéon y el tamafio de camada o prolificidad, se han
identificado en las razas Booroola, Indian Garole, Indonesian Javanese, Chinese Hu y
Small-tailed Han (Davis et al., 2006; Davis et al., 2002; Fabre et al., 2006), en el gen de la
proteina morfogenética Gsea tipo 1B (BMPRIB), en las razas Belclaire y Cambridge, Indian
Garole, Indonesian Javanese, Indian Kendrapada, Indian Bonpala, Iran Kalehkoonhi,
Chinese Hu, Duolang, Cele, Wadi, Altay, Bayanbulak y Small-tailed Han (Davis et al.,
2006; Davis et al., 2002; Fabre et al., 2006; Kumar, Mishra, Kolte, Dash, & Karim, 2008;
LIU et al., 2014; Mahdavi, Nanekarani, & Hosseini, 2014; Roy et al., 2011) y en el gen de
la proteina morfogenética 6sea 15 en las razas Inverdale, Hanna, Belclare, Cambridge y
Lacaune. Por ultimo, en el gen del factor de diferenciacion del crecimiento (GDF9) en las

razas Belclaire y Cambridge (Davis, 2004; Mufioz & Jurado, 2012).

En la todos los casos en los cuales se hallaron fenotipos de elevada prolificidad y por
consiguiente de tasa de ovulacion (TO) dentro de una raza y que se encontraron
polimorfismos causales de tipo SNP para estos tres genes (BMPR-1B, BMP15 y GDF9),
sugieren un efecto directo y especifico sobre la foliculogénesis, evidenciado a través del
incremento en la sensibilidad de los oocitos a la hormona foliculo estimulante (FSH) (Abdoli
et al., 2013; Davis, 2005; Hanrahan, 2003; Hanrahan et al., 2004; McNatty et al., 2003;
Polley et al., 2010; Souza, MacDougall, Campbell, McNeilly, & Baird, 2001; Vage et al.,
2013).

Se han identificado varios polimorfismos tipo SNP en estos tres genes (BMPR1B, BMP15
y GDF9) que se han podido asociar a un incremento en la tasa de ovulacién (TO), pero no
se ha podido detectar un cambio importante en los niveles de secrecién de gonadotropinas
(FSH, LH, estradiol, inhibina) (Montgomery, McNatty, & Davis, 1992; Shackell et al., 1993;
Souza, Campbell, Webb, & Baird, 1997). Sin embargo, se reconoce que estos genes se
encuentran involucrados en la misma via biolégica que controla la ovulacion. Aunque aun
no se ha esclarecido completamente el papel biolégico de los genes BMP15 y GDF9 se
reconoce que intervienen en la regulacion de las funciones de las células de la granulosa

y teca ovéricas (Fabre et al., 2006; Mcnatty et al., 2005).

Se ha demostrado que las mutaciones encontradas en estos genes pueden estar

asociadas con diferentes efectos fenotipicos. Se pudo determinar que el alelo mutado de
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FecBB (Booroola) se encontraba asociado con el efecto aditivo sobre la tasa de ovulacién
(Mulsant et al., 2001; Wilson et al., 2001), mientras que las mutaciones FecG y FecX
conducen a tasas de ovulacion incrementadas en animales heterocigotos y a esterilidad
en animales homocigéticos. Las hembras portadoras heterocigotas de los alelos FecG
(high fertility), FecX (Inverdale), FecXH (Hanna), FecXB (Belclare) o FecXG (Galway)
presentan una a dos ovulaciones adicionales, comparadas con las no portadoras, mientras
gue las ovejas homocigotas son estériles debido al bloqueo del proceso de foliculogénesis
(Galloway et al., 2000; Hanrahan et al., 2004; McNatty et al., 2005). La mutacién FecGH
conduce a la sustitucién de una serina con una fenilalanina en la posicion 77 del péptido
GDF9 maduro (S77F) (Hanrahan et al., 2004)]; asimismo, las mutaciones FecXI y FecXB
provocan las sustituciones de aminoacidos no conservativos en las posiciones 31 y 99,
dentro de la proteina madura BMP15. Interesantemente, las ovejas mutantes FecXl y
FecXB exhiben el mismo fenotipo que las portadoras de las mutaciones FecXG y FecXH
gue introducen un codon de parada prematuro en las posiciones 239 y 291 de la proteina
BMP15, obstaculizando la producciéon de la forma madura biolégicamente activa. Por
consiguiente, se acepta que conducen a un incremento de la tasa de ovulacion o esterilidad
(Galloway et al., 2000).

1.2.1 El sistema de la proteina morfogénica 6sea

La familia de proteinas de los factores de crecimiento transformante TGF- $ son los
factores de crecimiento mas importantes en el ovario para el crecimiento y diferenciacion
de los foliculos ovéricos en etapas tempranas de desarrollo. Tres proteinas pertenecientes
a esta familia presentes en los oocitos (BMPR1B, BMP15 y GDF9) son esenciales para el
crecimiento folicular y la ovulacion (Shabir & Ganai, 2012). Los factores BMP actian a
través de dos subtipos de receptores de dominio transmembranales con actividad serina-
treonina quinasa. ALK-2, 3 y 6 actlan como receptores tipo 1 para los factores BMP,
mientras que el receptor 2 de BMP (BMPR-2), el receptor 2 y 2b de Activina (ActR-2,
ActR2b) son receptores tipo 2. Las moléculas diméricas BMP interactuan con los complejos
heterotetramericos de los receptores tipo 1 y tipo 2. Dentro de cada complejo, la actividad

constitutiva quinasa del receptor tipo 2 fosforila el receptor tipo 1. Una vez fosforilado, el
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receptor tipo 1 recluta y fosforila moléculas intracelulares de sefializacion de la familia de
proteinas Smad. El receptor BMP regulado Smad fosforilado (Smad 1,5 u 8) interactiia con
el Smad comun 4 y se transloca al nucleo donde estos heterocomplejos actian como
factores de transcripcion o cofactores para regular la expresién de genes diana (Fabre et
al., 2006; Miyazono et al., 2005)

Dentro de este mecanismo general, se ha demostrado que FecX/BMP-15 exhibe la mas
alta afinidad por los receptores FecB/BMPR-1B/Alk-6 y BMPR-2, consistente con la
activacion de la via de sefalizacion Smad 1 especifica de BMP (Moore et al., 2003). En
contraste, FecG/GDF9 induce la fosforilacion y la activacion de la via de sefalizaciéon
TGFR/activina-especifica Smad 2 por la interacciébn con un inusual complejo receptor
BMPR-2/Alk-5 (Mazerbourg et al., 2004; Vitt, Mazerbourg, Klein, & Hsueh, 2002).
Entonces, BMPR-1B podria actuar como un potente receptor para BMP-15 pero no para
GDF-9. Sin embargo, es probable que GDF-9 y BMP-15 cooperen, ya que pueden formar
homodimeros y heterodimeros cuando se producen en la misma célula en cultivo (Liao,
Moore, Otsuka, & Shimasaki, 2003).

1.2.2 Gen BMPR-1B

El gen BMPR1B (receptor de la proteina morfogenética dsea tipo IB), también conocido
como ALK-6 (Activin-like kinase receptor-6), es también reconocido con el nombre de
Booroola y fue el primer gen mayor reportado con efecto sobre el incremento de la tasa de
ovulacién en ovejas (Fabre et al., 2006; Palomera & Alonso, 2014). Por primera vez, en
1980 Piper y Bindon reportaron la posibilidad de que la fecundidad en la raza Merino
Booroola fuera el resultado de la acciéon de un gen mayor o un grupo de genes ligados que
afectan la tasa de ovulacion, y por consiguiente, la Prolificidad, (Petrovic et al., 2012).

En 1982 Piper y Bindon presentaron en un congreso de genetistas el primer trabajo
relacionado con la transmision de la Prolificidad en un rebafio de Merino Booroola.
Afirmaron que la alta Prolificidad de este rebafio podia deberse a la accion de un gen mayor
gue afectaba la tasa de ovulacion, por lo que postulan por primera vez, la existencia de un
gen mayor con efecto sobre la Prolificidad (Davis, Montgomery, Allison, Kelly, & Bray,

1982). Dos décadas después, varios investigadores (Mulsant, Lecerf, Fabre, Schibler,
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Monget, Lanneluc, Pisselet, Riquet, Monniaux, Callebaut, Cribiu, Thimonier, Teyssier,
Bodin, Cognié, et al., 2001; Souza et al., 2001; Wilson et al., 2001), indican
simultaneamente que la herencia de la Prolificidad observada en los Merino Booroola era

debida a la presencia de una mutacién en el receptor de BMPs (BMPR-1B).

En el Merino Booroola se denomind a un locus autosomicoi como locus de fecundidad
Booroola (FecB) (Davis et al., 1982; Piper & Bindon, 1982). El efecto de la mutacion es
aditivo para la tasa de ovulacion con un incremento de 1.65 aproximadamente por cada
copia del alelo (Davis, McEwan, Fennessy, Dodds, & Farquhar, 1991; Montgomery,
Galloway, Davis, & McNatty, 2001; Piper, Bindon, & Davis, 1984). Este fenotipo prolifico
es debido a la accion de un locus autosémico que tiene influencia sobre el nimero de
ovulaciones en cada ciclo estral. Las ovejas con genotipo homocigoto (FecBB/ FecBB),
heterocigoto (FecBB/FecB+) y no portadoras (FecB+/FecB+) de la mutacion pueden
diferenciarse fenotipicamente por su tasa de ovulacion, ya que liberan por ciclo estral 5 o
mas ovulos, 3 0 4, y 1 o 2, respectivamente (Davis et al., 1982; Fabre et al., 2006),
encontrandose tasas de ovulacién en animales FecBB/ FecBB cruzados con Merinos de
hasta 15 6vulos (Mcnatty et al., 2005)

El gen BMPR-1B se encuentra localizado en el cromosoma 6 ovino (Abdoli et al., 2013;
Fogarty, 2009) y la mutacion con efecto sobre la tasa de ovulacion se debe a un cambio
de Adenina por Guanina en la posicion 746 de la secuencia de ADN codificante, lo que
supone una sustitucion de arginina por glutamina (Q — R) en la posicién 249 de la proteina
(Abdoli et al., 2013; Palomera & Morales, 2014; Mufioz & Jurado, 2012).

El incremento en la prolificidad se asocia con una maduracién precoz de un gran ndmero
de foliculos antrales que ovulan de un tamafio mas pequefio comparado a los que ovularia
un animal no portador (Fabre et al., 2006; Henderson, Kieboom, McNatty, Lun, & Heath,
1985; McNatty & Henderson, 1987). Los foliculos ovulatorios mas pequefios para las
ovejas homocigotas (FecBB/FecBB) contienen menos células de granulosa que los de las
ovejas no portadoras (FecB+/FecB+). Sin embargo, al incrementar el nimero de foliculos
ovulados se compensa el reducido numero de células de granulosa en cada uno de ellos.

Consecuentemente, el total de células de granulosa de todos los foliculos y el total de
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produccion de estradiol en ovejas homocigotas (FecBB/ FecBB) y en ovejas
(FecB+/FecB+) son similares (Montgomery et al., 1992; Montgomery et al., 2001; Souza et
al., 1997). Los o6vulos de los animales FecBB/ FecBB son totalmente competentes y
producen animales viables sin aparentes diferencias en fertilidad o viabilidad embrionaria
entre los diferentes genotipos (Montgomery et al.,, 2001). Debido a esta buena
caracteristica se ha dado la introgresion de esta mutacién en varias razas ovinas para
mejorar la produccién de corderos especialmente en los animales heterocigotos (Mcnhatty
et al., 2005).

La causa del incremento en la tasa de ovulacién de los animales heterocigotos u
homocigotos es la maduracion temprana de los foliculos debido al incremento de la
respuesta a la hormona FSH y una adquisicion temprana de receptores de LH por las
células de la granulosa (Henderson et al., 1987; Shackell, Hudson, Heath, & Lun, 1993).
En ovejas Booroola, las células de la granulosa adquieren los receptores para LH y los
foliculos alcanzan el tamafio preovulatorio luego de 16-17 duplicaciones de la poblacion
de células de granulosa comparado con las 18-19 duplicaciones en las no portadoras o
tipo salvaje (Mcnatty et al., 2005).

Cabe destacar que tres trabajos independientes identificaron simultaneamente la mutacién
responsable de la alta prolificidad en las ovejas Booroola (Fabre et al., 2006; Mulsant et
al., 2001; Wilson et al., 2001). Posteriormente a la identificacion de esta mutacion, se ha
tratado de caracterizar la presencia de este polimorfismo en varias razas prolificas y se
pudo identificar en las razas Indian Garole, Indonesian Javanese, Indian Kendrapada,
Indian Bonpala, Iran Kalehkoohi, Chinese Hu, Duolang, Cele, Wadi, Altay, Bayanbulak y
Small-tailed Han (Davis et al., 2006; Davis et al., 2002; Fabre et al., 2006; Kumar et al.,
2008; LIU et al., 2014; Mahdavi et al., 2014; Roy et al., 2011) por tanto estas razas pueden

compartir un ancestro comun (Chu, Liu, et al., 2007).

Estos datos indican un completo sistema de sefalizacion BMP que se encuentra presente
y funcionando en los ovarios de los rumiantes desde etapas fetales hasta la edad adulta
de los animales. Esto indica que puede ejercer acciones paracrinas y autocrinas en la
formacion y desarrollo de los foliculos ovaricos. Numerosos factores de crecimiento BMP
son expresados especificamente o principalmente por el oocito (BMP-15, GDF-9 y BMP-

6), mientras que otros son expresados por las células somaticas foliculares (BMP-2, BMP-
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4, y BMP-7). Todos los compartimientos celulares del foliculo, especialmente las células
de la granulosa, estan equipados con receptores BMP, luego estos son objetivos de la
accion biolodgica de BMP (Fabre et al., 2006).

