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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Se realizdé un estudio de asociacién genotipo-fenotipo en corderos de razas Criollo de
Lana, Corriedale, Hampshire y Romney Marsh provenientes de dos sistemas de
produccién ubicados en el trépico alto colombiano. Se determinaron en 111 corderos los
paradmetros de crecimiento: peso al nacimiento (PNAC), peso al destete (PDTT) y peso a
la seleccion (PSEL) teniendo en cuenta el sexo, tipo de parto (TPART), grupo
contemporaneo (GC) y la raza. Se observd un efecto significativo del sexo y el TPART
sobre PNAC y PDTT,; el GC influyé sobre PNAC, la raza afect6 el PSEL. También se
establecio en 98 corderos el peso al sacrificio (PFINAL), el peso de la canal fria (CFRIA),
el rendimiento en canal fria (RCANAL), el rendimiento en cortes comerciales: brazos
(RBRAZOS), perniles (RPERNIL) y en lomo (RLOMO) incluyendo el sexo, la raza, TPART
y GC. Las hembras tuvieron un mayor PFINAL y CFRIA, no se observaron diferencias
significativas en RCANAL, RBRAZOS, RPERNIL ni RLOMO debidas a los factores sexo,
raza, TPART o GC. Adicionalmente, se realiz6 la deteccion de polimorfismos en los genes:
hormona del crecimiento (GH1), receptor de la hormona del crecimiento (GHR), factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), leptina (LEP), ghrelina (GHRL), miostatina (MSTN),
pcalpaina (CAPN1) y calpastatina (CAST). Se detectaron 5 SNPs: GH1-3, MSTNL1,
CAST3A, CAST3B y CAST4; el polimorfismo CAST3B se identificO como una mutacion de
novo. El polimorfismo MSTN1 mostré asociacion significativa (p<0,05) con PNAC. Los

animales portadores de la mutacion CAST3A tuvieron mejor rendimiento en lomo.

Palabras clave: SNP, CALPASTATINA, MIOSTATINA, MUTACION, GH, CORDEROS
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Abstract

A genotype-phenotype association study was conducted on lambs of Wool Creole,
Corriedale, Hampshire and Romney Marsh breeds from two production systems located in
the Colombian high tropics. The parameters of growth were determined in 111 lambs: birth
weight (PNAC), weight to on weaning (PDTT) and weight to the selection (PSEL) taking
into account the sex, type of birth (TPART), contemporary group (GC) and the breed type.
A significant effect of sex and TPART on PNAC and PDTT was observed; the GC
influenced PNAC, the breed type affected the PSEL. Lamb slaughter weight (PFINAL), cold
carcass weight (CFRIA), cold carcass yield (RCANAL), yield on commercial cuts shoulders,
(RBRAZOS), hind legs (RPERNIL) and loin (RLOMO) were also established in 98 lambs.
(RLOMO) including sex, breed type, TPART and GC. The females had a higher PFINAL
and CFRIA, no significant differences were observed in RCANAL, RBRAZOS, RPERNIL
or RLOMO due to sex, race, TPART or GC factors. Additionally, polymorphisms were
detected in the genes: growth hormone (GH1), growth hormone receptor (GHR), insulin-
like growth factor-1 (IGF-1), leptin (LEP), ghrelin (GHRL), myostatin (MSTN), pcalpain
(CAPN1) and calpastatin (CAST). Five SNPs were detected: GH1-3, MSTN1, CAST3A,
CAST3B and CAST4. The CAST3B polymorphism was identified as a de novo mutation.
The MSTN1 polymorphism showed significant association (p <0.05) with PNAC. The
animals carrying the CAST3A mutation had better performance on RLOMO.

Keywords: SNP, CALPASTATIN, MYOSTATIN, MUTATION, GH, LAMBS
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Introduccion

La crianza de ovinos, una de las primeras especies de animales domesticadas por el
hombre, ha sido de gran importancia para la humanidad gracias a la produccion de carne,
leche, pieles y lana tanto en el trépico como en el subtrépico (Petroli, Paiva, Paim, &
McManus, 2014; Teklebrhan, Urge, Mekasha, & Baissa, 2014). Actualmente, la produccion
ovina se encuentra presente en casi todas las regiones del mundo, en sistemas que van
desde la subsistencia hasta altamente tecnificados (Petroli et al., 2014). En Colombia, los
ovinos se encuentra presentes en todo el pais, sin embargo, la poblacion se concentra
principalmente en el departamento de La Guajira que alberga cerca del 44% del inventario
ovino nacional, seguido por los departamentos de Magdalena, Boyaca, César y Cordoba,
gue en conjunto poseen aproximadamente el 28% de los ovinos del pais (ICA, 2018). Por
ejemplo, en Republica Dominicana los sistemas de crianza se han establecido
principalmente en zonas de limitada climatologia y orografia, localizando la produccién en
los terrenos mas abruptos y menos aptos para otras actividades agricolas ganaderas
(Valerio, 2009), condiciones que coinciden con algunos de los territorios colombianos en

los que se encuentra la poblacién ovina.

En general, se considera que la crianza de pequefos rumiantes juega un papel importante
dentro de la economia para la creacion de oportunidades de empleo, generacioén de
ingresos, reserva de capital y mejora de la nutricion de los seres humanos (Teklebrhan
et al., 2014). Debido a la gran demanda de proteina animal existente a nivel mundial y a
las condiciones fisiolégicas de los ovinos, esta especie tiene un potencial importante para
el sector pecuario. Entre las caracteristicas que se deben destacar se encuentran la
adaptabilidad a condiciones climaticas variables, la alta ganancia diaria de peso debida al
uso eficiente de plantas leguminosas, el tiempo relativamente corto del ciclo productivo, el
tamafo que facilita manejo y manutencion, la produccién de Kg de carne/hay el potencial

de generacién de valor agregado a nivel industrial y de mercado (Arévalo C., 2011).
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De acuerdo con Moreno y Grajales (2013), en Colombia los mayores promedios de los
tamafios poblacionales corresponden a sistemas con un mayor grado de especializacion,
mientras que en los sistemas caprinos esta situacién se da en los sistemas con menor
grado de especializacién. Los sistemas con mayor grado de especializacion corresponden
a sistemas jovenes (<9 afos), con tenencia de la tierra propia, participacion limitada en
asociaciones regionales y nacionales y nivel de educacién superior. En estos sistemas,
uno a tres integrantes de la familia participan en las actividades de produccion y las
instalaciones cuentan con equipos de ordefio y de transformacion de productos
alimenticios y alojamiento nocturno para los animales (Moreno & Grajales, 2013).

La caracterizacion de los sistemas ovinos en Colombia y otros paises en via desarrollo ha
sido muy escasa hasta la fecha, limitada principalmente por falta de recursos estatales. La
integracion de tecnologias informéaticas a los sistemas ha sido muy baja y la caracterizacion
de las razas ovinas en Colombia se evidencia en la escasa informaciéon disponible. Sin
embargo, existen algunos documentos que describen la agrocadena ovino-caprina, pero
gue no profundizan en la descripcion de los parametros productivos en ovinos (Gonzalez,
Grajales, Manrique, & Téllez, 2011), tales como el documento de trabajo del Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural del afio 2006 (Espinal, Martinez, & Amézquita, 2006) en el
cual se habla principalmente de las caracteristicas comerciales del sector ovino y caprino
del pais, y la agenda prospectiva de investigacion y desarrollo tecnoldgico (Castellanos-
Méndez, Rodriguez-Céardenas, Toro-Cepeda, & Luengas, 2010), en este Ultimo se hace un
mayor acercamiento a los parametros productivos y reproductivos mencionando

diferencias entre sistemas de alta, mediana y baja incorporacién de tecnologia.

Con respecto a la disponibilidad de informacién sobre pardmetros de crecimiento de las
razas ovinas en el pais esta es muy limitada. En el afio 2005, Martinez y Malagon
reportaron el peso al nacimiento para las razas criolla de lana y mora colombiana 3.38 kg
y 3.51 kg respectivamente, asi como peso al destete de 18.11 kg y 19.10 kg (Martinez &

Malagon, 2005). En 2006, Martinez et al., reportaron para las razas Hampshire, Romney
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Marsh y Corriedale valores de peso al nacimiento de 3,93 kg, 3,89 kg y 3,85 kg,
respectivamente. Asi mismo valores de peso al destete ajustado a 120 dias fueron
reportados para las mismas razas, Hampshire (22,36 kg), Romney Marsh (20,55 kg) y
Corriedale de 17,36 kg (Martinez, Vasquez, & Vanegas, 2006). Carneiro et al. (2010)
también referenciaron pesos al nacimiento de las razas Corriedale 3,92 kg, Criolla 3,29 kg,
Hampshire 3,66, Romney 3,72 kg y Criolla de pelo 2,50 kg. Finalmente, Arévalo y Correa
(2013) diferenciaron que de acuerdo a la adopcién de tecnologia baja o media, los pesos
al nacer de los ovinos, siendo de 1,2 kg y 2,5 kg en cada caso, sin embargo, no mencionan
las razas involucradas; referente a la edad y peso al destete el primer parametro es de 60

dias en ambos casos y el peso es de 14 y 15 kg (Arévalo Garay & Correa Assmus, 2013).

De manera similar a lo anteriormente mencionado, los reportes de caracterizacion de las
canales ovinas producidas en Colombia es limitada, encontrandose reportes
principalmente de rendimientos en canal de ovinos criollos de pelo (Albarracin & Sanchez,
2013). Actualmente, no hay estudios reportados que relacionen informacién molecular y

productiva en ovinos de tipo racial de lana que sean criados en condiciones de tropico alto.

El objetivo del presente estudio fue Identificar Polimorfismos de Nucleétido Simple (SNP)
en 22 marcadores en los genes Hormona del Crecimiento (GH), Factor de Crecimiento
Insulinico tipo 1 (IGF1), Ghrelina (GHRL), Receptor de la Hormona del Crecimiento (GHR),
Leptina (LEP), Miostatina (MSTN), Calpastatina (CAST) y uCalpaina (CAPN1) y establecer
Su asociacion a parametros de crecimiento y rendimiento en canal en ovinos (Ovis aries)

provenientes del Centro Agropecuario Marengo y el Municipio de Concepcién, Santander.






1. Crecimiento corporal y rendimiento en
canal en ovinos

1.1 Crecimiento corporal

El estudio del crecimiento corporal de un animal se entiende como el aumento en la masa,
altura y anchura de un individuo y puede ser comprendido en diferentes niveles que van
desde el celular y molecular hasta el animal completo (Hossner, 2005). El crecimiento
corporal es una caracteristica de desarrollo de los animales pluricelulares que se traduce
en el aumento de tamafio fisico del organismo. Se considera que es un proceso
multifactorial y complejo en el que intervienen multiples factores e incluye procesos de
incremento del tamafio (hipertrofia) y nimero de las células (hiperplasia) de todos los
tejidos (Alvarez, 2009). El crecimiento animal es un factor cuantitativo que puede ser
medido objetivamente y sus medidas bdasicas para determinarlo son el peso y la talla
(Hossner, 2005). El crecimiento es la base y esta estrechamente relacionado con muchos
procesos productivos agricolas. La produccion de huevos, leche, grasa y lana son tipos
especiales de crecimiento, o estan estrechamente relacionados con el crecimiento. La
funciéon de un animal esta, ademas, relacionada con su forma, cuyo desarrollo es un
fendmeno de crecimiento. Por consiguiente, el crecimiento, la forma y la funcién (por
ejemplo, la produccion de carne, leche, huevos, lana) estan estrechamente

interrelacionados como fenémenos de crecimiento (Brody, 1945).

A nivel de animal completo, los parametros de crecimiento pueden ser cuantificados

durante diferentes etapas del ciclo de vida. El estudio del crecimiento puede centrarse en
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los cambios que ocurren durante el crecimiento embrionario y fetal, o durante el periodo
postnatal que ocurre inmediatamente después del parto. Algunos estudios se centran en
el crecimiento pre-puberal, el tiempo entre el nacimiento y la pubertad. De interés en la cria
de animales es la fase de engorde del crecimiento de los animales adultos, cuando los
animales de granja han terminado esencialmente su crecimiento lineal pero siguen
acumulando grasa, alterando su composicion corporal y el sabor caracteristico de la carne

derivada de estos animales (Hossner, 2005).

Hossner (2005) menciona que el crecimiento se compone de dos elementos basicos que
ocurren secuencialmente, pero que se superponen con el tiempo. El verdadero crecimiento
consiste en un aumento en la masa, longitud y altura de un animal, al mismo tiempo que
ocurre un cambio en la forma o proporciones del cuerpo. Esto se debe al crecimiento
diferencial de los tejidos y es mas evidente en el desarrollo fetal. Los cambios en las
proporciones corporales que acompaifian al crecimiento del feto al adulto son drasticos.
Durante el desarrollo, la cabeza y el cerebro se desarrollan primero y en la etapa fetal
temprana, la cabeza ocupa la mitad de la longitud del cuerpo, mientras que, en el adulto
representa alrededor de un octavo de la longitud del cuerpo. En contraste, las
extremidades posteriores se desarrollan mas tarde, ocupando sélo un octavo de la longitud
del cuerpo en el feto, pero aproximadamente la mitad en el adulto. Los cambios en las
proporciones corporales o en la forma también juegan un papel en la conformacién corporal
definitiva de los animales de granja y determinan el contenido de grasa en el engorde.
(Hossner, 2005). Los incrementos en el peso corporal son el reflejo de los diferentes
patrones de crecimiento que tiene cada dérgano, los drganos internos alcanzan su peso
maduro mucho antes de que el cuerpo completo lo haga. Con respecto a los tejidos de
mayor interés en términos productivos, el éseo se desarrolla antes que el muscular y este

altimo lo hace previo a la deposicién lipidica (Doumit & Merkel, 2004).

El aumento de peso corporal es relativamente rapido durante la etapa prenatal y ocurre de
una manera exponencial en todas las especies animales, aunque varia de acuerdo a la

especie segun la diferencia existente en el tamafio del esqueleto de la especie (padres y
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crias), peso de las crias al nacimiento y duracion de la gestacion. El crecimiento en la fase
postnatal puede ser representado por una curva sigmoidea dado que primero ocurre un
crecimiento lento seguido de un desarrollo elevado apoyado por el efecto de las hormonas
sexuales, y posteriormente producirse una tasa reducida que coincide con la madurez
somatica o detencion del crecimiento. De modo similar al crecimiento fenotipico externo
del animal, las curvas de crecimiento de los diferentes tejidos y 6rganos son también
curvas sigmoideas pero lo hacen en diferentes tiempos (Alvarez, 2009). La tasa absoluta
del crecimiento postnatal depende de factores como la especie y a su vez es influenciado
por la raza, el tamafio corporal, el género, la nutricion y el ambiente (Doumit & Merkel,
2004).

1.2 Parametros que miden el crecimiento corporal

La medicién y evaluacion del crecimiento corporal es de suma importancia en los sistemas
productivos ya que permite tomar decisiones que conlleven el correcto funcionamiento del
sistema. Diferentes métodos han sido establecidos con el fin determinar cambios en masa
en los diferentes tejidos, en el peso total en el animal vivo y en la canal (una vez se han
sacrificado los animales) (Hossner, 2005). Algunas medidas lineares como profundidad,
ancho, longitud y area, asi como peso, densidad y forma (visualmente) han sido
ampliamente usadas para determinar el crecimiento de los individuos. Existen otras
técnicas de mayor exactitud como la resonancia magnética nuclear, el escaneo
electromagnético, la tomografia computarizada, entre otras que también han sido
empleadas, sin embargo, su uso ha sido limitado debido a que estas técnicas requieren
mas tiempo e inversidon econdmica que las anteriormente mencionadas (Kauffman & Berg,
2005). La evaluacion de los parametros de crecimiento pre y post - destete tiene un impacto
importante en la rentabilidad de la produccion pecuaria, es por esto que en los programas
de cria los pesos corporales y las ganancias de peso deben ser incluidos como factores
principales (Negahdary, Hajihosseinlo, & Ajdary, 2013). En los sistemas pecuarios el

principal interés recae en el crecimiento y desarrollo de tejidos u érganos especificos de
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los animales como los huesos, el musculo, el tejido adiposo y/o la glandula mamaria
(Lawrence & Fowler, 2002).

El registro del peso a una determinada edad es la principal herramienta utilizada para
evaluar el crecimiento de un animal. En sistemas pecuarios, el peso al nacimiento, al
destete y al sacrificio o a la madurez son los datos de mayor relevancia y son
fundamentales para el sistema. En corderos, el peso al nacimiento puede ser tomado hasta
24 horas después del nacimiento. Entre los 3 y 5 meses de vida se realiza el destete y alli
nuevamente se realiza pesaje con el fin de diferenciar el crecimiento pre y post destete
hasta el sacrificio o edad adulta. Con estos datos de peso y edad se establece la ganancia
diaria que determina el cambio en términos de peso durante un periodo de tiempo
(Teklebrhan et al., 2014).

1.3 Factores que afectan el crecimiento corporal

El crecimiento posnatal varia ampliamente entre especies, género, razas, Sexo y genotipos
y se encuentra influenciado por muchos factores ambientales y de manejo como la
nutricion, las condiciones climaticas y los promotores de crecimiento exdgenos que influyen
en el aumento de peso corporal (Doumit & Merkel, 2004). El potencial genético de
crecimiento de un individuo estd influenciado por diferentes factores ambientales,
hormonales y genéticos como lo pueden ser la altitud, la secrecion de hormona del
crecimiento y aspectos genéticos familiares y raciales, respectivamente (Wei & Gregory,
2009). La ganancia de peso refleja la suma del crecimiento individual de todos los tejidos,
gue generalmente sigue una secuencia predecible que evidencia la priorizacion de
nutrientes basado en la funcion tisular (Doumit & Merkel, 2004). Existen diferencias
debidas a la raza las cuales han sido ampliamente documentadas en las especies
domeésticas de interés productivo. Las principales variaciones entre razas estan dadas en
funcién del tamafio en el adulto; por ejemplo, cuando se compara en el mismo peso

corporal los animales que son mas pesados en la madurez, por lo general crecen mas
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rapido, contienen mas proteinas y tienen menos grasa que los animales que alcanzan la

madurez con un tamafio mas pequefio (Doumit & Merkel, 2004).

Dentro de los factores de mayor impacto en la tasa de crecimiento se encuentra el
dimorfismo sexual, este es un factor ampliamente tenido en cuenta y ha sido evaluado en
diferentes especies tanto de interés productivo como silvestres. La evaluacién del efecto
del sexo contribuye a la mejora de los esquemas de manejo del sistema productivo
(Bennett, Johnson, Kirton, & Carter, 1991a). Diferentes autores han estudiado el efecto del
sexo en caracteres como rendimiento productivo en corderos en términos de peso al
nacimiento, al destete y tasa de ganancia (Quesada, McManus, & Couto, 2002; Sezgin,
Kopuzlu, Yuksel, Esenbuga, & Bilgin, 2012; Teklebrhan et al., 2014) peso al sacrificio
(Bennett, Johnson, Kirton, & Carter, 1991b; Mushi, Eik, Sgrheim, & Adngy, 2008), y en
general se ha evidenciado que los machos son mas pesados que las hembras (Simeonov,
Todorov, Nedelkov, Kirilov, & Harmon, 2014) en la mayoria de especies mamiferas y de
interés zootécnico. Asi, en el estudio de Macedo y Arredondo (2008) al evaluar el efecto
del sexo sobre peso al nacimiento, al destete y la tasa de crecimiento de ovinos pelibuey
en manejo intensivo se encontré que en los tres parametros los machos tuvieron mayor
rendimiento frente a las hembras, encontrandose diferencias en el peso al destete de 2.21
Kg en promedio. Bennett et al.,(1991b) reportaron a partir de los datos colectados que las
corderas crecieron mas lento que los corderos y tuvieron canales de menor peso, asi
mismo, que la superioridad en el peso de las canales de los machos estuvo dada

principalmente por diferencias en el peso sin tener en cuenta la grasa corporal.

Los efectos del tipo de parto sobre el peso al hacimiento y el crecimiento hasta el destete
demuestran que los animales, en su gran mayoria, son mas pesados cuando nacen en
partos sencillos que aquellos de parto doble o triple. Quesada et al., (2002) reportaron que
en corderos de Pelo Brasilero, el sexo y el tipo de nacimiento (nimero de crias/parto),
influyeron (p<0,05) sobre su peso al nacimiento y a los 120 dias, sin embargo, no en el

peso a los 30 y 210 dias. En corderos de la raza Norduz se han encontrado diferencias en
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peso al nacimiento de hasta 0.9 kg al comparar entre corderos mellizos y aquellos nacidos
en parto simple, esta tendencia puede persistir hasta los 180 dias donde las diferencias
pueden alcanzar los 2.3 kg (O. Yilmaz, Denk, & Bayram, 2007). De manera similar, en el
estudio de Macedo y Arredondo (2008), realizado con corderos Pelibuey en México, se
encontr6 que los corderos nacidos de partos multiples presentaron menores valores en el
peso al nacimiento, la tasa de crecimiento predestete y el peso al destete. Bennett et al.,
(1991b) concluyeron que los corderos de partos simples tuvieron mayor peso al nacer y
asi mismo crecieron mas rapido hasta el destete; en relacion con las canales, encontraron
gue las provenientes de corderos gemelares tuvieron un menor peso, menor porcentaje de

rendimiento e incluso menor contenido de grasa.

Otro de los factores de gran importancia sobre el crecimiento es la carga genética que es
la responsable de establecer los limites de lo que es y lo que no es posible en los diferentes
procesos de crecimiento. Asi por ejemplo, provee la capacidad fundamental para crecer
rapidamente y define la composicion corporal y el tamafio adulto (Hossner, 2005; Lawrence
& Fowler, 2002). Los componentes de la variacion fenotipica son la variacién genética,
ambiental, asi como la interaccidn y asociacién entre estos dos. Se pueden dividir el
componente genético de acuerdo a sus efectos en efectos aditivos, de dominancia y
epistaticos (Lawrence & Fowler, 2002). Los efectos aditivos son aquellos que proveen valor
a los genes individuales que contribuyen a la efectividad de la seleccién (Buchanan, 2005),
son estables y regularmente se transmiten de una generacién a otra y son los mas
importantes (Lawrence & Fowler, 2002). Los efectos de dominancia reflejan las
condiciones en las cuales un alelo enmascara el efecto de otro que se conoce como alelo
recesivo. Finalmente, la epistasis se presenta cuando factores genéticos producen su

efecto fenotipico solo mediante la interaccion con otros genes (Wade, 2001).

La heredabilidad se define como la proporcién en la cual la varianza aditiva representa el
total de la varianza fenotipica, para una caracteristica dada, es la cantidad de superioridad
de los padres sobre sus contemporaneos y que es transmitida a la descendencia

(Lawrence & Fowler, 2002). Las caracteristicas de crecimiento son de tipo heredable y
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contribuyen a la gran variacion observada en el tamafio corporal y las tasas de crecimiento
entre animales de la misma especie (Hossner, 2005). Caracteristicas como el peso al
nacimiento, pueden llegar a tener una heredabilidad media con valores que oscilan entre
0,18 y 0,38 en Hampshire, Romney Marsh y Corriedale (Martinez et al., 2006). En el
estudio de Quesada et al.,(2002) se encontraron heredabilidades de 0,15, 0,11, 0,07y 0,21
para el peso al nacimiento, peso a los 30, 120 y 210 dias, respectivamente, en corderos
de la raza Morada Nova en Brasil. En los datos recolectados por Singh et al., (2016) en
corderos Marwari en la India se demostrd que la varianza genética aditiva para todos los

parametros de crecimiento fue moderada a media.

De modo similar a los bovinos de las razas Blanco Azul Belga y Piemontese que presentan
doble musculatura como resultado de una hipertrofia muscular generalizada, debida a una
mutacién en el gen de la miostatina, (Agung, Said, & Sudiro, 2016; Deng et al., 2017;
Hossner, 2005), los ovinos presentan una condicidon con hipertrofia muscular conocida
como “callipyge”. Sin embargo, la hipertrofia en los ovinos se encuentra localizada
exclusivamente en las extremidades traseras, lo que se traduce en unos cuartos traseros
de mayor tamafio y es ocasionada por una mutaciéon genética dominante con impronta
paterna (Jackson & Blanton, 2001). Adicionalmente, el fenotipo callypyge presenta un 30%
de incremento en masa muscular y 8% menos en el contenido de grasa (Cockett et al.,
2005). Se ha determinado el fenotipo callipyge tiene mayor efecto en la composicién de las
canales dado que son menos grasosas Yy con mayor mas muscular, sin embargo, se
presenta un efecto negativo en la terneza de la carne (Koohmaraie, Shackelford, Wheeler,
Lonergan, & Doumit, 1995). Otro estudio que evalud corderos callipyge Dorset x Suffolk
indicé que la canal de estos animales presenta un mayor contenido de carne magra, menor
contenido de grasa y contenido similar de hueso frente a animales normales; asi mismo
los corderos callipyge de ese estudio llegaron al sacrificio con menor peso vivo que

animales normales y produjeron canales del mismo peso (Goodson, Miller, & Savell, 2001).
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1.4 Produccién de carne ovina

La demanda de productos carnicos en paises en via de desarrollo se encuentra en
incremento debido principalmente al aumento tanto en ingresos como en urbanizacion,
generando cambios en los patrones de consumo favoreciendo principalmente el consumo
de proteina animal. Se espera que para el afio 2050 la demanda por alimentos de origen
animal se incremente en un 70% con respecto al afio 2010 (Friedrich, 2014). Aunque el
consumo de carne en la Ultima década se ha visto estancado, se espera que la produccién
y comercio de carne avicola, porcina, ovina y bufalina aumente en el corto plazo, en
contraste con el consumo de carne bovina, el cual se vera limitado principalmente por la
reduccion en el tamafio del rebafio de los sistemas productivos (OCDE/FAQ, 2015). En
este escenario, los ovinos se vislumbran como una posibilidad para poder satisfacer las

necesidades de la poblacion en términos de oferta de proteina animal.

Actualmente, los ovinos y caprinos estan presentes en casi todos los paises del mundo. Al
finalizar el afio 2013 la mayor cantidad de estos pequefios rumiantes se concentraba en
Asia, con cerca del 51% de la poblacion total, donde China e India eran los paises que
lideraban las estadisticas, con 360 y 215 millones de cabezas respectivamente. El
continente africano aporta el 29.5%, siendo Sudan y Nigeria los principales contenedores.
En Suramérica, Brasil cuenta con casi 26 millones de cabezas entre ovinos y caprinos,
siendo Argentina y Per( los siguientes paises, con 19 y 16 millones de animales
respectivamente (FAO, 2013).

Con respecto a la produccion de carne ovina, el aporte de esta al mercado mundial de
carne es de apenas el 3% (Jacob & Pethick, 2014) y de este porcentaje, la contribucién
por continente esta liderada por Asia que produce el 48.5% del total mundial (cerca de 4
millones de toneladas), seguida por Africa con 18.3%, Europa y Oceania con producciones
similares del 14.8% y 13.6% respectivamente y en ultimo lugar el continente americano

participando con apenas el 4.9%. A nivel de paises, el principal productor a nivel mundial
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es China aportando anualmente cerca de 2 millones de toneladas, seguido por Australia y
Nueva Zelanda produciendo alrededor de 603.000 y 512.000 toneladas respectivamente
(FAO, 2013).

Debido a esta creciente demanda por alimentos de origen animal, principalmente la carne,
los esfuerzos por mejorar las condiciones de la produccion primaria se han maximizado,
evaluando asi todos los eslabones de la cadena y determinando aquellos puntos de
especial atencion y en los que se necesita mayor intervencion. Para enfrentar esta
situacion venidera, el sector ovino tendra que emprender acciones orientadas al
incremento de la produccion, de la eficiencia, asi como la adicién de valor agregado y el
mayor reto esta en implementar estas estrategias lo mas pronto posible (Montossi et al.,
2013).

Paises como Australia y Nueva Zelanda son reconocidos por desarrollar sistemas de alta
productividad, instalaciones altamente tecnificadas, cuyo objeto es la produccién de carne
y lana lo que les ha permitido controlar el mercado internacional de estos productos
(Almeida, 2008). Durante afios, estos paises han desarrollado técnicas productivas y razas
especializadas de animales que se difunden por el mundo, dando el impulso para la

exploracién econémica mundial de la ovinocultura (Almeida, 2008).

1.5 Evaluacion de canal

La evaluacién de las canales de cualquier especie esta fundamentada en la demanda de
cortes de alta calidad y para alcanzar este objetivo los productores deben producir canales
con buena conformacion y rendimiento, asi como el grado de engrasamiento y la
proporcion de carne magra (Souza, Selaive-Villarroel, Pereira, Silva, & Oliveira, 2016). Las

caracteristicas de canal en animales criados con fines carnicos son variables
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econdémicamente relevantes debido a su utilidad para la cuantificacién del valor econémico

de un individuo tanto para los industriales como para los consumidores finales (Tait, 2016).