El Gen FecB ha sido ampliamente usado para el mejoramiento de razas ovinas, aunque
gueda aun por aclarar cdmo esta mutacion afecta al receptor para causar cambios en la
funcion ovarica. No existen cambios en las tasas de secrecion esteroidea de los ovarios o
de inhibina durante la fase folicular o lutea de cada ciclo (G. W. Montgomery et al., 2001).Se
ha evidenciado que animales homocigotos (FecB/FecB) tienen concentraciones
plasméaticas de las hormonas FSH y LH, mas altas que los animales heterocigotos
(FecB/Fec+) que a su vez las tienen mas altas que los no portadores (Fec+/Fec+)(K P
McNatty & Henderson, 1987; Palomera & Alonso, 2014). Siendo evidente que no solo las
células son mas sensibles a estas hormonas, sino que también la concentracién hormonal

aumenta por todo el torrente sanguineo.

1.2.3 Gen BMP15

BMP15, también conocido como factor de crecimiento y diferenciacion 9B (GDF9B), es
uno de los miembros de la superfamilia de los factores de crecimiento transformante 3
(TGF R) gue en humanos, roedores y ovejas se expresa exclusivamente en el oocito
(Galloway, Gregan, Wilson, Mcnatty, & Juengel, 2002). La proteina BMP15 actla a través
de una cascada de proteinas sefializadoras (via Smad), que son responsables de una gran
cantidad de comportamientos fisiol6gicos a nivel celular, en los que se incluye el desarrollo
y maduracion de ovocitos (Shimasaki et al., 1999; Xu, Li, Han, Chen, & Xie, 2010). Los
efectos bioldgicos de las BMPs estdn mediados por receptores de superficie celular
especificos tipo 1 y tipo 2 estructuralmente parecidos, ambos tienen actividad
serina/tronina kinasa intrinseca. Su estimulacion inicia cascadas de sefializacion
intracelulares que regulan eventos transcripcionales necesarios para la proliferacion y

diferenciacién celular (Pangas et al., 2008).
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BMP15 regula la proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa mediante el
estimulo de la mitosis, suprimiendo la expresion del receptor para la hormona FSH y
estimulando la expresion del kit ligando, todos los cuales juegan un papel importante en la
fertilidad de hembras mamiferas (Moore & Shimasaki, 2005; F Otsuka, Yamamoto,
Erickson, & Shimasaki, 2001; Fumio Otsuka & Shimasaki, 2002). Los factores de
crecimiento polipeptidicos secretados por los oocitos BMP15 y GDF9 han demostrado ser
esenciales para el desarrollo folicular (McNatty et al., 2003; McNatty et al., 2005;
Shimasaki, Moore, Otsuka, & Erickson, 2004); ademas, ambas proteinas han mostrado ser
claves en la regulacion de la TO en ovinos (Davis, McEwan, et al., 1991; Galloway et al.,
2000; Hanrahan et al., 2004).

Una de las mutaciones encontradas en este gen, es conocida como Inverdale y fue una de
las primeras reportadas con mayor efecto sobre la TO en ovejas Romney (Galloway et al.,
2000; McNatty et al., 2005). El gen de alta fertilidad Inverdale (FecXl) es un gen mayor
para prolificidad en ovejas que se identificé por primera vez en descendientes de la raza
ovina Romney con altos tamafios de camada. Estudios de segregacion han mostrado que
el gen se ubica en el cromosoma X (Davis, McEwan, et al., 1991). En ovinos una sola copia
de este alelo en estado heterocigoto (FecXI/FecX+) incrementa la TO cerca de un 6vulo
extra y cerca de 0.6 corderos mas por parto. Sin embargo, en estado homocigoto
(FecXI/FecXIl) las ovejas presentan ovarios pequefios y no funcionales, por lo que son
estériles (Davis et al., 1992; Galloway, Gregan, Wilson, Mcnatty, et al., 2002). Los ovarios
de hembras homocigotas adultas revelan que no poseen foliculos normales desarrollados
mas alla de los estadios primarios, los niveles de FSH y LH circundante son similares a los
de ovejas ovariectomizadas y no hay estradiol o inhibina detectables (Galloway, Gregan,
Wilson, McNatty, et al., 2002).

Shackell y colaboradores (1993) no encontraron diferencias entre los 3 genotipos posibles
(FecXl/FecXl, FecXI/FecX+, y FecX+/FecX+) en relacion con el numero total de foliculos
tipo 1 0 2, en ovejas adultas, por lo que se propuso que el proceso de formacion folicular y
los factores involucrados en el inicio del crecimiento folicular son probablemente los
mismos para los 3 genotipos. Sin embargo, el nimero total de foliculos antrales encontrado
en las ovejas adultas de genotipo FecXl/FecX+ fue mayor al de las no portadoras
(FecX+/FecX+). Por otro lado, los foliculos preovulatorios en las ovejas heterocigotas al

madurar alcanzan un menor tamafo y logran una maduracién temprana que puede ser
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atribuida a un aumento de la sensibilidad a la FSH y a una temprana adquisicién de
receptores para la LH (Shackell et al., 1993).

El gen ovino BMP15 pudo ser secuenciado y mostré una alta similaridad con el gen en
humanos ratones y ratas, y tiene una longitud de 1179 pb y 2 exones. La mutacion FecXI
consiste en una transversion (T-A) en el nucledtido 92 de la region codificante resultando
en una sustitucion de valina por acido aspartico (V/D) en el aminoacido 31 de la proteina
madura en una region conservada (Galloway et al., 2000). Aparentemente el cambio de
aminodcido perjudica la habilidad de la BMP15 de formar dimeros e interfiere con la accién
biolégica de la proteina en ovejas homocigotas para esta variante (Montgomery et al.,
2001).

FecXH es conocida como Hanna y consiste en una transicién (C-T) en el nucleétido 67 de
la regién codificante para el péptido maduro (aminoacido 291 del péptido no procesado)
introduciendo un codén de parada prematuro en la secuencia, lo que probablemente
resulta en una completa pérdida de la funcién de BMP15 en animales homocigotos para la
variante FecxH (Montgomery et al., 2001).

FecXL fue encontrado en la raza Lacaune y consiste en un cambio de guanina por adenina
(G-A) en la posicion 1196 del ADN codificante introduciendo un cambio de cisteina por
tirosina (C-Y) en la posicion 53 del péptido maduro alterando el procesamiento del péptido
y demostrando que aumenta en 2 la TO en las ovejas de la raza Lacaune (Bodin et al.,
2007; Mufioz & Jurado, 2012; Palomera & Alonso, 2014). Adicionalmente, Shackell y
colaboradores (1993) indicaron que no existian diferencias en las concentraciones
plasmaticas de gonadotropinas entre las ovejas heterocigotas FecXL/FecX+ y las no
portadoras FecX+/FecX+. Sin embargo, se destaca que para ovejas homocigotas
FecXI/FecXl las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas eran elevadas sugiriendo
gue la elevada concentracion de FSH, en este caso con ovarios inactivos, era el resultado
de un reducido feedback negativo proveniente de los foliculos en el ovario y no por cambios

en la funcion pituitaria (Juengel et al., 2004).
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FecXG consiste en un cambio (C-T) en la posicion 718 del gen BMP15 cambiando una
glutamina por treonina en la posicion 239 de la proteina no madura (Q239T) e introduce
un codén prematuro de parada que presumiblemente resulta en la pérdida de la funcion
de BMP15 (Chu, Liu, et al., 2007; Hanrahan et al., 2004). Esta mutacion fue encontrada en
las razas ovinas Cambridge y Belclare encontrando que las hembras heterocigotas tenian

aproximadamente 0.5 corderos mas por parto (Hanrahan et al., 2004).

FecXB fue encontrada en la raza Belclaire y consiste en un cambio de guanina por timina
(G-T) en el nucledtido 1100 sustituyendo una serina por una isoleucina en la posicion 367
del aminoacido del péptido no procesado (aminoacido 99 de la proteina madura) (Mufioz
& Jurado, 2012; Palomera & Alonso, 2014).

FecXR es una mutacién encontrada en la raza Rasa Aragonesa que consiste en una
delecién de 17 pb en la secuencia de inicio del exén 2 introduciendo un codén de parada
prematuro, resultando en la no sintesis del péptido. Esta modificacién incrementa la
Prolificidad de ovejas heterocigotas a 2.66 corderos por parto, comparada con el 1.36 de
las hembras no portadoras de esta raza (Monteagudo, Ponz, Tejedor, Lavifia, & Sierra,
2009; Palomera & Alonso, 2014).

En ovejas heterocigotas con cualquier tipo de polimorfismo del gen BMP15 (FecXI, FecXH,
FecXG, FecXB, FecXL y FecXR), se ha documentado que existe una elevada TO,
comparada con las del genotipo silvestre (Mcnatty et al., 2005; Monteagudo et al., 2009;
Palomera & Alonso, 2014). Por otro lado, en ovejas homocigotas para todas las mutaciones
del gen BMP15 se produce un fenaotipo similar a nivel de ovario, caracterizado por foliculos
bloqueados en los estadios primarios de la foliculogénesis, ocasionando esterilidad en las
hembras (Fabre et al., 2006; Galloway et al., 2000; Hanrahan et al., 2004; Mufioz & Jurado,
2012).

El gen BMP15 est4 cercanamente relacionado con el gen GDF9, otro miembro de esta
superfamilia oocito-especifica que ha mostrado ser esencial para la foliculogénesis
ovarica; ambas moléculas estan fuertemente relacionadas y comparten un patron idéntico
de expresion espacio temporal durante la foliculogénesis en mamiferos (Liao et al., 2003).
La inactivacion del gen BMP15 en ratones ha mostrado pequefios efectos en la fertilidad.

Sin embargo, las lineas ovinas Inverdale y Hanna tienen naturalmente mutaciones en
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BMP15 que enmarcan diferencias en la accion de este gen entre ratones y otros mamiferos
(Galloway, Gregan, Wilson, McNatty, et al., 2002).

En general, las mutaciones ubicadas en el gen BMP15 (FecXl, FecXH, FecXG, FecXB,
FecXL y FecXR) en estado heterocigoto inducen una maduracién precoz de los foliculos
ovaricos al aumentar su sensibilidad a la hormona FSH. Como resultado, en las ovejas
portadoras se produce una ovulacion y luteinizacion de varios foliculos maduros que son
de menor tamafio con una sensibilidad precoz a la hormona LH conduciendo a la elevacion
de la TO en estos animales (Fabre et al., 2006; Galloway et al., 2000; Scaramuzzi et al.,
2011)

Una caracteristica comdn de las mutaciones ubicadas en los genes BMP15 y BMPR1B es
gue los cambios en los oocitos son evidentes durante la etapa temprana de desarrollo
preantral seguido de una maduracién folicular precoz de cada foliculo preovulatorio
conteniendo una poblacién reducida de células de la granulosa (McNatty et al., 2005). El
fenotipo ovarico en los animales homocigotos para las diferentes mutaciones relacionadas
con la prolificidad ubicadas en el gen BMP15 es similar al del gen GDF9 (Fabre et al., 2006;
McNatty et al., 2005). Por lo que si se buscara caracterizar especificamente que tipo de
mutacion es (Inverdale, Galway, Belclare, entre otras), se debe hacer mediante alguna
técnica genética especifica que permita determinar el genotipo exacto que esta

ocasionando ese fenotipo.

1.2.4 Gen GDF9

También conocido y denominado como FecG es un gen autosémico ubicado en el
cromosoma 5 ovino. En ratones GDF9 (factor de crecimiento y diferenciacion 9) es
expresado en oocitos desde la etapa primaria de desarrollo folicular hasta la ovulacion
mientras que su inactivacion bloquea la foliculogénesis originando animales estériles
(Carabatsos, Elvin, Matzuk, & Albertini, 1998; Dong et al., 1996). Ademas, GDF9 puede

estar involucrado en la luteinizacion del foliculo en la ovulacion (Juengel et al., 2002).
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El gen GDF-9 es un potente estimulador para la proliferacion de las células de la granulosa
en ratas; en este gen se han reportado varias mutaciones y cuando el genotipo es
homocigoto los individuos presentan un fenotipo de esterilidad, de modo similar al fenotipo
gue se puede encontrar en individuos homocigotos para el gen BMP15 (Fabre et al., 2006).
Sin embargo, este fenotipo no es igual. Si bien es cierto que los individuos son estériles,
los foliculos de los animales homocigotos para GDF-9 alcanzan un estadio temprano de
desarrollo un poco mas avanzado al que se puede encontrar con las mutaciones presentes
en el gen BMP15.

El gen GDF9 tiene un patrén de herencia sobredominante y es esencial para el control del
crecimiento folicular por la influencia que tiene sobre las células de la granulosa (Galloway,
Gregan, Wilson, McNatty, et al., 2002; Hanrahan et al., 2004). En los animales homocigotos
el desarrollo ovarico desde la etapa preantral hasta el crecimiento folicular presenta
diferencias con respecto a los no portadores. Por consiguiente, las hembras homocigotas
no ovulan y son infértiles, en contraste con los animales heterocigotos en los que la TO es
>2 (Palomera & Alonso, 2014).

La mutacion causal FecGH (G8) encontrada en ovejas de la raza Belclare resulta en un
cambio de citosina por timina (C-T) en la posicién 1184 del ADN codificante provocando
una sustitucion de serina por fenilananina (S-F) (Mufioz & Jurado, 2012) en la posicién 77
del péptido maduro, en una regién que segun predicciones interactia con el receptor tipo
1 (McNatty et al., 2005). Los animales homocigotos para esta mutacién son anovulatorios,
es decir, estériles mientras que los animales heterocigotos tienen medias de TO mas altas
gue los animales no portadores de la mutacién (Mcnatty et al., 2005). Se sugiere que en
ovejas el efecto de la mutacién FecGH (G8) sobre la TO es mayor que el de las mutaciones
ubicadas en el gen BMP15, ya que con una copia de FecGH se incrementa la TO en 1.4,
como pudo ser demostrado en un estudio realizado en las razas Belclare y Cambridge,
Tabla 1.1 (Davis, 2004).