Para evaluar una canal existen varias aproximaciones; estas incluyen (i) medidas
morfométricas, (ii) caracteristicas de canal y (iii) medicibn de espesor de grasa en
diferentes puntos (Suassuna et al., 2014). Sin embargo, no hay consenso en cuales deben
ser las medidas o caracteristicas minimas que deben ser evaluadas en una canal ovina.
Asi, por ejemplo, Zgur et al., (2003) mencionaron algunas medidas o caracteristicas como
el peso en canal caliente, el porcentaje de rendimiento, la conformacién de la canal de
acuerdo al sistema de clasificacion EUROP, la longitud de la canal, el ancho de la pierna
y de la paleta como “caracteristicas de canal” mientras que Pinto et al., (2011) citan otras
medidas como la profundidad y anchura de pecho, la circunferencia de caderas, la anchura

de grupa, la longitud interna, entre otras.

Independientemente de la cantidad de medidas que se tomen en las canales, Fisher y de
Boer (1994) recomiendan que los datos obtenidos sean utiles para indicar: “(I) el tamafio
promedio del esqueleto, (Il) el desarrollo de los cuartos traseros, (lll) el grado de

engrasamiento y (IV) el desarrollo muscular” (p. 152).

1.5.1Rendimiento en canal

En los sistemas cuyo objetivo es la produccion de carne, siempre sera necesario
determinar el rendimiento en canal de un animal, es decir, cuanto del peso (vivo) para
sacrificio esta reflejado en productos (carne, piezas, cortes o deshuese) y subproductos
(visceras, huesos, cartilagos, piel, sangre) y asi establecer parte de la rentabilidad de la
cadena (Salazar-Medina, 2009). Este valor constituye una de las medidas basicas dentro
de la evaluacion de canal (Pinto et al., 2011; 2gur et al., 2003). El conocimiento preciso del

rendimiento en canal le permite a los productores estimar adecuadamente el peso de
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sacrificio, es decir, hasta qué punto deben criar los animales de manera que se maximicen
los ingresos econdmicos al sistema (Muir, Thomson, & Askin, 2008). Entre las principales
especies de abasto, los ovinos tienen un rendimiento cercano al 53%, valor inferior al de
especies como los porcinos que se destacan por tener un rendimiento en canal superior
(70-73%); sin embargo, esto puede ser debido a la presentacion de algunos cortes que
incluyen la piel, situacién que no se presenta en bovinos por ejemplo, en los cuales se
habla de rendimientos cercanos al 63% cuando son animales alimentados con piensos y

del 58% cuando reciben pasturas como parte de su alimentacion (Rentfrow, 2010).

La canal es el producto primario y es el paso intermedio en la produccion de carne que es
el producto final (Colomer-Rocher, Morand-Fehr, Kirton, Delfa, & Sierra-Alfranca, 1988). El
Comité Técnico de Normalizacion Nacional de Productos Agricolas, Pecuarios y Forestales

de México (2006) define la canal ovina como:

Cuerpo del animal sacrificado, desangrado, desollado, abierto a lo largo de la linea media
desde el xifoides al pubis; separado de la cabeza a nivel de la articulacion atlanto-occipital
y de los miembros anteriores a nivel de la articulacién carpo metacarpiana y de los
miembros posteriores a nivel de la articulacion tarso metatarsiana; sin visceras, excepto los

rifones y grasa perirrenal. (p.4).

Posteriormente, la cada media canal es despiezada en cinco cortes: espalda (lomo),
pierna, costillar, bajos y cuello (Comité Técnico de Normalizacion Nacional de Productos
Agricolas Pecuarios y Forestales, 2006). Sin embargo, hay que tener en cuenta que
pueden existir variaciones de acuerdo al pais o cultura (Astruc, 2014; Mio¢ et al., 2013).
En general, se considera que la pierna y el costillar son los cortes de mayor valor
econdmico por sus caracteristicas organolépticas y preferencias entre los consumidores
(Colomer-Rocher et al., 1988).
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1.5.2 ;COémo determinar el rendimiento en canal?

El método para calcular el rendimiento en canal influye de manera importante la toma de
decisiones durante un proceso de evaluacion de la produccion en granja. Muir et al., (2008)
sugieren cuatro pesajes, dos en el animal vivo y dos en la canal, necesarios para
determinar el rendimiento, asi mismo mencionan cémo al escoger uno u otro, el porcentaje

de rendimiento puede variar considerablemente.

. Peso vivo

Previo al sacrificio, los animales tienen un periodo de restriccion de alimento y se realizan
dos pesajes: el primero inmediatamente después de iniciar el ayuno (peso vivo lleno o peso
de sacrificio) y el segundo una vez finalizado este periodo. Este Ultimo pesaje se conoce
COMo peso vivo vacio o peso de ayuno, ya que se considera que el tltimo alimento ingerido
es metabolizado durante el ayuno y para entonces ya se han excretado gran parte de los
desechos (Muir et al., 2008).

. Peso en canal

Con respecto a la canal también se realizan dos pesajes: canal caliente (CC) y canal fria
(CF) que se realizan al comienzo y al final del periodo post-mortem que tiene una duracion
aproximada de 24 horas (Fisher & de Boer, 1994; Liu et al., 2015; Pouliot et al., 2009),
durante el cual la canal puede perder hasta un 3% de peso (Rodriguez et al., 2011) . A
continuacién, se presenta el efecto del método de estimacion del rendimiento en canal
(Tabla 1-1).
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Tabla 1-1. Efecto del método de estimacion del rendimiento en canal

Metodologia Rendimiento (%)

Peso en canal caliente 422

x 100

Peso vivo lleno

Peso en canal fria

Peso vivo lleno x100 40.3

Peso en canal caliente

- - x 100
Peso vivo vacio 454
Peso en canal fria
—————————x 100
Peso vivo vacio 43.3

Fuente: Tomada de Muir et al., (2008).

Teniendo en cuenta lo anterior, cuando se determine el rendimiento en canal es importante
tener claro cual peso se va a escoger, ya que se puede sobreestimar o castigar un animal.
En el 2015, Liu et al., evaluaron las caracteristicas de canal de corderos de raza Oula en
China encontrando que el rendimiento en canal caliente o fria puede variar hasta en 6% al

estimarlo a partir del peso vivo lleno o vacio (Liu et al., 2015).

1.5.3 Importanciay aplicaciones

El conocimiento de estos parametros, asi como los de crecimiento, es de suma importancia
para los sistemas productivos, ya que permite tomar decisiones orientadas a la mejora de
los mismos. Algunos autores mencionan que el peso de la canal es una de las
caracteristicas mas relevantes al momento de determinar el valor econémico de la misma
(Anderson, Pethick, & Gardner, 2016; Rodriguez et al., 2011). En Canada, por ejemplo, se

implementé el Programa de Evaluacién Genética con el propdsito de seleccionar individuos
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teniendo en cuenta las tasas de crecimiento, sin embargo, no fue posible evaluar la calidad
de la canal cuando se venden los individuos en las ferias o para la industria (Hammell &
Laforest, 2000). En Nueva Zelanda, por otro lado, el rendimiento en canal es un parametro
de importancia nacional, puesto que, a partir de este, el gobierno calcula el peso en vivo
de los rebafios. Este pais se destaca por tener un sistema de recoleccion de informacion
bastante preciso, lo que les permite cuantificar, por ejemplo, las emisiones de metano de
los diferentes sistemas pecuarios y direccionar adecuadamente los programas de mejora
genética teniendo en cuenta el impacto ambiental (Muir et al., 2008). Otro caso a destacar,
es el de Uruguay, dado que desde el afio 2008 el gobierno ha implementado el Sistema
de Evaluacion Genética incluyendo parametros de crecimiento, de canal y de calidad de
carne; el éxito de este programa radica en el adecuado manejo de los registros (Ciappesoni
et al., 2014).

1.5.4 Factores que afectan el rendimiento en canal

Tal como se mencioné anteriormente, existen factores que afectan el crecimiento y
desarrollo de los individuos. Indudablemente estos tendran efecto en las canales, de tal
manera que puede haber diferencias en el rendimiento en canal entre sexos, razas, tipo
de parto, genotipo, tipo de alimentacidn, etc. Otros parametros como el peso al sacrificio
pueden afectar el rendimiento en canal. Liu et al., (2015) evaluaron el efecto de 5 pesos al
sacrificio (25 kg, 30 kg, 35 kg, 40 kg y 45 kg) en corderos de raza Oula y pudieron
determinar que las canales de menor rendimiento fueron las de los animales mas livianos

(25 kg) y que a partir de 30 kg no hubo diferencia significativa en cuanto al rendimiento.

El tipo racial y el sexo también tienen efecto sobre el rendimiento en canal. Rodriguez et
al., (2011) compararon corderos machos y hembras de la raza Assaf y de cruces Assaf x
Merino y encontraron diferencias significativas, destacandose que el mayor rendimiento en
canal fue en las hembras de ambos tipos raciales, en contraste con el peso de la canal fria

gue fue superior en los machos. Sin embargo, en estudios como el de Zgur et al., (2003)
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se encontré que el sexo influencioé principalmente la deposicidon de grasa en las canales y
en los rifiones ya que las canales de las hembras ovinas tuvieron un mayor porcentaje de

grasa y menor porcentaje de musculo y hueso en los cuartos traseros.

La evaluacion de sistemas productivos que levantan lechales, es decir, corderos muy
jovenes que son criados en un sistema de s6lo amamantamiento y se alimentan
exclusivamente de leche materna o con una inclusibn moderada de algun suplemento al
final del periodo de crianza, permitié establecer que el peso final de estos animales, que
es cercano a los 13 kg, puede ser afectado, entre otros, por la edad al sacrificio
(D’Alessandro et al., 2013). En corderos Lecce, una raza local italiana, se han reportado
diferencias tanto en el peso de sacrificio como en el peso vacio en dos edades de sacrificio:
45 y 60 dias en dos épocas del afio (invierno y primavera), siendo los corderos de mayor
edad los mas pesados en ambas estaciones. El rendimiento en canal en estos sistemas
(levante de lechales) es superior al del sistema tradicional, ya que se pudieron encontrar
valores de hasta 69% en canal fria, sin embargo, la edad al sacrificio parece no tener efecto

sobre el rendimiento (D’Alessandro et al., 2013).

1.5.5 Rendimiento en cortes comerciales

Dentro de la evaluacion de las canales, el rendimiento en cortes comerciales juega un
papel importante, ya que en muchos casos esta es la forma de comercializar la carne, es
decir, no siempre se vende la canal completa. Los cortes estan determinados por la
diseccion que se realice sobre la canal y esta puede variar de acuerdo a la regién; asi, por
ejemplo, en Uruguay se evalla el rendimiento en los cortes de mayor valor comercial: Rack
francés, paleta con hueso y pernil deshuesado que pueden llegar a ser el 5%, 20% y 19%,
respectivamente, en una canal caliente de 18.02 kg (Ciappesoni et al., 2014). En el Reino
Unido, existe una guia para los consumidores en la cual se menciona que los cortes

primarios de la canal ovina son el cuarto delantero (42.25%), el centro (23.26%) y los
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perniles con cadera (34.39%) y de cada una de estas grandes piezas se pueden
desprender diferentes cortes (van Leeuwen, 2014). En el estudio llevado a cabo por
Rodriguez et al., (2011), los cortes mas valiosos son los perniles y las costillas, las paletas

son cortes de mediano valor y los de menor valor son el cuello, la cola y el pecho.

Asi pues, determinar el rendimiento en cortes comerciales es de gran utilidad cuando se
ha establecido un sistema de corte de la canal, de manera que la informacion arrojada

pueda ser comparada entre diferentes sistemas productivos.

1.6 Estudios de asociacion genotipo-fenotipo

La arquitectura genética de un rasgo cuantitativo consiste en un conjunto de paradmetros
gue explican el componente genético de la variacién del rasgo dentro o entre las
poblaciones. Estos pardmetros incluyen el numero de loci de rasgos cuantitativos (QTL)
gue afectan al rasgo, sus ubicaciones en el genoma, las frecuencias de genotipos
alternativos que segregan en el QTL, el patrdn de desequilibrio de ligamiento entre QTL y
la magnitud de los efectos aditivos, dominancia y epistasis (Laurie etal., 2004). El
conocimiento de la arquitectura genética tiene aplicaciones en dos areas, la primera, en la
identificacidon de genes con utilidad en la agricultura y/o el tratamiento de enfermedades y
la segunda, para hacer inferencias sobre los procesos evolutivos que mantienen la
variacion genética y los que causan divergencia entre poblaciones (Laurie et al., 2004). Sin
embargo, el intervalo de confianza de los QTL es relativamente largo, y es dificil identificar
genes especificos que influyen en los rasgos cuantitativos objetivo (Laurie et al., 2004), por
lo que el desarrollo de técnicas de genotipado de SNP puede ser aplicado a los estudios
de asociacién gendmica para detectar y localizar genes candidatos relacionados con
parametros cuantitativos en diferentes especies animales, lo que ha traido consigo mas
herramientas para incrementar la eficiencia de la cria y la seleccion en los sistemas de

produccién animal (L. Zhang et al., 2013).
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Los genes candidatos son genes con efectos significativos de rendimiento fenotipico para
su posible uso en programas de mejoramiento genético y que se seleccionan sobre la base
de la relacién conocida entre los procesos bioquimicos o fisioldgicos y los rasgos
productivos de interés. Sin embargo se debe tener en cuenta los genes mayores, ya que
son los que contribuyen y/o regulan una parte importante de la variacién en los rasgos
(Chung & Kim, 2005; Shojaei, Abadi, Fozi, Dayani, & Khezri, 2010). Los genes candidatos
hipotéticamente regulan la variacién fenotipica de interés y se identifican tipicamente
basandose en algun conocimiento previo sobre la funcion del gen y/o asociacién observada
entre la variacion fenotipica y la variacién del ADN (polimorfismo) o la expresién génica
diferencial. Los genotipos SNP pueden ser determinados en individuos y se pueden probar
asociaciones hipotéticas entre diferentes SNPs y observaciones fenotipicas. Los genes
candidatos pueden tener mutaciones causales en secuencias codificantes de proteinas o
en secuencias no codificantes que pueden afectar la expresion génica, el empalme de
mRNA o la maodificacidon post-traduccional de la proteina codificada (Ekerljung, 2012;
Petroli et al., 2014). La deteccion de polimorfismos de un solo nucleétido es importante
porgue las sustituciones de nucleétidos en regiones tales como los sitios de unién del factor
de transcripcion en el genoma pueden cambiar el nivel de expresion génica (A. Yilmaz,
Davis, Hines, & Chung, 2005). Gran parte del esfuerzo realizado actualmente por la
gendmica animal estd enfocado en explicar mecanismos complejos y las relaciones que
ocurren dentro de un genoma en condiciones fisiolégicas y patologicas asi como la
busqueda de respuestas que puedan explicar aspectos aun desconocidos de su

funcionamiento (Gurgul et al., 2014).

Existen tecnologias y herramientas moleculares y biolégicas que permiten realizar de
manera mas eficiente la seleccién de animales élite con el fin de mejorar ciertos parametros
productivos, entre las que se encuentran la Seleccion Asistida por Marcadores (Markers
Assisted Selection—-MAS) (Negahdary et al., 2013), la Seleccién Asistida por Genes
(Genes Assisted Selection-GAS), Seleccion Gendmica (Genomic Selection-GS), entre

otras (Marshall, Quiros-Campos, van der Werf, & Kinghorn, 2011). La realizacion y
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aplicacion de este tipo de tecnologias es un proceso de considerable importancia que
implica varias fases, que incluyen fase de descubrimiento y mapeo genético fino, (una
exploracion inicial del genoma seguida de una asignacién fina mas especifica dirigida a
identificar los marcadores o haplotipos de interés), fase de validacion (objetivo de confirmar
los efectos de marcadores o haplotipos dentro de la poblacion donde se aplicara la
tecnologia y en condiciones de campo) v el paso final es la implementacion de esta
tecnologia, involucrando el genotipado de los candidatos a la seleccién y el uso de esta
informacioén en la evaluacion y seleccién genética (Marshall et al., 2011). Sin embargo, se
debe tener en cuenta para la implementacion de estas tecnologias, que la seleccién
ejercida sobre las poblaciones animales altera las frecuencias alélicas y genotipicas de los
genes asociados a los caracteres seleccionados. Una variante alélica favorable solo
incrementara su frecuencia después de varias generaciones de seleccion (Cardoso et al.,
2014).

Diferentes estudios han sido llevados a cabo con el fin de determinar la asociacion entre
variantes genéticas con diferentes enfermedades en humanos (Martins, Truijillo, Farias, &
Kac, 2017), caninos (Safra et al., 2011), felinos (Golovko et al., 2013), e incluso parametros
productivos en animales de abasto como ovinos (Malewa, Hakim, Maylinda, & Husain,
2014), bovinos (Curi, Chardulo, Arrigoni, Silveira, & de Oliveira, 2011), porcinos (Fan et al.,
2010). Dentro de los diferentes reguladores del crecimiento de la masa muscular y del
tejido adiposo se encuentra el eje somatotropico el cual es un sistema hormonal multinivel
que involucra la hormona del crecimiento (GH) también conocida como somatotropina, los
factores de crecimiento tipo insulinico | y Il (IGF-I e IGF-Il) asi como sus receptores

especificos y una serie de proteinas de union (Louveau & Gondret, 2004).

De tal manera que se han candidatizado genes que codifican para hormonas con efectos
significativos sobre el crecimiento animal y algunas proteinas asociadas con el rendimiento
en canal. como lo son la hormona del crecimiento (GH), factor de crecimiento insulinico
tipo |1 (IGF-1) (C. Zhang et al., 2008), receptor de la hormona del crecimiento (GHR)
(Bahrami, Behzadi, Miraei-Ashtiani, Roh, & Katoh, 2013), ghrelina (GHRL)
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(Tahmoorespour, Taheri, Valeh, Saghi, & Ansary, 2010), leptina (LEP) (Barzehkar, Salehi,
& Mahjoubi, 2009), miostatina (MSTN) (Khasanah, Gunawan, Priyanto, Ulum, & Jakaria,
2016), calpaina (CAPN) (Gandolfi et al., 2011) y Calpastatina (CAST) (Nikmard, Molaee,
Eskandarinasab, Dinparast Djadid, & Vajhi, 2012), entre otros.

1.6.1 Hormona del crecimiento (GH)

El eje somatotropico consiste esencialmente la accién coordinada de la hormona
liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH), la hormona inhibidora de la hormona
del crecimiento (GHIH o somatostatina), la hormona del crecimiento (GH), los factores de
crecimiento similares a la insulina (IGF-1 y IlI) y las proteinas portadoras y receptores
asociados, los cuales desempefian un papel clave en la regulacion del metabolismo y los
procesos fisiolégicos. A menudo, también se incluyen dentro de este eje otras hormonas
como la insulina, la leptina, los glucocorticoides y las hormonas tiroideas, que modulan la
sintesis y disponibilidad de GH y IGF-I (De-Santis & Jerry, 2007). Este eje opera a través
de la deteccion de sefiales del entorno externo por glandulas como la glandula pineal en
el cerebro que se traducen, a través del hipotalamo, en hormonas reguladoras como GHRH
y somatostatina (Moriyama, Aysin, & Kawauchi, 2000).Teniendo en cuenta todas las vias
posibles de regulacion del crecimiento en vertebrados, se considera que los genes que se
expresan dentro del eje somatotrépico y la superfamilia del factor de crecimiento
transformante son los mas posibles genes candidatos tanto en animales de granja como

en peces (De-Santis & Jerry, 2007).

La Hormona del Crecimiento-GH (por su nombre en inglés Growth Hormone) es una
hormona anabdlica sintetizada y secretada por las células somatétropas del I6bulo anterior
de la hipdfisis (Ayuk & Sheppard, 2006). La secrecion de esta hormona se realiza de
manera circadiana, patron que juega un papel importante en el crecimiento longitudinal y

el desarrollo postnatal el crecimiento tisular, la lactancia y la reproduccién, asi como en los
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cambios en el metabolismo de las proteinas, los lipidos y los carbohidratos (Ayuk &
Sheppard, 2006). La hormona del crecimiento ha demostrado ser el principal regulador del
crecimiento y metabolismo postnatal en mamiferos por lo que su accién también se
encuentra relacionada con la tasa de crecimiento, composicion corporal, el estado de
salud, la produccidon de leche y envejecimiento, ya que modula la expresion de muchos
genes incluyendo el Factor de Crecimiento Insulinico Tipo 1 (IGF-I) (Ge, Davis, Hines, Irvin,
& Simmen, 2003). La GH, también llamada somatotropina (ST), es sintetizada y secretada
por las células somatotropas de la glandula pituitaria anterior. Es una proteina de cadena
sencilla con un peso molecular de aproximadamente 22.000. En la mayoria de las
especies, la GH consta de 191 aminoacidos y contiene dos enlaces disulfuro que

mantienen su estructura tridimensional (Hossner, 2005).

En ovinos, el gen de la Hormona del Crecimiento (GH1) se encuentra localizado en el
cromosoma 11 y tiene 5 exones (ncbi.nim.nih.gov). Orian et al., (1988) indicaron que el
gen GH ovino y el gen GH bovino son 97.5% homadlogos en las regiones codificantes. Los
polimorfismos en este gen ha sido ampliamente evaluados y usados como marcador
molecular de caracteristicas productivas en varias especies domésticas, incluyendo
bovinos (Cardoso et al., 2014), porcinos (Ovilo, Fernandez, Rodriguez, Nieto, & Silio,
2006), ovinos (Afifi, Abdelmoneim, Brooks, & Abdel-Aziz Swelum, 2016) y caprinos (Hua
et al., 2009).

Otras investigaciones han sido llevadas a cabo con el fin de demostrar asociacion fenotipo-
genotipo, asi, Moradian et al., (2013) evaluaron la variabilidad del gen de la hormona del
crecimiento y su asociacién con parametros de crecimiento en ovejas iranies Makooei, y
pudieron determinar que tiene efecto sobre el peso a los tres, seis y nueve meses de edad.
Asimismo, se encuentran los estudios que han validado la presencia de polimorfismos en
el gen GH1 demostrando la heterocigosidad entre razas ovinas y sugiriendo que estas
mutaciones pueden representar un punto de partida, en razas hindus nativas (Kumari et al.,
2014) o indonesias (Malewa et al., 2014). En cabras, los estudios se han enfocado en

encontrar correlaciones entre la existencia de polimorfismos de este gen y la produccién
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de leche (Hua etal., 2009). En el estudio realizado en cabras por Hua et al., (2009)
encontraron que el gen GH1 es un regulador importante del crecimiento en machos cabrios
de la raza Boer, basandose en los efectos de los polimorfismos sobre parametros como
peso, longitud y altura al nacimiento, al destete y peso a los 11 meses de edad. La
identificacion de polimorfismos del gen GH en cabras exéticas hindues Osmanabadi y
Sangamner, para identificar su asociacion con caracteres de crecimiento, permitié concluir
gue este gen es muy versatil dado que regula no sélo procesos de crecimiento sino también
promueve diferentes funciones beneficiosas que incluyen la cantidad y calidad de la leche
y las caracteristicas de la canal, por lo que la asociacion de SNPs en su gen con estos
parametros resulta de suma importancia. Sin embargo, observaron desviaciones
nucleotidicas considerables en la secuencia del gen de la hormona de crecimiento respecto
de la secuencia referencia, en ambas razas, lo que sugiere la necesidad de ampliar el
andlisis a otras razas caprinas hindues., aunque destacan que los SNPs reportados
pueden ser marcadores utiles en la seleccion de cabras para un mayor crecimiento
(Wickramaratne, Ulmek, Dixit, Kumar, & Vyas, 2010).

1.6.2 Factor de Crecimiento Insulinico Tipo | (IGF-I)

Los Factores de Crecimiento Insulinico (IGF) son péptidos pequefios que median muchos
de los efectos de la hormona del crecimiento, juegan diferentes roles en el crecimiento y
desarrollo animal y tienen efecto sobre la division y diferenciacion celular (Hossner, 2005).
De acuerdo con Etherton (2004), IGF-I tiene diferentes efectos biolégicos tales como:
incremento en la absorcién de la glucosa, estimulacion de la miogénesis, inhibicion de la
apoptosis; ademas participa en la activacion del ciclo celular, incrementa la sintesis de
lipidos, estimula la sintesis de ADN, proteinas, ARN asi como de la proliferacién celular.
Aunque el IGF-I es el principal mediador de los efectos promotores del crecimiento de la
GH, se han observado efectos independientes de GH y de IGF-1 sobre el crecimiento

corporal posnatal y la determinacién del tamafio adulto (Hyun, 2013).
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Negahdary et al., (2013) indican que existen pocos reportes de SNPs de los genes IGF-1 y
Factor de Transcripcién Especifico-Pituitario 1 PIT-I relacionados con parametros de
crecimiento y desarrollo animal. Sin embargo, Chung y Kim (2005) evaluaron en ganado
bovino Koreano la presencia de polimorfismos en el gen candidato IGF-1 y pudieron
identificar asociacion significativa (p<0.05) con peso a los 3 meses; ademas demostraron
gue las vacas con genotipo AB tenian mayor peso a los 3 meses que las vacas de genotipo
BB, por lo que concluyeron que podria ser util para la seleccion de caracteres de
crecimiento en este ganado. Zhang et al.,, (2008) identificaron la presencia de
polimorfismos en el gen IGF-1 de cabras de la raza Nanjiang Huang y encontraron
asociacion significativa (p<0.05) con peso al nacimiento y peso a los 6 y 12 meses. En
ovinos el gen IGF-1 se encuentra ubicado en el cromosoma 3 y tiene una longitud de 73474

bp, cuenta con 5 exones (https://www.ncbi.nim.nih.gov/).

1.6.3 Receptor de la Hormona de Crecimiento (GHR)

Esta bien establecido que cuando hay una deficiencia de la Hormona del Crecimiento o un
defecto en la sefial del Receptor de GH (GHR) en los tejidos se presenta enanismo,
mientras que un exceso de secrecion de GH da como resultado gigantismo en juveniles o
acromegalia en adultos (Harvey & Baudet, 2014). Fisiolégicamente, las acciones bioldgicas
de GH son mediadas por la activacion del GHR (Mullis, 2005). Las mutaciones en el gen
GHR, se relacionan con el denominado sindrome de insensibilidad a la hormona del
crecimiento o enanismo de Laron en los seres humanos (Godowski et al., 1989), enanismo
ligado al sexo en los pollos, caracteristicas de crecimiento en ganado vacuno y parametros
de produccién de leche en el ganado Holstein (Mullis, 2005). En ovinos el gen del receptor
de la hormona del crecimiento se encuentra ubicado en el cromosoma 16, contiene 11

exones y posee 178.092 pb (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/443333). Bahrami et al.,

(2013) evaluaron la presencia de polimorfismos en el exén 10 del gen GHR en una
poblacion ovina de la raza Mehraban y determinaron que era monomorfico mientras que
en ovinos de la raza Baluchi se encontré asociacion significativa (p<0.05) entre el

polimorfismo en el exdén 10 del gen en mencién y la ganancia diaria de peso desde el
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nacimiento hasta el destete, confirmando la utilidad de marcadores en el gen GHR en
programas de seleccién asistida por marcadores para ovinos (Valeh et al., 2009). Por otro
lado, en una poblacién ovina de raza Nilagiri se evalud la asociacion entre polimorfismos
en el exén 10 de este gen con parametros de crecimiento como el peso al hacimiento, al
destete (3 meses) a los 6, 9y 12 meses, sin embargo, en este caso las variantes alélicas
no demostraron tener efecto sobre los parametros mencionados (Sahu, Jeichitra,
Rajendran, & Raja, 2017).