En ovinos se han reportado varias mutaciones diferentes en este gen, siendo las mas
comunes, G1 que es un cambio de arginina por histidina en la posicion 87 (R-H), G4 es un
cambio de acido glutamico por lisina en la posicion 24 (E-K), G7 es un cambio de una

valina por metionina en la posicion 371 (V-M) y G8 es un cambio de serina por fenilananina
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del péptido inmaduro (S-F) (Hanrahan et al., 2004; Liandris et al., 2012). Sin embargo, la
mayor cantidad de analisis se han centrado en los loci G8 (FecGH) y G1 debido a que son
los responsables de un aumento en el tamafio de camada (Moradband, Rahimi, &
Gholizadeh, 2011).

Silva et al., (2011) encontraron un polimorfismo en el gen GDF9 en ovejas de la raza Santa
Inés que tenian antecedentes de partos dobles y triples, lo que les permitié describir por
primera vez un polimorfismo tipo SNP, llamado FecGE (Embrapa), que no produce
esterilidad en las hembras homocigotas e incrementa la TO en 1 en las hembras

homocigotas (Silva et al., 2011).

Tabla 1-1: Polimorfismos tipo SNP reportados en el gen GDF9 en ovejas (Ovis aries)].

Mutacion Cambio de Base Aminoacido Aminoéacid Cambio de Referencia
base ADNc péptido 0 péptido aminoacido
inmaduro maduro
Gl G/A 260 87 - Arg/ His
G2 CIT 471 157 - Val/Val
G3 G/A 477 159 - Leu
G4 G/A 721 241 - Glu/Lys (Hanrahan et al., 2004)
G5 AIG 978 326 8 Glu/Glu
G6 G/A 994 332 14 Val/lle
G7 G/A 1111 371 53 Val/Met
G8/ FecGh cIT 1184 395 77 Ser/Phe
FecGS/ FecGE | T/G 1034 345 27 Phe/Cys (Melo et al., 2008)
FecTT AIC 1279 427 109 Ser/Arg (Nicol et al., 2009)
A152G AIG 152 51 - Asn/Asp (BiBXia, MingBXing, &
JinBYu, 2003)
T692C T/C 692 231 - Leu/Thr (Gao, 2007)

G729T GIT 729 243 - GIn/His (Chuetal.,, 2011)
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1.2.5 Otros Genes

En algunas razas de ovejas se han reportado otros genes relacionados con la Prolificidad,
debido a que se han observado tamafios de camada extremos y/o transmision hereditaria
entre animales emparentados. Sin embargo, es poca la informacién que se tiene, dado que
no se conoce el gen o la mutacién causal (Bodin, 2006).

El primero de estos genes se denomina de modo similar a la mutacion FecXL de BMP15,
gen Lacaune, por haberse identificado en la raza francesa del mismo nombre. Aungue no
se ha encontrado la mutacion causal, fue localizado en el cromosoma 11. (Bodin et al.,
2007). Su efecto es aditivo y una copia del gen aumenta la TO en 1.5 mientras que dos

copias aumentan la TO en 3 (Drouilhet, Lecerf, Bodin, Fabre, & Mulsant, 2009).

El gen receptor de estrdgenos (ESR) se encuentra ubicado en el cromosoma 17 y se ha
relacionado con el incremento de camada en cerdos (Polley et al., 2010). En ovejas se ha
encontrado en razas hiperprolificas de las razas Small Tail, Han, Hu y German Mutton
Merino; el cambio de secuencia se da por una modificacion de cisteina por guanina en la
posicion nucleotidica 363 del gen y se encuentra asociada a un aumento aditivo de 0.5y
0.7 corderos mas por cada copia respectivamente (Bi, Chu, Jin, Fang, & Ye, 2005). Sin
embargo, este polimorfismo no ha sido reportado en otras razas ni su asociacién con la
prolificidad (Palomera & Alonso, 2014).

El gen Woodlans fue descubierto en 1999 y aunque se sabe que esté ligado al cromosoma
X, aun no se ha identificado su mutacion causal. Este gen presenta una impronta materna,
lo que significa que cuando una hembra hereda el gen de su padre, el efecto es silenciado
sin incremento en la Prolificidad. Por otro lado, las hembras que lo heredan de madres que
lo expresan, tienen hijas que lo tienen silenciado y, por ultimo, las que lo heredan de una

madre con el gen silenciado lo expresaran (Davis, Dodds, Wheeler, & Jay, 2001).

El gen de la prolactina (PRL) ubicado en el cromosoma 16 también ha presentado efecto
sobre la prolificidad en la raza ovina Han, produciéndose hasta 0.83 mas corderos
comparado con individuos que no portan el polimorfismo de una guanina por una timina en
la posicion 63 del gen (Chu, Mu, Fang, Ye, & Sun, 2007).
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Existen evidencias de otro gen mayor autosomico con efecto aditivo sobre la TO, el cual
fue identificado en un cruce de ovinos de raza Thoka y Cheviot. La ubicacion cromosémica
de este gen es desconocida, aunque se sabe que no tiene relaciéon con FecB ni con FecX.
Actualmente, se le ha nombrado gen Thoka y su efecto fenotipico sobre el tamafio de
camada es de 0.7 corderos por parto (Davis, 2005; Rhind, Gittus, Potts, & Bishop, 2000).

Finalmente, desde afio 2005 se reconoce la existencia de otro gen llamado Wishart, cuya
evidencia mostré que se trataria de un gen autosémico y que la presencia de una copia

aumenta la TO entre 0.8 y 1 ovocito (Davis, 2005).

1.3 Conclusiones

La reproducciéon es un proceso fisiolégico complejo que se encuentra modulado por
factores ambientales, factores neuroendocrinos internos y factores genéticos que
constantemente interactlian sobre el animal para que éste muestre determinado fenotipo.
Es un proceso importante desde el punto de vista productivo, siendo la base de la
rentabilidad de los sistemas ovinos, por lo que, siempre serd importante ahondar sobre
todos los aspectos involucrados en ella, para determinar cuales la afectan bajo las
condiciones agroclimaticas de nuestro pais. Lo anterior, con el fin de optimizar el uso de la
tierra, mejorar la productividad de los sistemas ovinos y con ello la calidad de vida de

guienes lo administran.

Los genes mayores con efecto sobre la reproduccion vienen siendo analizados desde hace
varios afos para poder utilizarlos en pro del mejoramiento animal. Por ello, es importante
desarrollar investigaciones teniendo en cuenta las diferentes razas, caracteristicas
reproductivas y agroclimaticas para validar su accion en las diferentes explotaciones de
nuestro pais. Lo anterior permitira, su validacion cientifica para que puedan ser usados en
programas de mejoramiento genético y/o introgresion de alelos asociados positivamente

con las caracteristicas productivas de las poblaciones animales locales.
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2.Factores que influencian la prolificidad y
estimacion de parametros genéticos en
ovejas del Centro Agropecuario Marengo
(CAM)

2.1 Introduccidn

La reproduccién es un fendémeno fisioldégico complejo y particular para cada especie animal
y sus diferentes razas (Vasconcellos, Carrasco, & Valdés, 2008). ElI comportamiento
reproductivo de los animales inicia desde la pubertad, con la primera ovulacion, que
constituye el primer ciclo estral, el cual es regulado por una secuencia ritmica intrinseca
del eje hipotalamo-hipofisis-ovarios, que a su vez se encuentra modulado por factores
ambientales, factores neuroendocrinos internos (Cunningham, 1998) y factores genéticos
(Arguello-Hernandez et al., 2014).

Muchas especies de mamiferos que incluyen primates, cabras, bovinos y ciervos, entre
otros, normalmente tienen una tasa de ovulacién (TO) de 1 y algunas veces 2 6vulos,
mientras que, otras especies animales como los ratones, hamster, gatos, perros y porcinos
la TO que varia entre 4 y 15 évulos (McNatty et al., 2005). La variaciéon de la TO entre
especies permite valorar la necesidad de identificar un modelo animal con un amplio rango
de TO, por lo que, en este contexto, la oveja (Ovis aries) proporciona un excelente modelo
experimental, porque tiene mas de 900 razas diferentes que varian ampliamente en sus
caracteristicas fisiologicas incluyendo la TO y la fecundidad (Terrill, 1979 en: Montgomery,
Galloway, Davis, & McNatty, (2001). La tasa de ovulacién (TO= numero de oocitos
liberados durante un ciclo reproductivo) esta determinada por un intercambio complejo de
sefiales endocrinas entre la glandula pituitaria y el ovario y por sefiales paracrinas y
posiblemente autocrinas dentro de los foliculos ovéaricos que involucran al oocito y sus
células somaticas adyacentes (Dong et al., 1996; Galloway et al., 2000; Shimasaki, Moore,
Otsuka, & Erickson, 2004).
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La eficiencia biolégica en ovejas con respecto a la produccion de leche, carne y lana esta
condicionada por la fertilidad (Notter, 2000) por lo que seria importante incrementar la
eficiencia reproductiva de los sistemas ovinos. El mantenimiento de altos niveles de
fertilidad (definido como el porcentaje de hembras que paren) y altos niveles de fecundidad
son criticos para una produccion ovina eficiente. Sin embargo, el nivel 6ptimo de
fecundidad en la mayoria de los casos esta muy por debajo del nivel maximo alcanzable
(Notter, 2008).

La prolificidad se puede definir como el nimero de crias nacidas por oveja por parto y
puede variar en funcién de las condiciones ambientales (salud, manejo y nutricién) y del
componente genético del animal. Entre los componentes ambientales se incluye la raza,
la edad, estado fisiolégico, estado sanitario, estado nutricional, balance energético de la
dieta, factores socio-sexuales (manejo de las hembras con presencia o ausencia de
machos y/o hembras reproductivamente activas), la temperatura, la humedad, el estrés y
el manejo especifico de cada explotacion (Alvarez & Zarco, 2001; Martinez-Royo et al.,
2008; Petrovic et al.,, 2012; Vifoles, Meikle, & Martin, 2009). Cabe destacar que la
rentabilidad o eficiencia de una produccién ovina esta condicionada por la fertilidad, que a
su vez se ve mediada por la prolificidad estableciendo el numero de animales viables para
su utilizacion, por lo que algunos autores consideran més importante la prolificidad que la

ganancia de peso (Liandris et al., 2012; Petrovic et al., 2012).

Durante los ultimos afios, la cria de los pequefios rumiantes se ha extendido en los paises
en desarrollo en areas donde son importantes la produccién de subsistencia, la economia
de trueque o la cultura comunitaria, rodeadas de comercios y economias de mercado
limitados en organizacion, infraestructura y eficiencia, por lo que la ovino y caprinocultura
juegan un papel cada vez mas importante en este tipo de mercados (Gonzélez, Grajales,
Manrique, & Téllez, 2011). Sin embargo, el desarrollo tecnoldgico de la produccion ovina
en Colombia ha sido de bajo nivel, reflejado en la poca aplicacion de nuevas metodologias
y técnicas en areas como la genética, en la que las investigaciones han sido limitadas al
conocimiento de la capacidad productiva y a su utilizacion en cruzamientos (Martinez &
Malagén, 2005; Montes, Moreno, Hurtado, & Ramirez, 2013). Debido a este tipo de

situaciones es que la cadena de produccién/consumo de la ovino-caprinocultura tanto en
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Colombia como en varios paises se encuentra débilmente organizada (Gonzalez et al.,
2011).

El sistema de produccion ovina en Colombia presenta un elevado potencial debido a que
ha estado ligado histéricamente a tradiciones culturales en diferentes regiones del pais, lo
gue en los dltimos afos ha despertado un gran interés para el mejoramiento del mismo
(Parra, Magaria, Duarte, & Téllez, 2015).

En la mayoria de las producciones ovinas no se implementan planes de cruzamiento
adecuados y se desconoce el verdadero potencial de los recursos animales y vegetales
con los que se cuenta en cada regién (Galeano & Manrique, 2010). Por ello, la
implementacién de programas de evaluacion y mejoramiento genético animal podrian
ayudar a determinar la proporcién de la variacién de una caracteristica que es debida a
efectos genéticos, teniendo en cuenta los factores de caracter no genético (medio
ambiente, manejo, clima entre otros) que influyen en su expresién (Ruales Espafa,

Manrique Perdomo, & Ceron Mufoz, 2007).

Los pardmetros genéticos basicos poblacionales con los cuales se basan los programas
de mejoramiento animal son la heredabilidad, la repetibilidad y las correlaciones genéticas
(Galeano & Manrique, 2010). La heredabilidad (h2), es considerada como el parametro
primordial para la seleccion, debido a que determina la cantidad de la variacion total
encontrada en una caracteristica que es atribuida al efecto directo de los genes (variacion
aditiva), es decir, a la herencia (Dalton & Esain Escobar, 1982; Ruales Espana et al., 2007).
Por otro lado, la repetibilidad (r) permite determinar la correlacién que existe entre medidas
repetibles de una misma caracteristica en un mismo animal (Falconer & Mackay, 1996;

Quijano Bernal & Montoya Serna, 1998; Ruales Espana et al., 2007).

Algunos autores consideran que el éxito en la seleccion de las ovejas con respecto a su
fertilidad dependerd en gran medida de la variabilidad genética de los componentes
reproductivos (Petrovic et al., 2012). Sin embargo, factores como la ausencia de registros
en las fincas, el desconocimiento de la importancia de estimar la heredabilidad y en general
la ausencia de programas de mejoramiento genético en Colombia, hacen que se tenga una
informacion muy incipiente en la estimacion de parametros genéticos de las poblaciones

con las que se produce alimento de origen animal (Quijano & Echeverri, 2015). El objetivo
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de este trabajo fue determinar los factores que influencian la prolificidad y estimar los
parametros genéticos en ovejas del Centro Agropecuario Marengo (CAM) ubicado en
Mosquera (Cundinamarca).

2.2 Materiales y métodos

Se utilizaron los datos de 225 hembras de las razas Criolla colombiana, Romney Marsh,
Hampshire y Corriedale, del Centro Agropecuario Marengo (CAM) del municipio de
Mosquera, en el departamento de Cundinamarca, las cuales fueron mantenidas bajo las
mismas condiciones de manejo durante todo el periodo. Para la determinacién de los
factores que afectan la prolificidad se consideré la informaciéon de 510 partos ocurridos
entre los aflos 2011 a 2014, una vez se descartaron los datos de las hembras de un solo
parto y el quinto parto. Para la estimacion de los parametros genéticos, el proceso de
edicién y depuracion general de la informacién se realiz6 teniendo en cuenta que los
animales contaran con registros de prolificidad y minimo 2 partos por cada hembra con el
fin de generar fuentes de variacion para los andlisis estadisticos por lo que finalmente

fueron incluidas un total de 156 hembras y 452 partos.

Se calcularon las medias de prolificidad por raza y por nimero de parto, para observar las
tendencias dentro de esta explotacion, obteniendo 76 partos de la raza Corriedale, 135
partos del a raza Criolla colombiana, 130 partos de la raza Hampshire y 111 partos de la
raza Romney Marsh. Segun el nimero de partos fueron analizadas 157 hembras de primer

parto, 154 de segundo parto, 95 de tercer parto y 46 de cuarto parto.

Para la estimacion de parametros genéticos se consideré que los factores de tipo no
genético que influyeron en la expresion de la prolificidad para la region fueron el tipo racial
y el nimero de parto. Los componentes de varianza requeridos para la estimacion de los
parametros genéticos fueron obtenidos con el método de méxima verosimilitud restringida
(Montoya Serna, 1998), empleando el procedimiento Mixed del programa estadistico
Statistical Analysis Software, SAS 9.1. Los modelos mixtos incluyeron los efectos fijos de

tipologia racial y numero de parto y como efectos aleatorios el efecto genético y ambiental
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permanente del animal y el residual (ambiente temporal). El modelo estadistico propuesto
para describir las observaciones fue

Yimi=u+ gi+ ¢+ ap+ pi+ eju
donde:

Y i = Prolificidad

K = Media poblacional

g:= Efecto fijo del i-ésimo nimero de parto,
i:1,....4

c;= Efecto fijo de la j-ésima tipologia racial,
jii1,...4

a,, = Efecto genético aleatorio del k-ésimo animal,
l: 1,...,156

p;= Efecto aleatorio del entorno permanente
e;jr,= Efecto residual

Con los componentes de varianza genéticos y ambientales obtenidos se estimé la
heredabilidad y repetibilidad de la prolificidad, entendidas como la fraccién de la varianza
fenotipica total que es debida a la variacion genética del animal (varianza aditiva mas no
aditiva) y la proporcion de la varianza fenotipica total, que es debida a la varianza genética
mas la varianza ambiental permanente, respectivamente (Montoya Serna, 1998; Ruales
Espafa et al., 2007).

2.3 Resultados y discusion

El promedio de prolificidad para las cuatro razas analizadas del rebafio del CAM, teniendo
en cuenta los 452 partos, fue de 1.3252 + 0.5053, menor que el 1.41 reportado para la raza
Dorset (Casas, Freaking, & Leymaster, 2004), pero mas elevado a los valores de reportes
previos en las razas Corriedale (1.01), Texel (1.03) y Rasa Aragonesa (1.2) (Sierra 1992),

todas estas criadas para la produccion de carne.
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En cuanto al comportamiento de la prolificidad respecto del nUmero de parto de la hembra,
se observo que la desviacion estandar de cada grupo es inferior al 50% de su respectivo
promedio, lo que indica que la variacion dentro de cada agrupacién es pequefia. La
tendencia observada es que a medida que la hembra tiene mas partos, su prolificidad va

en aumento (Tabla 2-1).

Tabla 2-1: Prolificidad promedio con respecto al nimero de parto.

Parto n Prolificidad promedio Desviacion Estandar
1 214 1.21 0.46
2 154 1.32 0.51
3 96 1.43 0.52
4 46 1.52 0.55

Lo anterior concuerda con Buratovich, (2010) quien indic6 que la cantidad de corderos
nacidos vivos por oveja parida suele aumentar con la edad hasta los 5-6 afios, para
posteriormente descender al final de su vida Util. Los productores por lo general, realizan
apareamientos a edades tempranas de las hembras con el fin de lograr una mayor
eficiencia reproductiva a lo largo de la vida del animal (Buratovich, 2010), lo que permite
gue se utilicen animales que no han llegado a la madurez fisiol6gica y se encuentren aun
en crecimiento, por lo que se genera una competencia por los nutrientes entre la gestacion
y los procesos de crecimiento, lo que puede ir en detrimento de los parametros
reproductivos, tales como la prolificidad. Segun Dickson et al (2004) la edad de la madre
mostré un efecto importante sobre la prolificidad, cuando se analizaron ovejas desde los
2 afos hasta los 9 afios de edad, ya que fue notorio el aumento de corderos nacidos en
ovejas de edades intermedias, obteniéndose el mejor porcentaje de corderos destetados
en ovejas de 4 afos de edad (Dickson, Torres, D’Aubeterre, & Garcia, 2004; George M.
Sidwell, Everson, & Terrill, 1962) .

En el andlisis del comportamiento de la prolificidad teniendo en cuenta la raza se
observaron desviaciones estandar menores al 50% de los respectivos promedios, lo que

indica que la variacion dentro de las razas es pequefia. La raza Hampshire fue la que
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presentd el promedio mas alto en relacion con las demas razas analizadas (1.4307 *
0.5273), seguida de la raza Criolla (1.3629 + 0.5545). Las razas Romney Marsh y
Corriedale mostraron los promedios mas bajos (1.2161 + 0.4135 y 1.2368 + 0.4580,
respectivamente). Lo anterior destacé a la raza Criolla, ya que se ubica por encima de las
dos anteriores, lo que permite demostrar una mejor adaptabilidad reproductiva que las

razas Romney Marsh y Corriedale (Tabla 2-2).

Tabla 2-2: Prolificidad promedio con respecto a la raza.

RAZA n Prolificidad Promedio Desviacion Estandar
Corriedale 76 1.23 0.45
Criolla 135 1.36 0.55
Hampshire 130 1.43 0.52
Romney 111 1.21 041

Dado el alto niumero de razas de la especie ovina (Ovis aries) existen varios reportes con
valores de prolificidad contrastantes. Por consiguiente, se han reportado razas con valores
de prolificidad mayores a los encontrados en el presente estudio, como es el caso de las
razas Small Tailed Han de China (2.65) (Chu et al., 2006; Wang, Li, & Wei, 1990), Belle-lle
de Francia (2.23) (LIU et al.,, 2014), Romanov (2.5) (Petrovic et al., 2012) y Finnish
Landrance (2.3) (Banchero, Vazquez, Irari, Ciappesoni, & Quintans, 2016). De igual modo
esxisten reportes de razas con valores de prolificidad similares a los encontrados en el
presente estudio (Tabla 2) como las razas Pramenka (1.1) (Petrovic et al., 2012), Rasa
Aragonesa (1.2) (Monteagudo, Ponz, Tejedor, Lavifia, & Sierra, 2009; Sierra, 1992) y
Dorset (1.41) (Casas et al., 2004; Chu et al., 2011; Freetly & Leymaster, 2004).

La comparacion del valor de prolificidad encontrado en este trabajo para la raza Hampshire
(1.4307 = 0.5273) fue inferior al reportado para la misma raza por G M Sidwell & Miller,
(1971) (1.55). Los valores de prolificidad de este trabajo para la raza Corriedale (1.2368 +
0.4580) son similares a los reportados para la misma raza por Banchero et al., (2016) (1.2)
lo que contrasta con lo encontrado para la raza Romney Marsh (1.2161 + 0.4135) que fue
inferior al reportado por Bhuiyan & Curran, (1991) (1.56). Las diferencias observadas

pueden ser debidas al manejo y a las condiciones ambientales propias de cada estudio.
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Se destaca que la raza Hampshire present6 el mayor valor de prolificidad bajo las
condiciones del CAM, por lo que se recomienda su utilizacion para mejorar la prolificidad
en el rebafio. De igual modo, se destaca los valores de prolificidad encontrados en la raza
Criolla, lo que denota su buena adaptabilidad reproductiva. Sin embargo, es necesario

recalcar que estas dos razas fueron las que mayor nimero de partos aportaron al analisis.

Adicionalmente, tener en cuenta no solo la recomendacion de recolectar los datos por
periodos largos sino el registro del tipo de parto de las madres (sencillo, doble o triple), ya
gue se ha r encontrado que hembras nacidas de partos mdultiples tienen una mayor

probabilidad de presentar partos multiples en su vida reproductiva (Sierra, 1979).

2.3.1 Parametros genéticos

Se encontrd que el unico factor fijo que fue significativo para la prolificidad fue el nUmero

de parto (P<0.01), por lo cual se propuso un modelo alternativo excluyendo al factor raza.

En la Tabla 2-3 se presentan los componentes de varianza del animal, entorno
permanente, residual, genético (varianza del animal — varianza del entorno permanente) y
fenotipico (genético + residual). Los estimadores de heredabilidad y repetibilidad en las

ovejas del CAM analizadas en el presente estudio se presentan en a Tabla 2.4. ejemplo.

Tabla 2-3: Componentes de varianza estimados para la caracteristica prolificidad en

las ovejas del CAM.

Componentes de varianza

Variable Entorno

Animal |permanente |Residual | Genético | Fenotipico

Prolificidad 0.06647 | 0.006069 0.17998 |0.06016 |0.24645




Capltulo 2 Factores que influencian la prolificidad y estimacién de parametros 53

genéticos en ovejas del Centro Agropecuario Marengo (CAM)

Tabla 2-4: Valores de heredabilidad (h?) y repetibilidad (r) estimadas para la
caracteristica prolificidad de las ovejas del CAM.

Variable h2 r
Prolificidad |0.244 0.270

De acuerdo con Quijano y Echeverri (2015), la heredabilidad de la caracteristica
Prolificidad encontrada en las ovejas del CAM (0.244 + 0.04) se consideraria como media,
lo que indica la contribucién del efecto genético en la variacién total de la caracteristica. Es
importante aclarar que la heredabilidad obtenida en este estudio fue calculada en el sentido
amplio, debido a que los animales de donde se obtuvieron los datos son fundadores de la

produccion, por lo que no se encuentran emparentados.

No se encontraron reportes con el calculo de la heredabilidad para la caracteristica
Prolificidad en ovinos, sin embargo, existen algunos reportes de heredabilidad de
caracteristicas como nacimientos multiples en ovinos (h2=0.15) y nimero de nacidos en
cerdos (h2=0.10), (Massey & Dale W. Vogt, 1993), por lo que se destaca el valor de
heredabilidad encontrada para la caracteristica Prolificidad en las ovejas del CAM (0.244
+ 0.04). Es de esperar que cuando se estime en un sentido estricto la heredabilidad para
esta misma poblacién, se obtenga un valor menor, dado que no se tiene la informacién
genealdgica de las hembras analizadas en el presente estudio, ya que corresponden a una

poblacion fundadora.

La heredabilidad encontrada para la caracteristica Prolificidad en las ovejas del CAM es
acorde con lo indicado por Quijano y Echeverry (2015), en relacion con los valores bajos
de heredabilidad y repetibilidad (5 — 20 %) que presentan los caracteres reproductivos
(intervalo entre partos, dias abiertos, prolificidad, entre otros) en animales de produccion.
Lo anterior contrasta con la heredabilidad y repetibilidad media (21-40%) que se encuentra
para caracteres productivos (ganancia de peso, peso, produccion de lana, entre otras) y
los valores encontrados para caracteres de calidad de producto (caracteristicas de canal,
porcentaje de grasa y proteina, grasa, entre otros) que son altos (>40 %). Por lo anterior,
es que no se deben esperar estimados altos de heredabilidad y repetibilidad para

caracteristicas reproductivas, acorde con los resultados del presente trabajo.
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En cuanto a la repetibilidad en Colombia son pocos los reportes de estimaciones para
caracteristicas de importancia econémica en ovinos (Quijano & Echeverri, 2015). Algunos
ejemplos de caracteristicas similares como numero de corderos nacidos, tamafo de
camada en cerdos y tamafio de camada en conejos presentan repetibilidad de 0.15, 0.27
y 0.26 respectivamente (Adeoye, Adeogun, & Akinokun, 2003; Pereira, 1999; Vasquez,
Martinez, & Manrique, 2007). El valor de repetibilidad encontrado para la caracteristica
Prolificidad en las ovejas del CAM (0.270 + 0.05) fue mas alto que el reportado por Pereira,

(1999) para la caracteristica nimero de corderos nacidos (0.15).

Se debe tener en cuenta que puede haber diferencias debido a los diferentes métodos de
célculo de la heredabilidad y repetibilidad, el tamafio de la muestra, la varianza ambiental
y la constitucion genética de las poblaciones, entre otros, siendo factores que hacen que
las estimaciones para una misma caracteristica puedan ser diferentes (Quijano &
Echeverri, 2015).

Los factores como la ausencia de registros en las producciones, el desconocimiento de la
importancia de estimar parametros como la heredabilidad y en general la ausencia de
programas de mejoramiento genético en Colombia, hacen que se tenga informaciéon muy

incipiente en la estimacion de parametros genéticos de la produccion ovina.

2.4 Conclusiones y recomendaciones

La tendencia observada es que a medida que la hembra tiene més partos, su prolificidad

va en aumento.

La raza Hampshire present6 el mayor valor de prolificidad bajo las condiciones del CAM,

por lo que se recomienda su utilizacion para mejorar la prolificidad en el rebafio.

Los valores de prolificidad encontrados en la raza Criolla, destacan su buena adaptabilidad

reproductiva.
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La heredabilidad de la caracteristica prolificidad encontrada en las ovejas del CAM (0.244
+ 0.04) es media.

El valor de repetibilidad encontrado para la caracteristica Prolificidad en las ovejas del CAM

(0.270 + 0.05) fue alto comparado con un reporte previo.

Se recomienda estructurar un programa de mejoramiento genético en esta especie y se
destaca la importancia de recolectar la informaciébn en registros productivos vy
genealdgicos, que permitan estimar la heredabilidad en sentido estricto, tendencias vy
correlaciones genéticas, la depresion consanguinea y posibiliten una adecuada estrategia

de apareamientos.