1.6.4 Ghrelina (GHRL)

Este péptido fue aislado por cientificos japoneses en 1999, quienes lo nombraron con el
término ghrelina, que deriva de la raiz proto-indoeuropea 'ghre', para la palabra
‘crecimiento' y el sufijo «relin» que significa «sustancias liberadoras». La ghrelina de origen
humano y de rata es un péptido de 28 aminoacidos, mientras que la ghrelina de oveja esta
compuesta de 27 aminoacidos carentes del residuo de glutamina 14 que regula el gasto
de energia y el apetito (Kaiya et al., 2003). La ghrelina es producida principalmente por las
células enteroendocrinas en las glandulas oxinticas de la mucosa del estbmago, mientras
que cantidades sustancialmente bajas derivan del intestino delgado y grueso, del
pancreas, del rifién, del sistema inmune, de la placenta, de la hip&fisis, del testiculo, del
ovario y del hipotalamo y se secreta al torrente sanguineo (Kojima et al., 1999). Se ha
identificado mMRNA de la Ghrelina en bajas concentraciones en los intestinos delgado y
grueso y en el pancreas, el higado y el rifidn. Su secrecion es inducida por el ayuno y la
reduccion del alimento. Sus receptores son ligados a la proteina G y se encuentran en el
hipotalamo, la glandula pituitaria y diferentes areas del cerebro; actua a través del
hipotalamo y la glandula pituitaria para inducir la liberacion de GH. Ademas de los efectos
reguladores sobre GH, la ghrelina tiene varios efectos fisioldgicos directos relacionados

con la ingesta y la ganancia de peso corporal.
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La ghrelina también tiene efectos locales en el tracto gastrointestinal, donde estimula la
secrecion de acido gastrico y la motilidad gastrica. Por lo tanto, la ghrelina proporciona un
enlace endocrino entre el estdbmago, el hipotalamo y la hipdfisis y coordina la regulacién
neuroendocrina del balance de energia con el sistema GH/IGF-I (Hossner, 2005). En
rumiantes, presenta un modelo Unico, ya que la secrecion de ghrelina puede no ser
controlada por el vaciamiento gastrico (Sugino et al., 2004). Takahashi et al., (2009),
utilizando a los ovinos como modelo, demostraron por primera vez tanto in vivo como in
vitro, que en rumiantes la ghrelina modula diferencialmente la respuesta secretora de GH
a GHRH, acorde con los estados de ayuno y alimentacion. El gen ovino de la ghrelina
(GHRL) se encuentra ubicado en el cromosoma 19 y tiene una longitud de 4420 bp y 5
exones (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/442996). En estudios realizados en ovinos de
la raza Mehraban (Bahrami et al., 2013) y en la raza Baluchi (Tahmoorespour et al., 2010)

no se reportaron polimorfismos en este gen.

1.6.5 Leptina (LEP)

La leptina (LEP) es una proteina no glicosilada de 16 kDa que se produce principalmente
en el tejido adiposo blanco y en bajos niveles en otros tejidos como musculo liso, misculo
esquelético y la placenta (Kong et al., 2006; Zhou, Hickford, & Gong, 2009) y desempefa
un papel importante en el crecimiento al interactuar con las hormonas del eje GH-IGF1
(Wei & Gregory, 2009) . Esta proteina se une a su receptor ubicado principalmente en los
neuropéptidos Y, lo cual resulta en una reducciéon de consumo de alimento y un incremento
en el gasto energético (Yang et al., 2007). En ovinos, el gen leptina ha sido mapeado y se
encuentra localizado en el cromosoma 4 el gen de la leptina consiste de dos intrones y tres
exones (https://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/443534). Zhou et al., (2009) identificaron 4
polimorfismos de nucleétido simple en el gen LEP en seis razas ovinas neozelandesas
(Romney, Merino, Coopworth, Corriedale, Poll Dorset y Suffolk) y tres de estos fueron no-
sinénimos, resultando en posibles efectos bioldgicos de la proteina dados los cambios

sobre la secuencia de aminoéacidos de la misma.
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En la dltima década se han realizado diferentes estudios para determinar la asociacion
entre polimorfismos del gen LEP y algunos rasgos productivos en bovinos (Yang et al.,
2007), en pollos de engorde y en ovejas (Boucher, Palin, Castonguay, Gariepy, & Pothier,
2006; Shojaei et al., 2010; Tahmoorespour et al., 2010) y en tres poblaciones de llamas
Argentinas se estimo la variabilidad y la diversidad de haplotipos, con el fin de proporcionar
datos genéticos para estudios de asociacion (Daverio, Lorenzo, Rigalt, Vidal-Rioja, & Di
Rocco, 2014). En ovinos, se ha reportado la existencia de una relacion significativa con
algunos parametros de crecimiento como el peso al nacimiento, peso al destete y post-
destete. En el estudio de Shojaei et al., (2010) se concluyé que la existencia de
polimorfismos en el gen LEP podian ser utilizados como un criterio de seleccién para
mejorar caracteres de crecimiento en ovejas iranies de la raza Kermani, dado que
encontraron asociacion significativa (P<0.05) entre los genotipos identificados y un mayor
peso corporal a los 3, 6, 9 y 12 meses de edad. Barzehkar et al., (2009) evaluaron los
polimorfismos del gen LEP y su asociacién con parametros de crecimiento y de canal en
tres razas ovinas iranies y pudieron demostrar la existencia de polimorfismos del gen LEP
asi como una asociacion significativa entre la variante A113G, en solo dos de las razas
estudiadas, Shal y Zel, con ciertas caracteristicas de rendimiento de canal como el
contenido total de grasa, porcentaje de carne magra, peso en canal caliente. Boucher et
al., (2006) llevaron a cabo un estudio para identificar polimorfismos del gen LEP y su
posible asociacion con parametros de crecimiento, composicion de canal y calidad de
carne en corderos Suffolk y Dorset e identificaron tres polimorfismos (dos en el intron 2 y
uno en la region 3° UTR del gen) y encontraron un efecto negativo de la variante A103G

sobre el crecimiento muscular de los corderos Suffolk.

1.6.6 Miostatina (MSTN)

La miostatina también conocida como factor de crecimiento y diferenciacion 8 (GDF8 por

su nombre en inglés growth and differentiation factor 8) (Bellinge, Liberles, laschi, O’'Brien,
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& Tay, 2005; Deng et al., 2017), ha sido ampliamente estudiada en diferentes especies de
interés zootécnico (Amalianingsih, Brahmantiyo, & Jakaria, 2015; Dimitrova, Bozhilova-
Sakova, Stancheva, & Tzonev, 2016; Khasanah et al., 2016). Esta proteina actia como
regulador negativo del crecimiento del musculo esquelético, de la miogénesis,
adipogénesis y controla la estructura y funcion de los tendones, entre otros (Hickford et al.,
2009; Tellam, Cockett, Vuocolo, & Bidwell, 2012). Hace parte de la superfamilia TGF-8
(Factor de Crecimiento Transformante ) de las citoquinas, varias de las cuales tienen un
rol importante en el mantenimiento de la homeostasis regulando el crecimiento, la
diferenciacion y regeneracion del masculo (Tellam et al., 2012). El gen que codifica esta
proteina es altamente conservado entre especies y se expresa tanto en el muasculo
esquelético en desarrollo como en su etapa madura (Bellinge et al., 2005). En bovinos se
han identificado algunas mutaciones en el gen MSTN que han sido asociadas a un fenotipo
conocido como doble musculatura (Agung et al., 2016; Deng et al., 2017; Tellam et al.,
2012) asi como al incremento en la musculatura y la reduccién del contenido de grasa de

la canal en ovinos (Boman, Klemetsdal, Nafstad, Blichfeldt, & Vage, 2010).

Diferentes autores han propuesto este gen como candidato para ser incluido en los
programas de seleccion asistida por marcadores, ya que ven en este una posibilidad de
mejorar los resultados de los programas, acortar el tiempo de espera e incrementar el
beneficio econdémico de los sistemas productivos (Ansary, Tahmoorespur, Nassiry, Taheri,
& Valeh, 2011; Hickford et al., 2009; Khasanah et al., 2016).

En ovinos se han realizado estudios de asociacion entre variantes alélicas en el gen MSTN
y parametros de crecimiento como el peso al nacimiento, al destete asi como tasa de
crecimiento pre-destete y la edad de sacrificio, sin embargo, los resultados son
contradictorios y en algunos casos no se han encontrado efectos en la raza Romney en
Nueva Zelanda (Hickford et al., 2009). En el caso del estudio realizado por Trukhachev et
al., (2015) en el cual se detectaron 3 SNPs en la raza Dzhalginsky Merino se determiné
que la presencia de estos tiene un impacto negativo en parametros corporales, por ejemplo

la altura a la cruz y al anca presentando valores menores en el grupo de animales
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homocigotos para el tipo mutado con respecto a los heterocigotos y los homocigotos
silvestres. Asi mismo, es importante tener en cuenta los efectos que puede tener las
variaciones en el gen de MSTN sobre parametros de importancia econémica como lo es
la calidad de carne, por ejemplo, en bovinos de raza Bali se detectaron 2 SNPs (g.-
7799T>C y @.-7941C>T) asociados con la calidad de canal, principalmente con el
contenido de grasa intramuscular (Khasanah et al., 2016). Asi mismo, se ha demostrado
en ovinos que animales Romney Marsh con genotipo AA ¢290 tienen mayor clasificaciéon
de canal frente a animales heterocigotos u homocigotos GG, asi como menor contenido
de grasa en canal (Boman et al., 2010). También se ha reportado la influencia del gen de
MSTN en otros parametros de calidad de carne como es la terneza, teniendo en cuenta
gue es un gen que controla la proliferacion de los mioblastos y la formacion de la fibra
muscular, su sobreexpresién conlleva a hiperplasia muscular que esta fuertemente

relacionada la expresion de la proteina calpastatina (CAST) (Bagatoli et al., 2013).

1.6.7 Calpaina (CAPN) y Calpastatina (CAST)

El sistema de calpainas juega un papel importante en la protedlisis muscular post mortem
y en los procesos de tenderizacion, siendo este uno de los parametros de mayor
importancia a nivel de calidad de carne (Koohmaraie et al., 1995). Las calpainas estan
clasificadas de acuerdo a la distribucion en los tejidos como ubicuas o tejido especificas;
el sistema proteolitico de las calpainas en el tejido esquelético de los mamiferos esta
compuesto de ocho ubicuas (calpaina 1, 2, 5, 7 10, 12, 14 y 15) y una isoenzima tejido
especifica (calpaina 3) (llian, Bekhit, & Bickerstaffe, 2004). Dentro de las calpainas
descritas se encuentra la calpaina 1 (antes conocida como p-calpaina) (Goll, Thompson,
Li, Wei, & Gong, 2003) que es una variante de las enzimas que ataca proteinas
estructurales en la carne y por lo tanto la hacen mas tierna; esta calpaina es activada por
el calcio e inhibida por la calpastatina (Ekerljung, 2012) que tiene un rol importante en la
tenderizacién de la carne y actia como indicador de calidad (Kemp, Sensky, Bardsley,
Buttery, & Parr, 2010). Tanto la calpastatina como las calpainas 1 y 2 se encuentran

ubicadas intracelularmente exclusivamente y parecen estar asociadas primariamente con
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organelos subcelulares tales como las miofibrillas en el muasculo esquelético, el
citoesqueleto en células no musculares, vesiculas en la membrana plasmatica (Goll et al.,
2003). El balance calpaina/calpastatina determina la tasa de ruptura muscular después del

sacrificio y la tenderizacion de la carne (Dunner et al., 2013).

Es por esto que los genes que codifican para estas proteinas han sido candidatizados en
estudios de calidad de carne en bovinos (Cuetia Londofio, 2012), ovinos (Bagatoli et al.,
2013; Bickerstaffe, Gately, & Morton, 2011), porcinos (Gandolfi et al., 2011), asi como
estudios relacionados con tasa de crecimiento (Byun, Zhou, Forrest, Frampton, & Hickford,
2008) y rendimiento en canal (Fang, Forrest, Zhou, Frampton, & Hickford, 2013). En ovinos,
sin embargo, no se ha reportado asociacion entre polimorfismos en el gen CAST y
parametros de canal y de crecimiento en ovinos Afshari (Nikmard et al., 2012). El estudio
del potencial papel de CAPN3 sobre la ruptura de miofibrillas y tenderizacién de la carne
en ovinos, permitié encontrar una correlacion fuerte entre la autolisis de CAPN1 y CAPN3
con la cinética de tenderizacion y los cambios en el indice de fragmentacién miofibrilar
(IMF), lo que indic6é que CAPN1 y CAPN3 pueden jugar un papel clave en la tenderizacion
post-mortem de los misculos longissimus thoracis y lumborum en carne de ovinos (llian
et al., 2004).

1.7 Conclusiones

El crecimiento corporal es el resultado de la interaccion de diversos factores tanto
intrinsecos como extrinsecos al animal que afectan directamente la productividad de los
sistemas pecuarios. En este sentido, es de vital importancia el seguimiento al crecimiento
y desarrollo que se realice a los ovinos a lo largo de las diferentes etapas productivas con

el fin de tomar las acciones necesarias en pro de obtener las maximas ganancias.
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Con respecto a los sistemas cuyo objeto es la produccion de carne, la evaluacion de
canales también constituye una herramienta esencial para la toma de decisiones, sin
embargo, es importante tener en cuenta los diferentes factores que influencian la
composicion final, como lo son raza, sexo, edad de sacrificio, entre otros, asi como otros
aspectos externos al animal pero que pueden afectar la orientacion productiva, como lo

puede ser la preferencia del consumidor en cuanto al contenido de grasa en la carne.

Existe suficiente evidencia sobre la importancia de la evaluacién de variantes alélicas en
genes que tienen influencia sobre parametros de importancia en sistemas de produccién
pecuaria, sin embargo, los resultados pueden ser contradictorios, encontrandose casos en
los que no hay efecto significativo sobre una caracteristica productiva en particular. Por lo
tanto y con el proposito de tener soporte local es necesario fomentar el desarrollo de
proyectos que determinen la presencia de SNPs en genes candidatos y su posible efecto
sobre caracteres productivos de importancia econdmica. Cabe mencionar que estos
estudios deben estar dirigidos a la posible inclusién de los resultados en programas de

mejora genética.
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2. Polimorfismos de los genes GH1, GHR,
IGF1, GHRL, LEP y MSTN asociados a
parametros de crecimiento en ovinos de lana

Resumen

Fueron evaluados 111 corderos de razas Criollo de Lana, Corriedale, Hampshire y Romney
Marsh provenientes de dos sistemas de produccion ubicados en el tropico alto colombiano.
Se determinaron los parametros de crecimiento: peso al nacimiento (PNAC), peso al
destete (PDTT) y peso a la seleccién (PSEL) teniendo en cuenta el sexo, tipo de parto
(TPART), grupo contemporaneo (GC) y la raza. Se observé un efecto significativo del sexo
y el TPART sobre PNAC y PDTT; el GC influyé sobre PNAC, la raza afecté el PSEL.
Adicionalmente, se evalud la presencia de polimorfismos de genes candidatos con
influencia sobre el crecimiento y desarrollo: hormona del crecimiento (GH1), receptor de la
hormona del crecimiento (GHR), factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), ghrelina
(GHRL), leptina (LEP) y miostatina (MSTN). Se identifico el SNP GH1-3 en el gen de la
hormona del crecimiento y otro MSTNL1 en el gen miostatina y se destaca que este ultimo

mostré asociacion significativa (p<0,05) con PNAC.
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2.1 Introduccioén

El crecimiento es uno de los principales atributos de los seres vivos y €s un proceso tan
obvio que resulta dificil justificar una definicién particular (Lawrence & Fowler, 2002). La
evaluacion del crecimiento corporal es de suma importancia en los sistemas productivos
ya que permite tomar decisiones que conlleven el correcto funcionamiento del sistema. El
crecimiento posnatal varia ampliamente entre especies, razas, sexo y genotipos y se
encuentra influenciado por muchos factores ambientales y de manejo como la nutricién,
las condiciones climéticas y los promotores de crecimiento exdégenos que influyen en el

aumento de peso corporal (Doumit & Merkel, 2004).

Dentro de los diferentes factores que afectan el crecimiento se ha demostrado que el eje
somatotrdpico y por ende los genes que estan involucrados (GH, IGF I, IGF Il asi como
sus respectivos receptores y factores de transcripcion asociados) (Cardoso et al., 2014)
tienen una gran influencia sobre este. La hormona del crecimiento cumple importantes
funciones en el control del metabolismo intermediario y sobre la promocién del crecimiento
tanto somatico como visceral aumentando el tamafio de las células y estimulando la mitosis
y diferenciacion de ciertos tipos celulares como los condroblastos o las células musculares

primarias (Pérez Romero, 1997).

Distintos autores han demostrado la asociacién de polimorfismos en este gen con
parametros de importancia economica a nivel de sistemas productivos, como la tasa de
crecimiento en ovinos (Malewa, Hakim, Maylinda, & Husain, 2014), el peso al destete
(Gorlov et al., 2017) y también el peso a los 3, 6 y 9 meses (Moradian, Mohamadi, Razavi-
Sheshdeh, Hajihosseinlo, & Ashrafi, 2013). La presencia de SNPs en el gen del receptor
de la hormona del crecimiento y su posible asociacion a caracteristicas de crecimiento ha
sido documentada en ovinos (Sahu, Jeichitra, Rajendran, & Raja, 2017; Valeh et al., 2009),

bovinos (Cardoso et al., 2014) y caprinos (Sharma et al., 2013).
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Por otro lado, los factores de crecimiento insulinico (IGF-I e IGF-Il) son una familia de
polipéptidos que se encuentran relacionados estructural y evolutivamente a la proinsulina
teniendo un gran impacto en el crecimiento al mediar los efectos de GH en el crecimiento
somatico (Gluckman, Breier, & Davis, 1987). Durante la fase posnatal, los efectos de GH
sobre el crecimiento 6seo y muscular estan fuertemente mediados por IGF-I (Sellier, 2000),
de tal manera, que esta hormona juega un papel esencial en la regulacion del crecimiento
y desarrollo tisular mediante su influencia en la proliferacion celular asi como en la
diferenciacion (Georgiev, 2010). Es por esto que se ha estudiado la variacién en el gen
gue codifica para esta hormona y su asociacion con valores de cria de parametros de

crecimiento en ovinos (Negahdary, Hajihosseinlo, & Ajdary, 2013).

Otros genes resefiados por su importancia en el crecimiento son los genes que codifican
para la grelina (GHRL) y para la leptina (LEP), respectivamente. La grelina es una
prehormona que interviene en la liberacion de la hormona del crecimiento (Kojima et al.,
1999; Wei & Gregory, 2009), participa en la homeostasis energética (Sugino et al., 2004)
asi como en la reduccion de la secrecion de insulina mediante acciones directas o
indirectas en las células pancreaticas B y reduccion de la sensibilidad a la insulina,
asimismo interviene en el cerebro para aumentar la secrecion de cortisol, la secrecion de
glucagony la ingesta de alimentos (Mani & Zigman, 2017). Se ha determinado la presencia
de SNPs en el gen ovino que codifica para leptina -LEP- (Zhou, Hickford, & Gong, 2009)
dada su importancia al actuar reduciendo principalmente el consumo de alimento y

modulando el metabolismo de la glucosa y de la grasa (Friedman & Halaas, 1998).

La miostatina -MSTN- también denominada GDF8 (factor de crecimiento y diferenciacion
8) es reconocida por ser uno de los principales reguladores negativos del crecimiento del
musculo esquelético y la adipogénesis, asi como por controlar la estructura y funcién de
los tendones (Bellinge, Liberles, laschi, O’Brien, & Tay, 2005; Deng et al., 2017). Dada su
importancia, la presencia de SNPs en este gen ha sido evaluada en conejos

(Amalianingsih, Brahmantiyo, & Jakaria, 2015), caprinos (Khichar et al., 2016) y bovinos
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(Agung, Said, & Sudiro, 2016) asi como, en la asociacion a caracteres de crecimiento en
ovinos de las razas Romney (Hickford et al., 2009) y Dzhalginsky Merino (Trukhachev
et al., 2016).

Teniendo en cuenta lo anterior, la identificacién de la presencia de polimorfismos y su
posible asociacion con aspectos de productividad animal relacionados con parametros de
crecimiento, canal o produccion de leche resulta importante (Bahrami, Behzadi, Miraei-
Ashtiani, Roh, & Katoh, 2013; Renaville, Hammadi, & Portetelle, 2002). El objetivo del
presente estudio fue establecer parametros de crecimiento en ovinos de razas Corriedale,
Criollo de Lana, Hampshire y Romney Marsh y determinar la existencia de SNPs en los
exones 2 y 5 del gen GH1, en el exén 2 del gen IGF-1, en el exén 10 del gen GHR, en el
exén 2 del IGF1, en el ex6n 2 del gen LEP y en los exones 1y 3 del gen MSTN para evaluar

la posible asociacién entre estos marcadores y los parametros determinados.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Material experimental

Fueron colectadas 111 muestras de sangre de ovinos tomadas en la vena yugular en tubos
de 6 ml con 10% EDTA. Se usaron animales provenientes del Centro Agropecuario
Marengo -CAM- de la Universidad Nacional de Colombia, el cual se encuentra ubicado en
Mosquera, Cundinamarca en el Km 14 de la Carretera Central de Occidente, a una altura
de 2360 m.s.n.m. con una temperatura promedio 14°C; asi como, del municipio de
Concepcion, Santander que se encuentra a una altura de 2050 m.s.n.m. y temperatura
promedio de 18°C. Se muestrearon animales de cuatro razas: Corriedale (CO), Criollo de
Lana (CL), Hampshire (HS) y Romney Marsh (RM), distribuidos en 32 hembras y 79

machos; adicionalmente, se tuvo en cuenta si el tipo de parto (en el que nacieron los
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animales muestreados) fue sencillo o multiple, es decir, dos 0 mas crias nacidas en cada
parto. Finalmente se consider6 el grupo contemporaneo -GC-, es decir animales nacidos
en una misma época de nacimiento del mismo afio en la misma finca, teniendo asi 5

grupos.

En la Tabla 2-1 se encuentra la distribuciéon de los datos usados en el analisis de acuerdo
a los factores tenidos en cuenta. Los datos fenotipicos fueron colectados a partir de la base

de datos que se maneja en cada granja.

Tabla 2-1. Distribucion de los datos usados en el analisis de asociacién fenotipo-genotipo.

FACTOR n

GRUPO CONTEMPORANEO (GC)

A: 03/2014-CAM 09

B: 08/2014-CAM 16

C: 04/2015-CAM 33

D: 07/2015-CAM 26

E: 04/2015-CONCEPCION 27
RAZA

Corriedale (CO) 24

Criollo de Lana (CL) 38

Hampshire (HS) 08

Romney Marsh (RM) 41
SEXO

Hembra 32

Macho 79
TIPO DE PARTO (TPART)

Sencillo 55

Mdltiple 56
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2.2.2 Extraccion de ADN

Una vez colectadas las muestras fueron llevadas inmediatamente a refrigeracion hasta su

proceso de extraccion el cual se realizé en la semana siguiente a la toma de la muestra.

El ADN se extrajo empleando la metodologia salting out (Miller, Dykes, & Polesky, 1988),

posteriormente, se realizé la cuantificacion y verificacion de la calidad con ayuda del Nano

Drop (Thermoscientific ®).

2.2.3 Estandarizacion de la gPCR

Se disefiaron 11 juegos de primers para amplificar diferentes regiones en los genes GH1,
GHR, IGF1, GHRL, LEP y MSTN. Los primers fueron disefiados mediante el uso de

Primer3 (Koressaar & Remm, 2007; Untergasser et al., 2012). La identificacion asignada,

secuencia y tamafio de amplificado se encuentran relacionados en la Tabla 2-2.

Adicionalmente, se verifico en la base de datos Ensemble (ensembl.org) el reporte de SNP

en cada una de las regiones a amplificar; en el anexo A se encuentra la relacién de la

informacién reportada.

Se verifico la funcionalidad de los primers mediante una PCR con las condiciones descritas

en la Tabla 2-3, los productos fueron observados en un gel de agarosa 1.5%.

Tabla 2-2. Marcadores utilizados en el estudio de asociacion genotipo-fenotipo.

GEN MARCADOR FORWARD (3’ —5') REVERSE (3’ —5’) TAMARO
GH1-1 AGGGGTAACAACAGATGGCTG ATGATGCGCTGCTCAAGAACTA 147 bp

M his AAACAGGCCGGACAAGGACAT  AGATCAGGCGTCTAGCTCTCT 156 bp
GHR-1 CTACTAGGATAACACTGGGCTGC ATCACTCAGTATCTTTGGGGCAA 239 bp

GHR GHR-2 AGCCTTCCCTGCTTATGTAATCT  GACCCCCTATTGCATCAAGCTAA 134 bp
GHR-3 ATCTGGACAGTATTGCCAAAGGT  TTTACATGGGTGACTAATGGGGG 160 bp
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GHRL1 CTTAAGATCCCCATGCCTTACAGT CTTTTAGGAGACAGGCCGAAGT 192 bp

GHRL GHRL 2 TTGATGGCAAAGACCTAGCAGAG AGAAAGGAACCTAAGAAGCCGTC 252 bp
IGF1-1 GCAGTTGTAAATCCACAGAGCAG ACATCCTCCTCGCATCTCTTCTA 184 bp

GF- IGF1-2 TGCTACTCTCTCATCCTCCTCAC TCAGCTCCCATCTACCAACAAGA 228 hp
MSTN1 TATTTATGCTGCTTGTTGCTGGC GCCTTGGGCAAAAGTTGTCTTAT 217 bp

MSTN MSTN2 GGATGGGATTGGATTATTGCACC TCTTTGTAGGAGTACAGCAAGGG 154 bp
LEP1 TGTGGTTTCTTCTGTTTTCAGGC TTGATCCTGGTGACAATCGTCTT 177 bp

HEP LEP 2 TCTCCTGAGTTTGTCCAAGATGG  GAGTAGAGGGAGGCTTCCAGG 219 bp

Tabla 2-3.Condiciones de PCR para prueba de funcionalidad de primers

Etapa Ciclos Temperatura °C Tiempo ()
25 0
Hot Start 1
94 300
_ 96 330
Denaturacion 1
96 360
60 390
Anillamiento 35
60 420
. 72 450
Extension 1
72 540
Extension Final 00 72 740

Posteriormente, se llevo a cabo la estandarizacion de los marcadores en el LightCycler 96
Roche® de la Unidad de Genotipificacion Animal — UGA de la Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia efectuando un
gradiente de temperatura entre 57 °C y 63 °C (Figura 2-1). A través de este proceso se
establecid la temperatura de hibridacién y el rango de temperatura de melting de cada

marcador.
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Figura 2-1. Condiciones de estandarizacion de amplificacion HRM
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2.2.4 Genotipificacion de la poblacion

La genoatipificacion de la poblacion se realiz6 mediante el analisis de alta resolucion de
melting (HRM- high resolution melting) en el LightCycler® 96 Roche. Las condiciones de
PCR fueron las mismas utilizadas en la estandarizacion (Figura 2-1), excepto por la
temperatura de hibridacion que vario en cada marcador (Tabla 2-4). Las reacciones fueron
realizadas con el kit LightCycler® 480 High Resolution Melting Master en un volumen final
de 10 pl de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Mediante el software LightCycler®
96 se establecieron los grupos (posibles genotipos) (Figura 2-2) de acuerdo a la curva de

melting (Figura 2-3).

Tabla 2-4. Temperatura de hibridacion de los marcadores amplificados.

GEN MARCADOR T° DE FUSION (°C)
GH1-1 59
Hormona del crecimiento GH1
GH1-3 57
Receptor de la hormona del crecimiento
GHR1 59

GHR
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GEN MARCADOR  T° DE FUSION (°C)

Leptina LEP LEP1 57

Ghrelina GHRL GHRL2 57

Miostatina MSTN MSTN1 60

Figura 2-2. Agrupacion HRMA del marcador GH1-3
T a— ]

2 IR I T R RCR SN S SN SR ST ST B =
0 Gows
B Gows
Bl coxs
Bl cox

543
GH1-3

< 0 0 =
IIII"IIIE

Figura 2-3. Curvas de melting normalizadas para el marcador GH1-3
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2.2.5 Secuenciacién y edicion

Una vez realizada la genotipificacion de las regiones amplificadas, se realiz6 la
secuenciacion, lectura de electroferogramas y determinacion de la posicion polimérfica. En
el caso de los marcadores de GH1 la secuencia se realizé en el ABI 310 de la Unidad de
Citogenética y de Genotipificacion de Animales Domeésticos -UGA-. Para la secuenciacion
de los otros marcadores, los productos de PCR del Light fueron enviados al Instituto de
Genética Humana de la Universidad Nacional de Colombia, alli fueron secuenciados en el
ABI 3500.

Las muestras escogidas para secuenciar se seleccionaron a partir de los grupos
conformados en la genotipificacién (Figura 2-2). De cada grupo se enviaron 2 muestras al
azar. Del andlisis de las secuencias determinadas se estableci6 la correspondencia real
entre los grupos del LightCycler y los genotipos. A partir del genotipo hallado en la muestra
secuenciada se asigné el genotipo a toda la poblacion de acuerdo con el grupo

correspondiente.

2.2.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé mediante el procedimiento GLM de SAS (Statistical
Analysis System Institute, version studio

https://www.sas.com/en_my/software/studio.html).
Yiikem = #+ GG+ R; + S + Ty + Y Hyy + €jjiam

Donde:
Yijkim= Variable respuesta del individuo (ver 2.2.7)

1 = Media poblacional,
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GCi = Efecto de Grupo Contemporaneo, integrado por afio (2014 y 2015), época de

apareamiento y procedencia (CAM o Concepcion),

R;= Efecto de grupo racial del cordero: Hampshire, Corriedale, Criolla, Romney Marsh,

Sy= Efecto del sexo del cordero: Macho o Hembra

T,= Efecto del tipo de nacimiento del individuo m: sencillo o multiple,

Hm = Efecto de los genotipos de los marcadores con presencia de polimorfismos

eijklm = Residual

2.2.7 Variables respuesta

Se incluyeron como variables respuesta:

a)

b)

Peso al nacimiento (PNAC): Este valor fue tomado entre las 0 y las 24 horas
después del nacimiento de cada cordero, el peso fue registrado en la planilla
correspondiente y posteriormente se incluyé en la base de datos de cada sistema.