Los resultados de este trabajo, si bien pueden considerarse preliminares, aportan
informacion de base para la gestion genética de esta poblacion.
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3.Asociacion de SNPs ubicados en los genes
BMPR1B, BMP15 y GF9 en 4 razas del
tropico alto colombiano

3.1 Introduccidn

La reproducciéon es un proceso fisiolégico complejo que se encuentra modulado por
factores ambientales, factores neuroendocrinos internos (Cunningham, 1998) y factores
genéticos que constantemente interactian sobre el animal para que éste muestre
determinado fenotipo. Es un proceso importante desde el punto de vista productivo, siendo
la base de la rentabilidad de los sistemas ovinos (Liandris et al., 2012; Petrovic et al., 2012).

La rentabilidad o eficiencia de la produccion ovina esta condicionada por la fertilidad, que
a su vez se ve mediada por la prolificidad estableciendo el nimero de animales viables
para su utilizacién, por lo que algunos autores consideran mas importante la prolificidad
gue la ganancia de peso (Liandris et al., 2012; Petrovic et al., 2012). Por lo anterior, el
aumento de la prolificidad es una via para mejorar la produccién, teniendo en cuenta los
factores ambientales y los factores genéticos como la utilizacion de genes mayores con

gran efecto sobre la tasa de ovulacién (Argilello-Hernandez et al., 2014).

Gran parte de los costos de produccion de un sistema productivo esta dado por el
mantenimiento de las hembras a través de los diferentes periodos de produccién, por lo
que la hembra que produzca més de una cria por parto reducird los costos de
mantenimiento por animal nacido. En consecuencia, una alta prolificidad resultara en un
mayor nimero de crias por hembra, reduciendo los costos de mantenimiento de la madre
por unidad de produccion y también obteniendo una mas rapida expansion del sistema

productivo (Alonso, 1981). Actualmente no existe un plan de mejoramiento ovino
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organizado en Colombia. La mayoria de las granjas utilizan libre apareamiento con machos
gue se encuentran permanentemente dentro del grupo o grupos de hembras con un

infrecuente control sobre la actividad reproductiva (Lozano, 2015).

Varios estudios genéticos en ovinos han establecido que la tasa de ovulacion y el tamafio
de camada o prolificidad, pueden ser regulados genéticamente por un grupo de diferentes
genes, cada uno de ellos con un efecto menor, o alternativamente por la accién de genes
simples con efecto mayor denominados genes mayores o de fecundidad (Fec) (Davis,
2004; Davis, 2005; LIU et al., 2014; McNatty & Henderson, 1987; Musthafa & Marikar,
2014; Notter, 2012). En este aspecto, es necesario destacar que los ovinos han sido
considerados como una especie modelo para identificar genes involucrados en los

mecanismos que controlan la tasa de ovulacion (Fabre et al., 2006).

Se han identificado varios polimorfismos tipo SNP en estos tres genes, BMPR1B, BMP15
y GDF9, que se han podido asociar a un incremento en la tasa de ovulacion (TO), pero no
se ha podido detectar un cambio importante en los niveles de secrecién de gonadotropinas
(FSH, LH, estradiol, inhibina) (Montgomery, McNatty, & Davis, 1992; Shackell et al., 1993;
Souza, Campbell, Webb, & Baird, 1997). Sin embargo, se reconoce que estos genes se
encuentran involucrados en la misma via biolégica que controla la ovulaciéon. Aunque aun
no se ha esclarecido completamente el papel biolégico de los genes BMP15 y GDF9 se
reconoce que intervienen en la regulacién de las funciones de las células de la granulosa

y teca ovarica (Fabre et al., 2006; Mcnatty et al., 2005).

Los genes mayores con efecto sobre la reproduccion vienen siendo analizados desde hace
varios afios para poder utilizarlos en pro del mejoramiento animal. Por ello, es importante
desarrollar investigaciones teniendo en cuenta las diferentes razas, caracteristicas
reproductivas y agroclimaticas para validar su accion en las diferentes explotaciones de
nuestro pais. Lo anterior permitira, su validacion cientifica para que puedan ser usados en
programas de mejoramiento genético y/o introgresion de alelos asociados positivamente

con las caracteristicas productivas de las poblaciones animales locales.
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El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de polimorfismos de nucle6tido
simple (SNP) de los genes BMPR1B, BMP15 y GDF9 y evaluar su asociacion al pardmetro
prolificidad en hembras de las razas Romney Marsh, Corridale, Hampshire y Criolla
ubicadas en el Centro Agropecuario Marengo de la Universidad Nacional de Colombia
(CAM-UN).

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Poblacién, toma de muestras y extraccion de ADN

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular de 30 individuos de cada una de las
cuatro razas ovinas, Criolla colombiana, Romney Marsh, Hampshire y Corriedale, (n=120),
procedentes del Centro Agropecuario Marengo (CAM) localizado en el municipio de
Mosquera, en el departamento de Cundinamarca. Se considerd la informaciéon de los
partos ocurridos entre 2011 y 2014 para posterior andlisis de asociacion. Posteriormente,
se realiz6 la extraccion de ADN por medio del procedimiento de Salting-out (Miller, Dykes,
& Polesky, 1988).

3.2.2 Marcadores utilizaos

Para el analisis fueron seleccionados, un marcador del gen BMP15 (BMP15-1), cuatro del
gen BMPR1B (BMPR15-2, BMPR15-3, BMPR15-4 y BMPR15-7) y cinco del gen GDF9
(GDF9-1, GDF-2, GDF9-3, GDF-4 y GDF-5) (Tabla 3-1).
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Tabla 3-1:

Componentes de varianza estimados para la caracteristica prolificidad en

las ovejas del CAM.

Gen Marcador Forward (5’-3’) Reverse (5'-3) Tamafio
BMP15 BMP15-1 ACTGGGCAATCATACCCTCATAC TCTCAATTCTCCCAATCATGCCA 170 bp
BMPR1B | BMPR15-2 | GACCCTCAAGATCTCCATTCTGG TGAAGGCATTGCCCTGTTTTATG 151 bp
BMPR1B | BMPR15-3 | AGGAAACCCTGAACATCGCTAAT CAGTGTGTTGGGGGATTTAACAG | 255 bp
BMPR1B | BMPR15-4 | GCTTCCCAATTCTTTGCTACACA TCAAATCATTGACAGGGCCAGTA | 154 bp
BMPR1B | BMPR15-7 | AGATTTCAACCAAAGCTAAGGTGC | ATCTTGAACTGGTCTTCAGCCTA | 217 bp
GDF9 GDF9-1 CACTCAAAGGGCTATACTTGGCA TGTGAGCTCCATGACTTTAGACT | 229 bp
GDF9 GDF-2 AAGCTAAGTCTAAAGTCATGGAGC | GGTGTAAGATCGTCCCGTCAC 155 bp
GDF9 GDF9-3 GATCTTACACCCTCAGCAGCTT TGGCCTCCCACAAGAGGAATA 268 bp
GDF9 GDF-4 ACTCTGGCTCTTTTATCACCAGG TCTCAGGAACCTTTCCATCAGTG | 162 bp
GDF9 GDF-5 GAAGAGCCGAACAGTGTTGTAGA CTGAACCATTTAGGTGGGAGACA | 204 bp

Tamafio = tamafo del amplificado.

3.2.3 Estandarizacion manual de la amplificacion

Inicialmente se realiz6 la estandarizacion individual de la PCR y posteriormente la

verificacion del tamafio del producto de cada uno de los amplificados en geles de

poliacrilamida (Tabla 3-2).

Tabla 3-2:

Tamarfnos de

estandarizacion.

los amplicones segun marcador

TEMPERATURA | TAMANO

GEN MARCADOR | HIBRIDACION |AMPLICON
°C pb
BMP15 BMP15-1 60 170
BMPR15-3 60 255
BMPRALS BMPR15-2 60 151
BMPR15-4 60 154
BMPR15-7 60 217
GDF9-3 60 268
GDF9-1 60 229
GDF9 GDF9-2 60 155
GDF9-5 60 204
GDF9-4 60 162

y condiciones de
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En las figuras 3-1 y 3-2 se presentan las fotografias de los geles de poliacrilamida
indicando la verificacion del tamafio de los amplicones para todos los marcadores
utiizados en el presente estudio, (BMP15-1, BMPR15-3, BMPR15-2, BMPR15-4,
BMPR15-7, GDF9-3, GDF9-1, GDF9-2, GDF9-5 y GDF9-4).

Figura 3-1: Gel de poliacrilamida indicando la verificacion de los tamafios de los
amplicones. En orden se observa, 1. Marcador de peso, 2. BMPR15-2, 3. BMPR15-3, 4.
GDF9-1, 5. GDF9-3y 6. BMPR15-7.

Figura 3-2: Gel de poliacrilamida indicando la verificacion de los tamafios del
amplicones. En orden se observa, 1. Marcador de peso, 2. GDF9-5,3. GDF9-4 y 4.
BMPR15-4.
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3.2.4 Genotipificaciéon por HRM

Para el proceso de genotipificacion se realiz6 la amplificacion de fragmentos mediante la
técnica High Resolution Melting (HRM) en el instrumento LightCycler® 96 de Roche
utilizando el protocolo base presentado en la figura 3-3.

Figura 3-3:  Protocolo base empleado para la genatipificacion mediante HRM.

LN plajalgp|plpippaippaipipaplajapioppoisp oo paapaasaaaens

eratur

g 63.00
§0.00

Temp

5500
50.00
45.00
40.00

00:00:00 00:15:00 00:30:00 00:45:00 01:00:00 01:15:00
Estimated Time [hh:mm:ss]

El protocolo empleado estd compuesto por una fase de pre-incubacion, seguido de 45
ciclos de amplificacién. Contintdia luego una rampa de temperatura y un enfriamiento final
de las muestras. En este protocolo se presenta emisién y percepciéon durante la extension
de cada uno de los ciclos de amplificaciéon y de manera continua durante la rampa de
temperatura (puntos y linea azul oscuro en la figura 3-3). Las condiciones de la PCR-HRM
se presentan en la Tabla 3.3.
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Tabla 3-3: Condiciones del protocolo base empleado para HRM-PCR.
FASE CICLOS TEMPERATURA TIEMPO
°C Seg
PREINCUBACION 1 95 600
AMPLIFICACION EN TRES DENATURACION 95 10
PASOS HIBRIDACI’ON 45 60 15
EXTENSION 72 15
HIGH RESOLUTION MELTING* 1 g? i
ENFRIAMIENTO 1 37 INDEFINIDO

* Durante la rampa hay un incremento de 4,4 °C por segundo.

La estandarizacion permitié que algunos marcadores pudieran ser corridos en multiplex,

de a dos amplicones, debido a que tenian diferentes temperaturas melting, por lo que

podian ser discriminados durante la rampa de temperatura, como se presenta en
3-4. Por lo anterior se pudieron conformar tres duplex (Duplex 1:BMP15-1 y
Duplex 2: BMPR15-4 y BMPR15-2 y Duplex 3: GDF9-2 y GDF9-5).

la figura
GDF9-3,

Figura 3-4:  Multiplex con curvas de amplificacién diferente para cada amplicon HRM
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3.2.5 Genotipificacion de marcadores

La Tabla 3-4 muestra informacion relacionada con los SNPs reportados previamente,
localizados en las regiones amplificadas de todos los marcadores utilizados en el presente
trabajo. En el Anexo A se puede apreciar la secuencia de cada uno de los amplicones y la
ubicacién correspondiente de cada uno de los SNPs y la imagen de la lectura dada por el
software del instrumento LightCycler® 96.

Tabla 3-4: Informacion de los SNPs utilizados en el presente trabajo.
Gen Marcador SNP Nucleétido Ubicacion | Mutacién | Aminoécido
BMP15 | BMP15-1 rs402413016 | X:50971083 | E2 cT SIN
BMPR1B | BMPR15-2 | rs429849190 | 6:29447945 | 5 UTR GIA -
BMPR1B | BMPR15-2 | rs402422707 | 6:29447979 | 5 UTR AIG -
BMPR1B | BMPR15-3 | rs418841713 | 6:29382188 | E8 T/IC QR
BMPR1B | BMPR15-3 | rs408447622 | 6:29382340 | E8 cT R
BMPR1B | BMPR15-3 | rs427897187 | 6:29382337 | E8 cT T
BMPR1B | BMPR15-4 | rs404709850 | 6:29362050 | 3'UTR CIA -
BMPR1B | BMPR15-4 | rs418124937 | 6:29362062 | 3UTR GIA -
BMPR1B | BMPR15-4 | rs427046713 | 6:29362111 | 3UTR GIA -
BMPR1B | BMPR15-7 | rs413129951 | 6:29445923 | E2 T/IC I
BMPR1B | BMPR15-7 | rs426338048 | 6:29445934 | E2 CIG cIs
BMPR1B | BMPR15-7 | rs402789684 | 6:29445937 | E2 CIT R/H
BMPR1B | BMPR15-7 | rs412038619 | 6:29445938 | E2 GIA R/C
BMPR1B | BMPR15-7 | rs424181501 | 6:29445964 | E2 CIT CIY
BMPR1B | BMPR15-7 | rs404698207 | 6:29446006 | E2 AlIG L/P
GDF9 GDF9-1 rs398733804 | 5:41841177 | E2 CIA E/STOP
GDF9 GDF9-1 rs413900102 | 5:41841214 | E2 GIA [€
GDF9 GDF9-1 rs425223128 | 5:41841272 | E2 T/IC K/R
GDF9 GDF9-1 rs403536877 | 5:41841285 | E2 CIT VIM
GDF9 GDF9-2 rs426065119 | 5:41841354 | E2 GIA P/S
GDF9 GDF9-2 rs421019907 | 5:41841402 | E2 cT Vi
GDF9 GDF9-2 rs399579080 | 5:41841418 | E2 T/IC E
GDF9 GDF9-2 rs404376560 | 5:41841422 | E2 GIT SIY
GDF9 GDF9-3 rs160076402 | 5:41841502 | E2 TICIG L
GDF9 GDF9-3 rs415699275 | 5:41841525 | E2 CIG GIR
GDF9 GDF9-3 rs426882553 | 5:41841599 | E2 AlG L/S
GDF9 GDF9-3 rs193637058 | 5:41841646 | E2 CIT R
GDF9 GDF9-3 rs160076408 | 5:41841675 | E2 T/IC K/E
GDF9 GDF9-4 rs160076413 | 5:41841919 | E2 T/IC L
GDF9 GDF9-4 rs422644056 | 5:41841925 | E2 AlIG v
GDF9 GDF9-5 rs410123449 | 5:41843258 | E1 cT R/H

E= ex6n, SNP= Identificacién especifica de cada SNP.
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3.2.6 Secuenciacion y edicion de secuencias

Posterior al proceso de asignacién del genotipo en el LightCycler 96 se seleccionaron 2
animales por genotipo en cada marcador y se procedi6 a realizar, a cada uno, una nueva
amplificacién en monoplex, las cuales fueron enviadas para secuenciacion al Instituto de
Genética de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota. Posterior al analisis de los
electroferogramas se realizé el alineamiento de las secuencias para determinar la
presencia o ausencia de los SNPs propuestos en el presente estudio con la ayuda de los
programas Chromas y BioEdit..