Peso al destete (PDTT): Este valor corresponde al peso registrado el dia que se
realizé el destete de los animales, cabe mencionar que dado que los animales se
destetan en grupo pueden existir diferencias de edad entre los corderos del mismo
grupo, es por esto que en el modelo estadistico se incluyd la edad del destete

(EDTT) como covariable lineal.

Peso a la seleccion (PSEL): Este valor corresponde al peso de los corderos en el
momento en que se hace la valoracién productiva de los animales y se decide si
estos van a sacrificio o continlan al programa reproductivo (bien sea como
reproductores o receladores). La edad de seleccion (ESEL) fue incluida como
covariable lineal del PSEL teniendo en cuenta que no todos los animales son

seleccionados a la misma edad.
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2.3 Resultados

2.3.1 Parametros de crecimiento

Se determiné que el peso al nacimiento (PNAC) de los corderos evaluados fue de 3,85 kg,
la edad y el peso al destete fue de 21,67 kg y 103,79 dias (PDTT y EDTT, respectivamente)
mientras que la edad y peso a la seleccion fue de 333,78 dias y 40,96 kg (ESEL y PSEL).
En la Tabla 2-5 se encuentra el reporte de los promedios y la desviacion estandar de estos

parametros en la poblacion evaluada en el presente estudio.

Tabla 2-5. Promedio y desviacién estandar de los parametros de crecimiento evaluados

PARAMETRO CODIGO MEDIA D.E.
Peso al nacimiento (kg) PNAC 3,85 1,08
Peso al destete (kg) PDTT 21,67 7,04
Edad al destete (dias) EDTT 103,79 26,46
Peso a la seleccién (kg) PSEL 40,96 7,68
Edad a la seleccion (dias) ESEL 333,78 88,42

2.3.2 Amplificacion de marcadores de crecimiento

Mediante la estandarizacion del protocolo de amplificaciébn se obtuvieron amplicones de
los marcadores GH1-1, GH1-3, MSTN1, LEPT2, GHRL2 y GHR-1. No hubo amplificado de
los marcadores MSTN2, IGF1-1 e IGF1-2.
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2.3.3 Genotipificacion y secuenciacion de marcadores de

crecimiento

Una vez realizado el andlisis de las agrupaciones, mediante HRM se establecieron los
posibles genotipos que podrian indicar la presencia de SNPs lo que fue confirmado con las
secuencias obtenidas. En el caso del marcador GH1-1 y de los marcadores para los genes
leptina (LEP), receptor de la hormona del crecimiento (GHR), grelina (GHRL) se encontrd
gue la poblacién evaluada fue monomorfica en las regiones amplificadas. Se detectaron 2
SNPs en la poblacién estudiada, uno en el gen GH1 y el otro en MSTN. En el anexo B se
presentan los datos de genotipos observados vs esperados y el equilibrio de Hardy
Weinberg para estos dos marcadores (GH1 y MSTN), encontrandose que el SNP en el gen
GH1 no se encuentra en equilibrio HW dado que la poblacion es mayoritariamente
heterocigota, a diferencia del polimorfismo detectado en MSTN el cual si estad en EHW.

El analisis permitié detectar 2 SNPs en la poblacion estudiada, uno en el gen GH1 y el otro
en MSTN. Las mutaciones halladas en la poblacién estudiada en el presente trabajo
consisten, en el caso del marcador GH1, en un cambio G/A 3 (Figura 2-4) el cual conlleva
a una modificacion en el aminoéacido traducido cambiando una leucina por una prolina. En
el polimorfismo MSTNL1 se detecté un cambio A/G (Figura 2-5) resultando en un cambio en

el residuo 34 de una glutamina por una glicina -Glu34Gly- (Ensembl, 2018c).
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Figura 2-4. Cambio G/A en el marcador GH1-3
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Figura 2-5. Cambio A/G en el marcador MSTN1
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Con respecto al andlisis de las curvas de melting, se establecieron los patrones de estas
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en términos de forma de la curva y del pico de melting para todos los marcadores
evaluados y amplificados, de manera que exista un referente de los genotipos obtenidos
en estos genes. En la Figura 2-6 se presentan las formas de las curvas de melting

normalizadas de dos animales, uno AG y otro AA para el polimorfismo MSTNL1.
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Figura 2-6. Curvas de melting normalizadas del polimorfismo MSTN1 AA vs AG
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En la Tabla 2-6 se relacionan las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs analizados
de acuerdo al gen en el que se encuentran, el marcador mediante el que se amplificé la

region y la codificacion reportada de cada uno (ensembl.org).

Tabla 2-6.Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs evaluados

MARCADOR SNP ALELOS GENOTIPOS
A G AA AG GG
MSTN1 rs417816017*
0,9505 0,0495 0,9001 0,0991 0
G A GG GA AA
GHR1 rs413776054
1 0 1 0 0
A C AA AC cC
rs429690456
1 0 1 0 0
LEP2
G A GG GA AA
rs409584889
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MARCADOR SNP ALELOS GENOTIPOS
C T CcC CT TT
rs397514107
1 0 1 0 0
C T CcC CT TT
GH1-1 rs397514106
1 0 1 0 0
G A GG GA AA
rs596456087
1 0 1 0 0
G A GG GA AA
rs397514062**
0,5405 0,4414 0,1171 0,8829 0
C T CcC CT TT
GH1-3 rs397514092
1 0 1 0 0
C T CcC CT TT
rs397514093
1 0 1 0 0
C T CccC CT TT
rs415507665
1 0 1 0 0
C T CcC CT TT
rs162190880
1 0 1 0 0
GHRL2
T A TT TA AA
rs403198670
1 0 1 0 0
G A GG GA AA
rs426670747
1 0 1 0 0
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*En adelante este SNP se denominara MSTN1. **En adelante este SNP se denominara GH1-3.Se

resaltan en negrita los frecuencias alélicas y genotipicas para los polimorfismos detectados.

A partir de las frecuencias genotipicas se realiz el analisis de asociacion fenotipo genotipo
con los marcadores: GH1-3 y MSTNL1, teniendo en cuenta el sexo, raza, tipo de parto y
grupo contemporaneo. En general se encontrd que en la poblacién objeto de estudio del
presente trabajo, los machos nacieron mas pesados que las hembras y asimismo tuvieron
un mayor peso a la seleccion. Los animales Criollos de Lana CL tuvieron el menor PSEL y
los Corriedale CO fueron los mas pesados. El tipo de parto influyé en la etapa predestete,
observandose que los animales nacidos en parto sencillo fueron mas pesados al PNAC y
PDTT. El polimorfismo MSTN1 afecto positivamente PNAC ya que los animales portadores
tuvieron mayor peso al nacer frente a animales homocigotos no mutados. En la Tabla 2-7
se encuentran los resultados del analisis estadistico, se presentan los promedios de PNAC,
PDTT y PSEL de acuerdo a los factores explicativos incluidos en el modelo (sexo, tipo de

parto, grupo contemporaneo, raza, MSTN1 y GH1-3) y sus respectivos niveles.

Tabla 2-7. Promedios de las variables evaluadas de acuerdo a los factores de variacion
incluidos (LSMEANS).

PARAMETROS EVALUADOS

FACTOR
PNAC PDTT PSEL
M 4,552 22,91 39,042
SEXO!
H 4,06° 21,27 37,34
CL 3,90 19,63 34,212
CcO 4,45 21,84 40,87°
RAZA?
HS 4,66 22,16 37,892
RM 4,22 24,71 39,80°

A 3,942 21,18 37,38
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PARAMETROS EVALUADOS

FACTOR
PNAC PDTT PSEL
B 4,715 21,74 35,52
GRUPO . 3,928 22,18 37,15
CONTEM-
pORANEG P 4,252 24.69 38,38
E 4.74b 20,65 42,53
S 4.623 23 47 38,32
TPART?
M 3.099 20,70 38,06
GA 4.09 2152 39,32
GH1-3
GG 453 22 65 37.06
AG 4.67° 22,79 36,41
MSTN1
AA 3.06 21.38 30,97

IM= macho, H=hembra. 2CL= Criollo de Lana, CO= Corriedale, HS= Hampshire, RM=Romney
Marsh. STPART= Tipo de parto S=Sencillo, M=MUltiple 22 corderos/parto. En negrita se indican los
efectos significativos (p<0,05).
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2.4 Discusion

2.4.1 Parametros productivos

Se determind que el PNAC para las cuatro razas tipo lana presentes en el trépico alto
colombiano fue de 3.85 £ 1,08 kg y estuvo afectado (p<0,05) por el sexo, tipo de parto,
grupo contemporaneo y el polimorfismo MSTN1. EI PNAC de los animales del presente
estudio fue superior a lo reportado por Martinez & Malagon (2005) quienes encontraron en
las razas criolla de lana y mora colombiana, pesos al nacimiento de 3.38 kg y 3.51 kg
respectivamente. El peso al nacimiento de los animales de las razas, Corriedale (4,45 kg),
Hampshire (4,66 kg) y Romney Marsh (4,22 kg), evaluadas en el presente trabajo fue
mayor a los reportados por Martinez et al., (2006) (CO= 3,93 kg, HS=3,89 kg y RM=3,85

kg).

Los machos incluidos en el presente trabajo, nacieron aproximadamente 500 g mas
pesados que las hembras, lo que coincide con lo reportado por otros autores, quienes han
mencionado valores de PNAC superiores en machos ovinos frente a las hembras (Adan
et al., 2007; Ramirez-Tello, Torres-Hernandez, De La Cruz-Colin, Ochoa-Cordero, &
Suarez-Espinosa, 2013), reportando diferencias entre sexos de 200 g al nacer en corderos
pelibuey (Macedo & Arredondo, 2008); en el caso de corderos cruzados Corriedale y
Merino Ruso con la raza nativa hindd Nali, la diferencia en PNAC entre sexos ha sido de
180 g (D. Singh, Kumar, Pander, Dhaka, & Singh, 2006)

Por otro lado, para el presente trabajo los animales nacidos en partos sencillos tuvieron
cerca de 600 g mas de peso al nacer que los animales de partos multiples similar a lo
encontrado en otros trabajos como el de Macedo & Arredondo (2008) realizado en México
con ovinos pelibuey; Ramirez-Tello et al., (2013) quienes trabajaron en el estado de

Hidalgo, México con corderos Hampshire; Gholizadeh & Ghafouri-Kesbi (2017) realizado en
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Iran con ovinos Baluchi. Y finalmente el trabajo de Pérez (2017) en condiciones colombianas, en
los departamentos de Santander, Cundinamarca, Boyaca y Tolima en las razas Romney
Marsh, Hampshire, Katahdin y Santa Inés. La superioridad del peso al nacer por parte de
animales de parto sencillo se ha explicado en términos de la ausencia de competencia por
nutrientes y espacio durante la etapa fetal (Hinojosa-Cuéllar et al., 2012; Macedo &
Arredondo, 2008).

Entre los grupos contempordneos definidos para el presente trabajo se encontré una
diferencia significativa (p>0,05) en PNAC, destacando que los animales que de los grupos
B y E tuvieron el mayor PNAC. Estos corderos nacieron entre los meses de agosto y
septiembre de 2015 en CAM (grupo B) y Concepcion, Santander (grupo E), se podria
presumir que las condiciones ambientales de los meses de marzo a agosto favorecieron
el desarrollo de los animales durante su periodo de gestacion. Singh et al., (2006) también
demostraron que la época de nacimiento afecté el PNAC cuando compararon animales

gue nacieron en primavera y en otofio entre 1986 y 1996 en India.

Con respecto al peso al destete (PDTT) se encontrd en el presente trabajo que el tipo de
parto afecto el valor de este paradmetro. Asi como en el PNAC los animales de parto sencillo
alcanzaron un mayor peso al destete frente a los animales de partos mdltiples
observandose una diferencia de alrededor de 2,77 kg, este comportamiento coincide con
lo concluido por Pérez (2017). Esto se relaciona fuertemente con la capacidad de
produccién de leche de la oveja, asi como con su habilidad para amamantar a mas de una
cria y recae también en la capacidad del cordero de consumir forraje durante el pastoreo
una vez realizado el destete (Boujenane, Chikhi, Ibnelbachyr, & Mouh, 2015; Simeonov,
Todorov, Nedelkov, Kirilov, & Harmon, 2014). Este resultado aparentemente puede darse
porque durante el periodo de amamantamiento los corderos estan menos influenciados por
los factores ambientales dado que cuentan con el apoyo materno, ya que una vez se
realiza el destete los corderos deben depender de si mismos para alimentarse (Boujenane
et al., 2015; Gholizadeh & Ghafouri-Kesbi, 2017). Cabe destacar que la edad al destete

(EDTT), que fue incluida como covariable, present6 efecto significativo (p<0,05) sobre
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PDTT, ya que por cada dia adicional para realizar el destete, el peso se incrementd en 27

gramos.

El peso a la seleccion PSEL fue diferencial entre machos y hembras, ya que los machos
alcanzaron un peso a la seleccion de 39,04 kg mientras que las hembras lo hicieron con
37,34 kg, sin embargo, la diferencia es de apenas 1,4 kg, indicando que las hembras
podrian tener un potencial importante para su seleccion en sistemas de produccion de
canal. La raza tuvo efecto significativo (p<0,05) sobre el PSEL. En la poblacion evaluada
en el presente trabajo se determind que el peso a la seleccion de los corderos CL, los que
presentaron el menor PSEL, fue de 34,21 kg diferenciandose en hasta 6,6 kg de peso con

los animales CO, que resultaron ser los mas pesados a la seleccion.

2.4.2 Gen de la hormona del crecimiento

En la poblacién del presente trabajo se detecto la presencia del polimorfismo GH1-3, (G/A)
SNP ubicado en el exdn 3 del gen GH1,; esta mutacién genera un cambio de una leucina
por una prolina en la proteina. Se encontré que el 88,29% de los animales analizados
fueron portadores de la mutacion mientras que el 11,71% restante fue homocigoto
silvestre. Cabe destacar que esta mutacion estuvo presente tanto en hembras como
machos y en las cuatro razas lo que confirma la variabilidad de este gen en ovinos, tal
como lo mencionan Jia et al., (2014) quienes destacan el alto grado de polimorfismos como
una de las caracteristicas del gen ovino GH1. Los genotipos silvestres fueron encontrados
principalmente en la raza Romney Marsh (84,6%), en animales provenientes del municipio

de Concepcion, Santander.