3.2.7 Analisis estadistico

Se establecieron las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos mediante el
procedimiento PROC FREQ de SAS y Unicamente fueron incluidos en el andlisis de
asociacion genotipo-fenotipo aquellos SNPs cuyo alelo menor, tenia una frecuencia
superior al 10% (Curi et al., 2010; Lee et al., 2011). Para el analisis de asociacion genotipo-
fenotipo se utilizaron un total de 342 datos de partos de las hembras ovinas y la informacion
del nimero de crias (NCRIAS) fue analizada, la cualfue analizada como variable binomial
(0;1) donde NCRIAS = 1 indica que el parto fue doble y 0 indica parto simple. Se utiliz6 el
procedimiento LOGISTIC del paquete estadistico SAS. El conjunto de datos incluyé como
efectos fijos los SNPs incluidos (Tabla 3-5), la raza y el nimero de parto (Otto et al.,
2007;Brunner et al., 2012) incluidos (ékrlep et al., 2010; Lindahl et al., 2004a y b;Otto et
al., 2007; Brunner et al., 2012; Srikanchai et al., 2010; Chung y Davis, 2011; Curi et
al.,2010; Casas et al., 2006; Café et al., 2010b; Allais et al., 2011; Papaleo et al., 2010; Li
et al., 2010; Schenkel et al., 2006; Cui et al., 2006; Casas et al., 2005).



70 Polimorfismo de nucle6tido simple (SNP) de los genes BMPRIB, BMP15 y GDF9
asociados a prolificidad en hembras de cuatro razas ovinas (Ovis aries) del

Centro Agropecuario Marengo

Tabla 3-5: Frecuencias alélicas y genotipicas por SNP

SNP Alelos Genotipos
rs429849190 |G | A GG |G/A | AA
(A) 0.75] 0.25 | 0.50 | 0.50 | 0.00
rs402422707 | A G |AA |AG |GG
(B) 0.280.72]0.28 | 0.00 | 0.72
rs418841713 | T c |TT |cT|cc
(©) 0.63|0.38]0.25[0.75 | 0.00

rs408447622* [C | T cc |cm |[TT
0.96 | 0.05 | 0.91 | 0.09 | 0.00
rs427046713 |G | A GG | G/A | AA

(D) 0.90 | 0.10 | 0.79 | 0.21 | 0.00
rs413129951* | T c |TT |[TIC |CC
0.98 [ 0.02 | 0.98 | 0.00 | 0.02
rs426338048 |C |G |[CC |CI/G | GG

(E) 0.90 | 0.10 | 0.81 | 0.19 | 0.00
rs412038619* |G | A GG |G/A | AA
0.98 | 0.02 | 0.98 | 0.00 | 0.02
rs421019907* [C | T cCc |cm | TT
0.91 [ 0.09 | 0.91 | 0.00 | 0.09
rs399579080* | T c |TT |[T/IC |CC
0.91 [ 0.09 | 0.91 | 0.00 | 0.09
rs193637058 |[C [T cCc |cm |17

(9] 0.870.13|0.75 | 0.25 | 0.00
rs160076408 | T c |TT |[TIC |CC
(G) 0.21]0.79]0.00 | 0.42 | 0.58
rs160076413 | T c |TT |cT|cc
(H) 0.42 ] 0.58 | 0.24 | 0.36 | 0.40
rs422644056 | A G |AA |GIA |GG
() 0.58 | 0.42 | 0.36 | 0.44 | 0.20
rs410123449 |[C [T cCc |cm | TT
)] 0.90 | 0.10 | 0.79 | 0.21 | 0.00

e Los SNPs eliminados de la asociacién fenotipo-genotipo se marcaron con *.
e Los SNPs incluidos fueron identificados con letras, desde la A hasta la J.
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3.3 Resultados

Luego de aplicar el procedimiento LOGISTIC se obtuvo que el modelo que mejor explicaba
la probabilidad de tener parto simple o parto doble incluyé como factores significativos la
informacién de los siguientes factores: los SNPs E, H, | (segun Tabla 3.5) y la raza. Por
consiguiente, fueron no significativos los factores: los SNPs A, B, C, D, F, G, Jy el nUmero

de parto.

Las probabilidades de chi cuadrado para determinar si cada beta era significativo y podia
ser introducido en el modelo se muestran en la Tabla 3.6. Se observa que en el paso 5 se
introduce al modelo el efecto del marcador F (p=0.0465), pero en el paso 6 el mismo
marcador es eliminado porque deja de ser significativo para el modelo (p=0.0507).

Tabla 3-1: Probabilidades de Chi cuadrado para validar la significancia de cada beta
Paso | Efecto Numer | Chi- Chi- Pr>
0 cuadrado cuadrado ChiSq

Introducid | Eliminad de de Wald

0 0 puntuacion
1 E 1 7.8883 0.005
2 RAZA 2 11.2346 0.0105
3 H 3 10.9148 0.0043
4 I 4 6.765 0.0093
5 F 5 3.9636 0.0465
6 F 4 3.8176 0.0507

En la tabla 3-7 se observo la asociacion del SNP E y su comparacién de genotipos (CG vs
CC) que fue altamente significativa (P<.0001), la asociacién del SNP H comparando
individuos homocigotos (CC vs TT) siendo significativa (P=0.0015) y la asociacion del SNP
I (AG vs AA) que también fue significativa (p=0.0117). Con respecto a la comparacion de
las razas se observa que la raza Corriedale y Hampshire comparadas con la Criolla tienen
comportamientos diferentes (p=0.0158 y p=0.0003 respectivamente). Por otro lado, se
observd que la raza Romney y Criolla se comportan de manera similar en el presente
estudio (p=0.2094). Adicionalmente, el comportamiento del SNP H es similar tanto en el
genotipo heterocigoto (TC) como en el homocigoto (TT) (P=0.0685).

Tabla 3-2: Comparaciones
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Parametro Niveles Pr >
enfrentados | ChiSq
CGvs CC <.0001

E

H CCvsTT 0.0015
H

I

TCvsTT 0.0685
AG vs AA 0.0117

RAZA COR vs CRI | 0.0158
RAZA HAM vs CRI | 0.0003
RAZA ROM vs CRI | 0.2094

*CRI=Criolla, COR=Corriedale, HAM=Hampshire, ROM=Romney

Teniendo en cuenta las razones de probabilidad (Odds ratio) se puede decir que es 0.063
veces mas probable que ocurra un parto doble cuando el animal es heterocigoto CG para
el SNP E que cuando es homocigoto (CC). Es 0.152 mas probable tener un parto doble
cuando el animal es homocigoto CC para el SNP H que cuando es homocigoto (TT) y el
heterocigoto (TC) es 0.358 veces mas probable el parto doble que cuando es heterocigoto
(TT). Es 5.2 veces mas probable que el animal tenga parto doble cuando es heterocigoto

(AG) que cuando es homocigoto (AA)para el SNP 1.

Adicionalmente, es 5.4 veces mas probable que una hembra de la raza Corriedale tenga
un parto doble con respecto a una hembra de la raza Criolla. Es 11 veces mas probable
gue una hembra Hampshire tenga un parto doble con respecto a una hembra de la raza
Criolla. Es 2.4 veces mas probable que una hembra Romney tenga un parto doble con
respecto a una hembra de la raza Criolla (tabla 3.8)

Tabla 3-3: Razo6n de probabilidad (odds ratio)

Efecto Odds
ratio
ECGvsCC 0.063
HCCvsTT 0.152
HTCvsTT 0.358
| AG vs AA 5.208
RAZA COR vs CRI 5.487
RAZA HAM vs CRI 11.087
RAZA ROM vs CRI 2.42

*CRI=Criolla, COR=Corriedale, HAM=Hampshire, ROM=Romney
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3.4 Discusion

3.4.1 Gen BMPR1B

Se encontraron 8 SNPs polimérficos dentro de este gen (rs429849190, rs402422707,
rs418841713, rs408447622, rs413129951, rs412038619, rs427046713 y rs426338048).
Los demas SNPs ubicados en este gen se encontraron monomoérficos para la poblacion
evaluada (rs427897187, rs418124937, rs427046713, rs402789684, rs424181501 vy
rs404698207). La frecuencia el alelo menor de los SNPs rs408447622, rs413129951 y
rs412038619 fue inferior al 10% por lo que no pudieron ser incluidos dentro del andlisis
de asociacion. Se destaca la importancia de validar esta informacion en poblaciones mas
grandes, ya que en el presente estudio se evidencid una baja frecuencia en la poblacion
de hembras analizadas.

Los SNPs A, B, C, D y E del gen BMPR1B (rs429849190, rs402422707, rs418841713,
rs427046713 y rs426338048 respectivamente) fueron incluidos para evaluar su asociacion
con la prolificidad de las hembras del CAM, donde el Gnico que presento asociacion fue el
SNP E mostrando que un cambio en la posicién E de un alelo G (Guanina) aumenta en

0.063 la probabilidad de tener un parto doble.

Se recalca que el SNP C que se ha catalogado como Booroola en la literatura (Davis et al.,
2006; Debnath & Singh, 2016; LIU et al., 2014; Mulsant et al., 2001; Polley et al., 2010;
Roy et al., 2011; Souza et al., 2001; Souza, MacDougall, Campbell, McNeilly, & Baird,
2001), se encontro polimorfico en la poblacion estudiada. Sin embargo, solo se encontraron
animales heterocigotos y no fue significativo para el modelo utilizado, por lo que seria
interesante profundizar en la basqueda de este alelo en la poblacién ovina colombiana,
para determinar si existen animales homocigotos para esta mutacion y si en ese caso su

efecto es significativo.
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3.4.2 Gen BMP15

El anico SNP (rs402413016) localizado dentro de este gen no fue polimérfico para la
poblacién evaluada. Pero, es importante tener en cuenta que en este gen se han reportado
muchos polimorfismos tipo SNPs (Chu et al., 2007; Davis et al., 1992; Fabre et al., 2006;
Galloway et al., 2000, 2002; McNatty et al., 2004; McNatty et al., 2005; Monteagudo, Ponz,
Tejedor, Lavifia, & Sierra, 2009; Montgomery, Galloway, Davis, & McNatty, 2001; Mufioz &
Jurado, 2012; Palomera & Alonso, 2014; Scaramuzzi et al., 2011; Shackell et al., 1993)
gue seria interesantes evaluar en poblaciones ovina colombianas para conocer su

frecuencia, asociacion y su posible utilidad para planes de mejoramiento animal.

3.4.3 Gen GDF9

El Se encontraron 7 SNPs polimoérficos dentro de este gen (rs404376560, rs399579080,
rs193637058, rs160076408, rs160076413, rs422644056 y rs410123449). Los demas
SNPs ubicados en este gen fueron monomorficos (rs398733804, rs413900102,
rs425223128, rs403536877, rs426065119, rs404376560, rs160076402, rs415699275,
rs426882553) en la poblacion evaluada. Los SNPs rs421019907 y rs399579080 a pesar
de ser polimorficos presentaron una baja frecuencia por lo que no pudieron ser incluidos
dentro del estudio. No obstante, es importante validar esta informacion en poblaciones mas

grandes.

Los SNPs F, G, H, | y J del gen GDF9 (rs193637058, rs160076408, rs160076413,
rs422644056 y rs410123449respectivamente) fueron incluidos para evaluar su asociacion
con la prolificidad de las hembras del CAM, evidenciando asociacion de los SNPs H e |. El
SNP H tuvo un comportamiento interesante, al presentar una mejor respuesta para los
individuos heterocigotos (TC) con respecto a los homocigotos (TT), los cuales tienen 0.358
mas probabilidades de presentar un parto doble. Lo anterior concuerda con varios autores
gue han reportado asociacibn de SNPs con la caracteristica prolificidad, siendo los

individuos heterocigotos los que exhiben mayor prolificidad (Hanrahan et al., 2004;
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Liandris et al., 2012; McNatty et al., 2005; Moradband, Rahimi, & Gholizadeh, 2011; Mufioz
& Jurado, 2012). ElI SNP H mostré un comportamiento similar al SNP FecGE encontrado
por Silva et al., (2011) en la raza Santa Inés, ya que los animales homocigotos mutados

CC tienen su funcion reproductiva normal.

Para el caso del SNP | se evidencié que los individuos heterocigotos (AG) tuvieron 5.2
veces mas probabilidades de tener un parto doble que las hembras homocigotas (AA). Lo
anterior, concuerda con lo reportado por varios autores en relacién con la presencia de
otros SNPs en este mismo gen que tienen efecto sobre la prolificidad en animales
heterocigotos (Hanrahan et al., 2004; Liandris et al., 2012; McNatty et al., 2005; Moradband
et al., 2011; Mufioz & Jurado, 2012; Palomera & Alonso, 2014). Es importante resaltar en
este Ultimo caso que los genotipos encontrados fueron AG y AA evidenciando la ausencia
de animales con el genotipo homocigoto mutado GG. Esto puede ser debido a que
animales homocigotos mutados para el SNP | en este gen, pueden presentar un pobre
desarrollo ovarico y por consiguiente, no poseer informacion de vida reproductiva, como
lo evidencian otros trabajos (Ahlawat, Sharma, Roy, Tantia, & Prakash, 2015; Chu et al.,
2011; Debnath & Singh, 2016; LIU et al., 2014; L6épez-Ramirez, Magafa-Sevilla, Zamora-
Bustillos, Ramén-Ugalde, & Gonzéalez-Mendoza, 2014; Mufioz & Jurado, 2012; Palomera
& Alonso, 2014; Polley et al., 2010; Shabir, Ganai, Misra, Shah, & Ahmad, 2013).

3.5 Conclusiones

En la poblacion de hembras del CAM se pudieron identificar animales portadores

del SNP C que corresponde a la mutacién Booroola.

El nimero de parto no tuvo efecto sobre la caracteristica de prolificidad de las

hembras del CAM evaluadas en el presente estudio.

Las hembras de la raza Hampshire fueron las que tuvieron mayor diferenciacion,
ya que tienen 11 veces mas probabilidad de tener un parto doble que las hembras

de la raza Criolla analizadas en este estudio.
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Los SNPs A, B, C, D, F y G no presentaron asociacion con la caracteristica

prolificidad de las hembras del CAM evaluadas en el presente estudio.

Los SNPs E, H e | ubicados en los genes BMPR1B (E) yGDF9 (H e 1) tienen efecto
sobre la caracteristica prolificidad en las hembras del CAM evaluadas en el

presente estudio.

El SNP | fue el que mostro el mayor efecto sobre la caracteristica prolificidad, ya
gue los animales heterocigotos AG tuvieron 5.2 veces mas probabilidad de

presentar un parto doble con respecto a los animales homocigotos AA.
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4.Discusion

Dado el alto nimero de razas existentes de la especie ovina (Ovis aries), la prolificidad
presenta varios reportes con valores contrastantes. Por consiguiente, se han reportado
razas con valores de prolificidad mayores a los encontrados en el presente estudio (1.21
Romney, 1.23 Corriedale, 1.36 Criollay 1.43 Hampshire), como es el caso de las razas
Small Tailed Han de China (2.65) (Chu et al., 2006; Wang, Li, & Wei, 1990), Belle-lle de
Francia (2.23) (LIU et al., 2014), Romanov (2.5) (Petrovic et al., 2012) y Finnish Landrance
(2.3) (Banchero, Vazquez, Irari, Ciappesoni, & Quintans, 2016). De igual modo, existen
reportes de razas con valores de prolificidad similares a los encontrados en el presente
estudio como las razas Pramenka (1.1) (Petrovic et al., 2012), Rasa Aragonesa (1.2)
(Monteagudo, Ponz, Tejedor, Lavifia, & Sierra, 2009; Sierra, 1992) y Dorset (1.41) (Casas,
Freaking, & Leymaster, 2004; Chu et al.,, 2011; Freetly & Leymaster, 2004) donde se
observa que los valores mas bajos encontrados se relacionan con producciones de carne,

como lo es la produccién del CAM.

La comparacion del valor de prolificidad encontrado en este trabajo para la raza Hampshire
(1.4307 + 0.5273) fue inferior al reportado para la misma raza por Sidwell & Miller, (1971)
(1.55). Los valores de prolificidad de este trabajo para la raza Corriedale (1.2368 + 0.4580)
son similares a los reportados para la misma raza por Banchero et al., (2016) (1.2) lo que
contrasta con lo encontrado para la raza Romney Marsh (1.2161 + 0.4135) que fue inferior
al reportado por Bhuiyan & Curran, (1991) (1.56). Las diferencias observadas pueden ser

explicadas por el manejo y condiciones ambientales caracteristicas de cada estudio.

La raza Hampshire fue la que present6 el promedio mas alto en relacion con las demas
razas analizadas (1.4307 = 0.5273), seguida de la raza Criolla (1.3629 + 0.5545). Lo
anterior destaco a la raza Criolla, que se ubica por encima de las dos anteriores, lo que

permite demostrar una mejor adaptabilidad reproductiva que las razas Romney Marsh y
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Corriedale. De igual modo, se destacan los valores de prolificidad encontrados en la raza
Hampshire y Criolla, lo que denota su buena adaptabilidad reproductiva, sin embargo, es
importante recalcar que estas dos razas fueron las que mayor nimero de partos aportaron

al analisis.

Se observo que la tendencia al aumento de la prolificidad, se da a medida que la hembra
tiene mas partos (maximo 4 partos en el presente estudio), Lo anterior, concuerda con
Buratovich, (2010) quien indicé que la cantidad de corderos nacidos vivos por oveja parida
suele aumentar con la edad hasta los 5-6 afios, para posteriormente descender al final de

su vida util.

Los productores por lo general, realizan apareamientos a edades tempranas de las
hembras con el fin de lograr una mayor eficiencia reproductiva a lo largo de la vida del
animal (Buratovich, 2010), permitiendo que se utilicen animales que no han llegado a la
madurez fisiolégica y se hallen adn en crecimiento, esto genera una competencia por los
nutrientes entre la gestacion y los procesos de desarrollo fisiolégico, o que va en
detrimento de los parametros reproductivos, tales como la prolificidad. Es por esto, que la
tendencia observada en el estudio fue la de aumento con el mayor valor al cuarto parto
(1.52). Lo anterior esta acorde con Dickson et al (2004), quienes demostraron que la edad
es un factor influyente sobre la prolificidad. Estos autores evaluaron hembras de 2 a 9 afios
de edad y encontraron que el mejor porcentaje de corderos destetados procedian de
hembras de edades intermedias, especificamente, de 4 afios de edad (Dickson, Torres,
D’Aubeterre, & Garcia, 2004; George M. Sidwell, Everson, & Terrill, 1962).

La heredabilidad encontrada para la caracteristica Prolificidad en las ovejas del CAM
(0.244 + 0.04) esta acorde con lo indicado por Quijano y Echeverry (2015), en relacién con
los valores bajos de heredabilidad y repetibilidad (5 — 20 %) que presentan los caracteres
reproductivos (intervalo entre partos, dias abiertos, prolificidad, entre otros) en animales
de produccién. Lo anterior contrasta con la heredabilidad media (21-40%) que se puede
encontrar para caracteres productivos (ganancia de peso, peso, produccion de lana, entre
otras). Es importante aclarar en este aspecto que la heredabilidad obtenida fue calculada

en el sentido amplio, debido a que los animales de donde se obtuvieron los datos son
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fundadores de la produccion, por lo que no se encuentran emparentados. Es decir que
podemos esperar que el valor de la heredabilidad sea menor, cuando los datos del CAM
permitan estimarla en el sentido estricto, dado que no se tiene la informacién genealdgica
de las hembras analizadas en el presente estudio, porque corresponden a una poblacién
fundadora.

Se debe tener en cuenta que pueden haber diferencias debido a los diferentes métodos
de calculo de la heredabilidad y repetibilidad por el tamafio de la muestra, la varianza
ambiental y la constitucion genética de las poblaciones, entre otros, siendo factores que
hacen que las estimaciones para una misma caracteristica puedan ser diferentes (Quijano
& Echeverri, 2015).

En cuanto a la repetibilidad en Colombia son pocos los reportes de estimaciones para
caracteristicas de importancia econémica en ovinos (Quijano & Echeverri, 2015). Algunos
ejemplos de caracteristicas similares como numero de corderos nacidos, tamafio de
camada en cerdos y tamafio de camada en conejos presentan repetibilidades de 0.15, 0.27
y 0.26 respectivamente (Adeoye, Adeogun, & Akinokun, 2003; Pereira, 1999; Vasquez,
Martinez, & Manrique, 2007). El valor de repetibilidad encontrado para la caracteristica
Prolificidad en las ovejas del CAM (0.270 + 0.05) fue mas alto que el reportado por Pereira,
(1999) para la caracteristica nimero de corderos nacidos (0.15). Explicado quiza por un

mantenimiento homogéneo de las caracteristicas de la produccion en el CAM.

Se encontraron SNPs polimérficos dentro del gen BMPR1B (rs429849190, rs402422707,
rs418841713, rs408447622, rs413129951, rs412038619, rs427046713 y rs426338048).
Los SNPs rs408447622, rs413129951 y rs412038619 a pesar de ser polimorficos tuvieron
una frecuencia inferior al 10% por lo que no fueron incluidos dentro del estudio. Los SNPs
A, B, C, D y E fueron analizados para evaluar su asociacion con la prolificidad de las
hembras del CAM, donde el Unico que presento asociacion fue el SNP E, mostrando que
un cambio en la posicién E de un alelo G (Guanina) aumenta en 0.063 la probabilidad de

tener un parto doble.

Se destaca que el SNP C que se ha catalogado como Booroola en la literatura (Davis et
al., 2006; Debnath & Singh, 2016; LIU et al., 2014; Mulsant et al., 2001; Polley et al., 2010;
Roy et al., 2011; Souza et al., 2001; Souza, MacDougall, Campbell, McNeilly, & Baird,
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2001), se encontro polimérfico en la poblacion estudiada. Sin embargo, solo se encontraron
animales Heterocigotos y no fue significativo para el modelo utilizado.

En el gen BMP15 el SNP rs402413016 no se encontré polimdérfico para la poblacion
evaluada. Sin embargo, es importante tener en cuenta que en este gen se han reportado
muchos polimorfimos tipo SNPs (Chu et al., 2007; Davis et al., 1992; Fabre et al., 2006;
Galloway et al., 2000, 2002; McNatty et al., 2004; McNatty et al., 2005; Monteagudo, Ponz,
Tejedor, Lavifia, & Sierra, 2009; Montgomery, Galloway, Davis, & McNatty, 2001; Mufioz &
Jurado, 2012; Palomera & Alonso, 2014; Scaramuzzi et al., 2011; Shackell et al., 1993),
los cuales son interesantes para evaluar en poblaciones ovinas colombianas para conocer

su frecuencia, asociacion y su posible utilidad para planes de mejoramiento animal.

En el gen GDF9 se encontraron 7 SNPs polimérficos (rs404376560, rs399579080,
rs193637058, rs160076408, rs160076413, rs422644056 y rs410123449). Los SNPs
rs421019907 y rs399579080, aunque fueron polimérficos tuvieron una frecuencia inferior
al 10% por lo que no fueron incluidos dentro del estudio. Los SNPs F, G, H, | y J fueron
analizados para evaluar su asociacion con la prolificidad de las hembras del CAM,
evidenciandose asociacion para los SNPs H e I. EI SNP H tuvo un comportamiento
interesante al presentar una mejor respuesta para los individuos heterocigotos (TC) con
respecto al homocigoto (TT), los cuales tienen 0.358 veces mas probabilidad de presentar
un parto doble. Lo anterior, concuerda con varios trabajos en los que se ha encontrado
asociacion de SNPs con la caracteristica prolificidad en individuos heterocigotos
(Hanrahan et al., 2004; Liandris et al., 2012; McNatty et al., 2005; Moradband, Rahimi, &
Gholizadeh, 2011; Mufioz & Jurado, 2012). ElI SNP H mostré un comportamiento similar
al SNP FecGE encontrado por Silva et al., (2011) en la raza Santa Inés, ya que los

animales homocigotos mutados CC tienen su funcion reproductiva normal.

Para el caso del SNP | se evidencié que los individuos heterocigotos (AG) tuvieron 5.2
veces mas probabilidades de tener un parto doble que las hembras homocigotas (AA).
Este caso esta de acuerdo con varios autores que han reportado SNPs para este gen en
donde se hallaron ventajas en prolificidad para los animales heterocigotos (Hanrahan et
al., 2004; Liandris et al., 2012; McNatty et al., 2005; Moradband et al., 2011; Mufioz &

Jurado, 2012; Palomera & Alonso, 2014). Es importante resaltar en este Ultimo caso que
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los genotipos encontrados fueron AG y AA evidenciando la ausencia del genotipo
homocigoto mutado GG. Esto puede ser explicado porque los animales homocigotos para
SNPs dentro de este gen pueden presentar un pobre desarrollo ovarico y por consiguiente
no poseen informacion de vida reproductiva, como se evidencia en la literatura (Ahlawat,
Sharma, Roy, Tantia, & Prakash, 2015; Chu et al., 2011; Debnath & Singh, 2016; LIU et
al., 2014; Lopez-Ramirez, Magafa-Sevilla, Zamora-Bustillos, Ramén-Ugalde, & Gonzalez-
Mendoza, 2014; Mufioz & Jurado, 2012; Palomera & Alonso, 2014; Polley et al., 2010;
Shabir, Ganai, Misra, Shah, & Ahmad, 2013).
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5.Conclusiones y recomendaciones

Dado Los valores de prolificidad encontrados en las razas Hampshire y Criolla, destacan

su buena adaptabilidad reproductiva.

Se destaca que la raza Hampshire presentdé el mayor valor de prolificidad bajo las
condiciones del CAM, destacando que en segundo lugar esta la raza Criolla por lo que se
recomienda la utilizacion de estas dos razas para mejorar la prolificidad en el rebafio.

La tendencia observada es que a medida que la hembra tiene més partos, su prolificidad

va en aumento.

Los valores de heredabilidad y repetibilidad de la caracteristica Prolificidad encontrada en
las ovejas del CAM (0.244 + 0.04 y 0.270 + 0.05 respectivamente) son medios. Sin
embargo, cuando los datos recolectados en el CAM permitan la estimacion de estos

parametros en el sentido estricto, esperaremos encontrar valores menores.

El nimero de parto no tuvo efecto sobre la caracteristica de prolificidad de las hembras del
CAM cuando fue evaluado en conjunto con la informacién de los SNPs polimérficos.

La raza que mas se diferenci6 al evaluar el efecto de la raza, fue el Hampshire que tiene
11 veces mas probabilidad de tener un parto doble que las hembras de la raza Criolla en

este estudio.

Los SNPs rs408447622,rs413129951 y rs412038619 ubicados en el gen BMPR1B a pesar

de ser polimérficos tuvieron una frecuencia inferior al 10%, por lo que no pudieron ser
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incluidos dentro del estudio, por lo que se considera importante validar esta informacion en

poblaciones mas grandes ya que en el actual estudio.

Los SNPs A, B, C, D, F y G no presentaron asociacion con la caracteristica de prolificidad
de las hembras del CAM evaluadas en el presente estudio.

Se pudieron identificar animales portadores del SNP C, que corresponde a la mutacion
Booroola, en la poblacion de hembras del CAM, por lo que estos animales se podrian
utilizar en cruzamientos planeados para incrementar la frecuencia del gen en el rebafio.

Podria ser interesante evaluar la presencia de este polimorfismo en un mayor nimero de
individuos de poblaciones colombianas, con el fin de poder identificar la presencia de
animales homocigotos para la mutacién y validar los resultados de asociacién con la

caracteristica prolificidad.

Con respecto al gen BMP15 se evidencié que el SNP rs402413016 fue monomaorfico en la
poblacion de hembras del CAM analizadas. Sin embargo, es importante tener en cuenta
este gen mayor en futuras investigaciones debido a la gran cantidad de polimorfismos
reportados que pesentan asociacion a la caracteristica prolificidad.

Los SNPs rs421019907 y rs399579080 ubicados en el gen GDF9 a pesar de ser
polimorficos tuvieron una frecuencia inferior al 10%, por lo que no pudieron ser incluidos
dentro del estudio. No obstante, es importante validar esta informacion en poblaciones mas

grandes.

Los SNPs E, H e | ubicados en los genes BMPR1B (E) Y GDF9 (H e |) tienen efecto sobre

la caracteristica prolificidad en las hembras del CAM evaluadas.

El SNP | fue el que mostré el mayor efecto sobre la caracteristica de prolificidad donde los
animales heterocigotos AG tuvieron 5.2 veces mas probabilidad de presentar un parto
doble con respecto a los animales heterocigotos AA. Por lo que, es un polimorfismo
candidato para validarlo en investigaciones futuras con poblaciones mas grandes y de ser
posible en regiones diferentes del pais para determinar su potencial uso dentro de la

produccion ovina en Colombia.
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Los factores como la ausencia de registros en las producciones, el desconocimiento de la
importancia de estimar parametros como la heredabilidad y en general la ausencia de
programas de mejoramiento genético en Colombia, hacen que se tenga informacién muy

incipiente en la estimacion de parametros genéticos de la produccion ovina.

Los resultados de este trabajo, si bien pueden considerarse preliminares, aportan
informacion de base para la gestion genética de esta poblacion. Se debe tener en cuenta
la recomendacién de seguir recolectando los datos productivos y genealdgicos por
periodos largos que permitan una mejor estimacién de pardmetros genéticos en miras de
estructurar un programa de mejora genética. Ademas, es necesario llevar el registro del
tipo de parto de las madres (sencillo, doble o triple), ya que se ha rencontrado que hembras
nacidas de partos multiples tienen una mayor probabilidad de presentar partos multiples
en su vida reproductiva, lo que seria importante verificar y tener en cuenta dentro de las

poblaciones ovinas nacionales.

Finalmente, la reproduccion es un proceso fisiolégico complejo que se encuentra modulado
por factores ambientales, factores neuroendocrinos internos y factores genéticos que
constantemente interactian sobre el animal para que éste muestre un determinado
fenotipo. Es un proceso importante desde el punto de vista productivo, siendo la base de
la rentabilidad de los sistemas ovinos, por lo que, siempre sera importante ahondar sobre
todos los aspectos involucrados en ella, para determinar cuales la afectan bajo las
condiciones agroclimaticas de nuestro pais. Lo anterior, con el fin de optimizar el uso de la
tierra, mejorar la productividad de los sistemas ovinos y con ello la calidad de vida de

guienes los administran.

Lo anterior, destaca la importancia de continuar desarrollando investigaciones teniendo en
cuenta las diferentes razas, caracteristicas reproductivas y agroclimaticas presentes en
nuestro pais y validando la accién de polimorfismos reportados con efecto sobre
caracteristicas productivas. Lo anterior permitira darles validez cientifica para que puedan
ser usados en programas de mejora genética y/o introgresion de alelos asociados

positivamente con las caracteristicas productivas de las poblaciones animales locales.)
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A. Anexo A: Amplicones y
genotipificacion de todos los
marcadores utilizados

Marcador BMP15-1

La regién amplificada es una region contenedora del SNP reportado con accesion
rs402413016. El cambio corresponde a C/T y es una mutacion de tipo missense. La base
polimorfica y los primers se encuentran resaltados en el amplicon.

ACTGGGCAATCATACCCTCATACTCCTTGTACAAGATACTCCCATTTGCCTCAATCA
GAAGGATGCTAATGGGAACATACTTATAAGGGACACAGGAAGGCTGAGGGACATTC
TGATCCACCAGCTCACTGACAAGGTTCTGGATGATGGCATGATTGGGAGAATTGAG
A

Tras la genotipificacion de la poblacion mediante HRM-PCR se encontraron un total de 6

grupos establecidos por el algoritmo del LightCycler 96, indicador de que esta regién puede
ser de alta variabilidad en la poblacion objetivo (imagen A-1).

Ima= en A-1 Difference :Iot corrido 1 de BMP15-1.
# UghtCyder® 96 [ 44

RRAGERBRR R B EE =
Run Etor | Semple Edtor | Rew Dote [Neell
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Temperature
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Marcador BMPR15-2

La region amplificada es una region contenedora del SNP reportado con accesion
rs429849190 y rs402422707. El cambio corresponde a G/A y A/G respectivamente y
ambos son polimorfismos tipo sin6nimo. Los polimorfismos reportados se destacan en
negrita.

GACCCTCAAGATCTCCATTCTGGCTTGGCTCCTATCCCCCACTGGTCGTGTATGGC
CTTTCCTTTCAAGTTGTACATCAGCACACATTGGTTCCTCGTGTTGCATTAAAGAAGC
CCCAACTTCATCTTCATAAAACAGGGCAATGCCTTCA

La genoatipificacion de la poblacion mediante permitié agrupar la poblacion objetivo en un
total de 7 grupos (imagenA-2).

Ima= enA-2 Difference :Iot corrido 2 de BMPR15-2
@ UohtCyders 96 7%

BBHA®IGEE &

erm— BE

Marcador BMPR15-3

Region amplificada: es una regién contenedora de los SNPs reportados con nimeros de
accesion rs418841713, rs408447622 y rs427897187. Los SPNs corresponden a los
cambios T/C, C/T y C/T respectivamente. Unicamente el polimorfismo rs418841713 de
tipo missense, las demas corresponden a polimorfismos sinénimos.

AGGAAACCCTGAACATCGCTAATACAGACTTATACTCACCCAAGATGTTTTCATGCC
TCATCAACACCGTCTGATATATTTCTGTCTCTCGGAACCAGCTGGCCTCCTCTGTAGT
GAAGAACACTTTCACAGCTACCTTTTCGCCACGCCACTTTCCCATCCAAACTTCCCCA
TAGCGACCTTTTCCAATCTGTTTCACCATCTGAATTTGCTTTGCTATCGTCCTCTGGA
CCTGTTAAATCCCCCAACACACTG
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Durante la genotipificacion de la poblaciéon con HRM-PCR se encontraron un total de 6
grupos, indicador de que esta regién genomica puede ser de alta variabilidad en la
poblacion objetivo (imagen A-3).

Imagen A-3 Difference plot corrido 1 de BMPR15-3.

] ikl
Winds

LightCydler® 96
T on

B@E ek

tor | Sample Editor | Rew Data

[ tioh Resokition Mettrg

n@gQ » £

........

et

Marcador BMPR15-4

La region amplificada es una region contenedora del SNP reportado con accesion
rs404709850, correspondiente a un cambio C/A, el polimorfismo rs418124937
correspondiente a un cambio G/A 'y rs427046713 a un cambio G/A.

GCTTCCCAATTCTTTGCTACACACTAGAGAATTCTAAGCAGCATAAGAAAGCCACAG
TCAGGAAGTAAATGAATAAGGTTGAGAGGGATGTGTACAATTGTACCCTTTATTATGC
TCCTGTTGCTAAGGAATACTGGCCCTGTCAATGATTTGA

Con la genaotipificacién de la poblacién un total de 12 grupos, indicador de que esta
region puede ser de alta variabilidad en la poblacién objetivo (imagen A-4).

Imagen A-4 Difference plot corrido 1 de BMPR15-4.
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Marcador BMPR15-7

La regién amplificada es una regién contenedora de los SNPs reportados con nimeros
de accesion rs413129951 (T/C), rs426338048 (C/G), rs402789684 (C/T), rs412038619
(G/A), rs424181501 (C/T) y rs404698207 (A/G). Todos los polimorfismos reportados
existentes en esta region corresponden a cambios tipo missense.

AGATTTCAACCAAAGCTAAGGTGCACTCACCAACTATAAGATGATCACAGCGCAGA
GTGATTTGGGTTTTGTTTCTACAAATTTCCTTGGCAGTATCTTTCTCATCTCTATCCAC
TCTCAGCCCAGAGATTTGTGTATAGTAATCTCTTCCAACAGTGTTGCCCCTTGGGAA
ATCAAATCGTTAAATAAATGTCTAGGCTGAAGACCAGTTCAAGAT

En la poblacién genotipada se encontraron un total de 8 grupos (imagen A-5).

Ima= en A-5 Difference :Iot corrido 2 de BMPR15-7.
 Lightcyderg 56 ld 4 d

Offrence st HE

Marcador GDF9-1

La region amplificada es una region contenedora de los SNPs reportados con nimeros de
accesion rs398733804 (C/A, sin sentido), rs413900102 (G/A), rs425223128 (T/C, tipo
missense) y rs403536877 (C/T, tipo missense).

CACTCAAAGGGCTATACTTGGCAGGTACACAGGATGGTCTTGGCACTGAGGAGTCA
AGTTTCTCATGGATGATGTTCTGCACCATGGTGTGAACCGGAGAGCCATACCGATGT
CCGACCGCCCTGGGACAGTCCCCTTTACAGTATCGAGGGTTGTATTTGTGTGGGGC

CACAATCCAGTTGTCCCACTTCAGCTGACTAAAGCTAAGTCTAAAGTCATGGAGCTC

ACA

Un total de 6 grupos genotipicos fueron encontrados en la poblacion objetivo mediante el
andlisis HRM-PCR (imagen A-6).
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Imagen A-6 Difference Elot corrido 2 de GDF9-1.
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Marcador GDF9-2

La regién amplificada es una region contenedora de los SNPs reportados con nimeros de
accesion rs426065119 (G/A, de tipo missense), rs421019907 (C/T, tipo missense),
rs399579080 (T/C) y rs404376560 (G/T, de tipo missense).

AAGCTAAGTCTAAAGTCATGGAGCTCACATTCATTCTGGGGAAAAAGAAACTGTTTG
AAGTATTCACTCAGATTGACTGAAGCTGGAACCAGAGGCTTCTTCAATTCAGAGCTG
GCACTCTCCTGGTCTCTGCGGTGACGGGACGATCTTACACC

Tras la genotipificacion de la poblacion mediante HRM-PCR se encontraron un total de 6
grupos, indicador de que esta region puede ser de alta variabilidad en la poblacion objetivo
(imagen A-7).

Ima= en A-7 Difference :Iot corrido 2 de GDF9-2.
§ UghtCyders 9 - 4
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Marcador GDF9-3

La region amplificada es una region contenedora de 5 SNPs reportados con los nimeros
de accesion rs160076402, rs415699275, rs426882553, rs193637058 y rs160076408.
Estos polimorfismos corresponden a cambios T/C, C/G (tipo missense), A/G, CIT (tipo
missense) y T/C (tipo missense) respectivamente.

GATCTTACACCCTCAGCAGCTTCTTCTCCCACGGGGTAGGCAGATAGCCCTCTCTT
CTGGTCAGGACCCTGTGAAGGCTTCCTTTTAGGGTGGAGGGAATGCCACCTGTGAA
AAGCCTGAGCACTTGTGTCGTTCAGATACAAAAGCAGTGAGGGCGCTACGAGAAGA
GTCATGTTAAACAGGCTGTCCCGCGCTGAAGGATGCTGCAGCTGGTCTTTCGCACAT
GTAAAATTTACAGACATGTGAATATTCCTCTTGTGGGAGGCCA

Tras la genotipificacién de la poblacién mediante HRM-PCR se encontraron un total de 12
grupos, indicador de que esta regién puede ser de alta variabilidad en la poblacién objetivo
(imagen A-8).

Ima= en A-8 Difference :Iot corrido 2 de GDF9-3.
# UightCyders 96 (-4

n| B 5B
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Marcador GDF9-4

La regién amplificada: es una regién contenedora de los SNPs reportados con nimeros de
accesion rs160076413 (T/C) y rs422644056 (A/G).

ACTCTGGCTCTTTTATCACCAGGTTGCATATACATTTAACAGGAAAGGGAAAAGAAAT
GGAGTTGTTGAAAGTATATAGCAAAACTGACTTGAATAAATGTTCCACAACAGTAACA
CGATCCAGGTTAAACAGCAGATCCACTGATGGAAAGGTTCCTGAGA

Un total de 12 grupos genotipicos fueron establecidos por el algoritmo del LightCycler 96
en la poblacion objetivo mediante el andlisis HRM-PCR (imagen A-9).
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Ima= en A-9 Difference :Iot corrido 2 de GDF9-4.
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Marcador GDF9-5

La region amplificada es una region contenedora del SNP reportado con accesion
rs410123449. El cambio corresponde a C/T y es una mutacién de tipo missense.

GAAGAGCCGAACAGTGTTGTAGAGGTGGCGTCTGTTGGATTTAGGGGTCCCCTCCT
TGGTAGCGTATGCCTTATAGAGCCTCTTCATGTAGCGCAAAGCTCTGTCATCTGGCT
GCAGCCTGGGGGGTTCCCCGTGCCCATCATACAGAACCTCTAAGAGAGGGGAAAG
GAGACCAGGTCTGTGTCTCCCACCTAAATGGTTCAG

En la poblacién genotipada se encontraron un total de 6 grupos (imagen A-10).

Imagen A-10 Difference plot corrido 2 de GDF9-5.
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