El polimorfismo GH1-3 detectado en el presente estudio no tuvo efecto significativo
(p>0,05) sobre ninguno de los tres pesos evaluados (PNAC, PDTT y PSEL). Diferentes

estudios han sido realizados con el fin de hallar asociacién entre polimorfismos en el gen
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GH1 y parametros de crecimiento, sin embargo, los resultados han sido contradictorios.
En corderos Donggala y East Java dos razas indonesias se evalué el efecto del
polimorfismos GH/Haelll sobre PNAC, sin embargo, no se pudo demostrar efecto
significativo (p>0,05) sobre este parametro (Malewa etal.,, 2014). Este polimorfismo
(GH/Haelll) también fue evaluado en corderos de la raza Salsk pero, de modo similar al
trabajo antes mencionado, no pudieron encontrar asociacion al PNAC, pero si con PDTT
y peso a los nueve meses de edad (Gorlov et al., 2017). Los polimorfismos en el exén 4
de este gen también fueron evaluados en corderos Makooei en Irdn, sin que demostraran
efecto sobre el PNAC (Moradian et al., 2013). En corderos de la raza Harri, Afifi et al.,
(2016), reportaron la asociacion de tres SNPs en el gen GH1 (G871A, G1383A y A1509G)
con PNAC vy los animales homocigotos mutados para estos tres SNPs presentaron
mayores pesos al nacimiento. También se han identificado polimorfismos en el exon 5 de
este gen, los cuales, se considera que podrian tener el potencial para ser usados en
programas de seleccion en la industria de la lana en razas egipcias (Farag et al., 2016).
En general se destaca el exon 5 del gen de la hormona del crecimiento, ya que es
altamente polimdrfico en especies de interés zootécnico como los ovinos, bovinos y
caprinos (L. V. Singh et al., 2013).

2.4.3 Gen miostatina

El gen de la miostatina (MSTN) es uno de los genes mejor caracterizados y es conocido
por influenciar el movimiento y crecimiento de las células musculares (Zhang et al., 2013).
Se han identificado diferentes polimorfismos en el gen MSTN de los ovinos, los cuales se
encuentran localizados en el intrén 1y 2 asi como en el exén 3, la regién aguas arribay 3’

UTR (Trukhachev et al., 2018), lo que evidencia su elevado polimorfismo.

Se detectd la presencia de un polimorfismo ubicado en el exén 1 del gen de la miostatina,
el cual fue denominado MSTN1 en el presente trabajo y corresponde al SNP rs417816017.
La frecuencia de los genotipos AA, AG y GG fue de 90,01%, 9,91% y 0%, respectivamente.
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La frecuencia del alelo mutado G fue de 4,95% mientras que la del alelo silvestre A fue de
95,05%. Cabe destacar que la mutacion se encontré en los animales Romney Marsh
provenientes del municipio de Concepcién, Santander, en las razas Corriedale y Criollo de
Lana mientras que en los animales de la raza Hampshire fue monomorfico. En caprinos
también se ha detectado la presencia de polimorfismos en el exdén 3 del gen MSTN, sin

embargo, ha sido en baja frecuencia (Khichar et al., 2016).

En los corderos evaluados se encontré efecto significativo (p<0,05) del polimorfismo
MSTN1 sobre el PNAC pero no en PDTT ni PSEL. Los corderos portadores de la mutacion
AG nacieron 710 g méas pesados frente a los animales AA, no se detectaron corderos GG.
Como se menciond anteriormente, los animales mas pesados al nacer fueron los del
municipio de Concepcion, lo que podria ser explicado por la presencia de la mutacién en
ese grupo (26%). La mutacibn MSTN1 ha sido descrita en poblaciones rusas de ovinos
Salsk, sin embargo, no hay reportes de asociacion a parametros de crecimiento
(Trukhachev et al., 2015, 2016). Hickford et al., (2009) concluyeron que la presencia o
ausencia de ciertos alelos de MSTN no tuvo efecto sobre el promedio del peso al
nacimiento ni al destete, ni tampoco sobre la tasa de crecimiento pre-destete, la edad de
sacrificio ni el peso en canal caliente de los animales. Boman et al., (2010) evaluaron el
impacto de dos mutaciones en el gen MSTN (¢.960 y ¢.2360) sobre la ganancia de peso y
componentes de canal y concluyeron que ambas mutaciones redujeron la grasa e
incrementaron la masa muscular de la canal y que los animales homocigotos para la
mutacion ¢.960delG crecieron de manera mas lenta que aquellos con otro genotipo MSTN,
sin embargo, presentaron menos grasa y mas musculo en las canales. Finalmente, Han et
al., (2010) también encontraron asociacion del polimorfismo g+6223A a PNAC, en ese
caso, los corderos homocigotos GG pesaron 5.8+0.18 kg mientras que los corderos AG

tuvieron un peso promedio al nacer de 6.2+0.23 kg.
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2.4.4 Genes leptina, receptor de la hormona del crecimiento y

ghrelina

En la poblacién analizada en el presente trabajo no se hallaron polimorfismos en los genes
gue codifican para leptina, receptor de la hormona del crecimiento y ghrelina. Sin embargo,
es importante mencionar que algunos estudios han demostrado la importancia de la
deteccién de polimorfismos en estos genes por su posible asociaciéon a parametros de

crecimiento o canal en ovinos.

Se destaca que en el gen LEP de los ovinos se han detectado polimorfismos que favorecen
caracteristicas productivas como el peso al destete, encontrandose que los animales
mutados presentan un mayor a este momento (destete) (Tahmoorespour, Taheri, Valeh,
Saghi, & Ansary, 2010). Otro estudio realizado en corderos Kermani detecté la presencia
de un SNP en el exdn 3 del gen LEP, y se encontré asociacién con los pesos tomados
desde el nacimiento hasta los 12 meses, sin embargo, con respecto a peso a nacimiento
no hubo ninglin efecto del SNP (Shojaei, Abadi, Fozi, Dayani, & Khezri, 2010). Los
resultados obtenidos por Boucher et al., (2006) en corderos Suffolk, sugieren que la
variante A103G del gen LEP tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento muscular
encontrandose una menor area del ojo del lomo (mm?) en animales portadores de la

mutacion frente a corderos no mutados.

En el caso del estudio realizado por Valeh et al., (2009), con el gen GHR, en ovinos Baluchi.
no se encontré asociacion entre el peso al nacimiento y al destete y un polimorfismo
localizado en el exdén 10. En ovinos Nilagiri también se detectdé la presencia de un
polimorfismo en el exdn 10 del gen GHR (G177624A) pero no se encontrd efecto sobre el

peso al nacimiento, peso a los 3, 6, 9y 12 meses de edad (Sahu et al., 2017).
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El gen que codifica para ghrelina ha sido candidatizado como objeto estudio dado que la
hormona induce el hambre y por lo tanto esta relacionada con el consumo de alimento (Gil
et al., 2013), asimismo esta hormona puede regular la secrecién de GH en rumiantes
(French et al., 2006; Takahashi et al., 2009). Se han realizado estudios con el fin de evaluar
la presencia de variantes alélicas en una region del gen de la ghrelina GHRL en ovinos
Baluchi, sin embargo, en este estudio la poblacion evaluada fue monomorfica
(Tahmoorespour et al., 2010). En otras razas nativas de Arabia Saudi se realizé la
caracterizacion molecular del gen GHRL amplificando la misma regién que Tahmoorespour
et al., (2010) determinando la ausencia de mutaciones en el exén 1 mientras que en el
intrén 1 detectaron 4 SNPs, sin embargo, solo fueron detectados en una de las dos razas
evaluadas (Mahmoud et al., 2016). Asi como lo hallado en el presente estudio, en el que
no se determind la presencia de mutaciones en el gen GHRL, en el trabajo por Bahrami et
al., (2013) realizado con ovinos Mehraban en Iran tampoco se detectaron polimorfismos
en el gen GHRL. De acuerdo con Bahrami et al., (2013) esta ausencia de diversidad no
implica que los genes no sean polimorficos, sino que los primers usados no delimitan una

region polimoérfica.

2.5 Conclusiones

Se determinaron diferencias en el peso al nacimiento debidas al sexo, el tipo de parto, el
grupo contemporaneo y la presencia del polimorfismo MSTN1 en ovinos de las razas
Criollo de Lana, Hampshire, Corriedale y Romney Marsh, criados en condiciones de trépico

alto.

Asimismo, se encontré influencia del tipo de parto sobre el peso al destete mientras que la

raza y el sexo mostraron efecto significativo sobre el peso a la seleccion.

En la poblacién del presente estudio se detectaron dos mutaciones en dos de los 13
marcadores distribuidos en seis genes. La primera mutacion localizada en el gen MSTN

(MSTN1) mostré un efecto significativo sobre PNAC, lo que se evidencia en que los
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animales portadores nacieron 0,71 kg mas pesados que los corderos homocigotos
silvestres. La segunda mutacién es un polimorfismo localizado en el exén 3 del gen GH1
(GH1-3), el cual fue identificado en las cuatro razas analizadas, sin embargo, no presento

efecto significativo sobre alguno de los parametros evaluados.
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3. Polimorfismos de nucleétido simple de los
genes GH1, MSTN, CAST y CAPN1 asociados a
rendimiento en canal en ovinos de lana

Resumen

Se realiz6 un estudio de asociacion fenotipo-genotipo-en 98 corderos de razas Criollo de
Lana, Corriedale, Hampshire y Romney Marsh provenientes de dos sistemas de produccién
ubicados en el trépico alto colombiano. Se establecio el peso al sacrificio (PFINAL), el peso
de la canal fria (CFRIA), el rendimiento en canal fria (RCANAL), el rendimiento en cortes
comerciales brazos (RBRAZOS), perniles (RPERNIL) y en lomo (RLOMO) teniendo en
cuenta el sexo, la raza, el tipo de parto (TPART) y el grupo contemporaneo (GC). Las
hembras tuvieron un mayor PFINAL y CFRIA en este estudio, no se observaron diferencias
significativas en RCANAL, RBRAZOS, RPERNIL ni RLOMO debidas a los factores sexo,
raza, TPART o GC. Se amplificaron regiones de los genes ovinos hormona del crecimiento
(GH1), miostatina (MSTN) y calpastatina (CAST). Se detectaron 5 SNPs en estos genes,
GH1-3, MSTN1, CAST3A, CAST3B y CAST4; el polimorfismo CAST3B se identific6 como
una mutacién de novo. El polimorfismo CAST3A presentd efecto significativo sobre

RLOMO, los animales portadores de la mutacién tuvieron mejor rendimiento en lomo.
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3.1 Introduccidn

La cadena ovina y caprina en Colombia tiene como objetivos principales la produccién de
carne asi como de productos artesanales, y por otro lado, la obtencion de leche y sus
derivados. A partir del pie de cria y su posterior ceba se cuenta con animales destinados al
sacrificio de los cuales se obtienen canales que pueden ser comercializadas completas,
medias o por cuartos. Adicionalmente, otros subproductos como las visceras, piel, cabezas,
patas y contenido ruminal pueden ser objeto de comercializacion para la elaboracién de

artesanias o de abono (Espinal, Martinez, & Amézquita, 2006).

En el pais, la ovinocultura esta presente en casi todos los departamentos (excepto en
Guainia y Amazonia) encontrdndose en mayor cantidad en La Guajira, departamento que
posee alrededor del 44% del total nacional, seguido por los departamentos de Magdalena,
Boyaca, César y Cérdoba que aportan cerca del 28% de la poblacion ovina (ICA, s/f). Para
el afio 2017 el ICA reportd un total de 1.449.705 de cabezas, de estos, no todos son
destinados a la obtencién de carne y derivados; de acuerdo con las cifras oficiales del
DANE, el afio pasado se sacrificaron 48.716 animales. Cabe destacar que el pais ha tenido
un incremento considerable en el sacrificio de ovinos y caprinos durante los Gltimos cinco
afos encontrandose que del afio 2013 al 2017 el sacrificio de ovinos creci6 en mas de
100%, pasando de 19.523 a 48.716 animales beneficiados (Figura 3-1). Sin embargo, de
las toneladas de carne producidas en el afio 2017 (bovinos, porcinos, caprinos, bufalinos y
ovinos) y que fueron aportadas por el sector ovino, apenas alcanzaron un 0,07% (DANE,
2018).

De acuerdo con Moreno & Grajales (2014) el principal destino de la carne ovina producida
en el tropico alto colombiano es la comercializacién a intermediarios, seguido de la venta a
restaurantes, supermercados y famas y por ultimo para autoconsumo; asimismo, los

autores mencionan que la oferta de produccion de carne durante el afio fluctia por



trimestres, encontrandose que la mayor cantidad de carne se ofrece entre octubre y

diciembre.

Figura 3-1. Comportamiento del sacrificio de ovinos y caprinos durante los afios 2013-2017.
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Fuente: Elaboracion propia a partir de estadisticas del Departamento Nacional de Estadistica -DANE-

Existe una tendencia al incremento de la demanda mundial por alimentos de origen animal,
tanto que se espera que crezca en un 70% para el afio 2050 con respecto al afio 2010
(Friedrich, 2014). En este escenario, la investigacion e innovacion jugara un rol clave en el
aumento de la productividad con miras a satisfacer esa demanda, asi la industria ovina
tendra que enfrentar dos retos principalmente: incrementar la produccién y eficiencia
contemplando la adicion de valor al producto, y al mismo tiempo aumentar la velocidad de
los logros tecnoldgicos y su adopcioén con el fin de competir de manera exitosa en el

mercado frente a otras carnes (Montossi et al., 2013).

Con el fin de optimizar la produccién de carne es importante determinar qué factores son
los responsables de las diferencias productivas, asi, hay factores propios del animal y del
ambiente. Una manera de evaluar este aspecto es determinar el rendimiento en canal, es

decir, una vez sacrificado el animal cudl es la proporcién del peso vivo que se refleja en



88 Polimorfismos en genes candidatos asociados a pardmetros de crecimiento y
rendimiento en canal en ovinos (Ovis aries) del Centro Agropecuario Marengo

y Concepcion, Santander

productos consumibles (carne, piezas, cortes o deshuese) teniendo en cuenta que
dependiendo la especie las piezas pueden variar. En ovinos se ha estudiado la influencia
de factores como el peso final (Liu et al., 2015), tipo racial (Rodriguez et al., 2011) y sexo

(Zgur, Cividini, Kompan, & Birtic, 2003) sobre el rendimiento en canal.

Desde el punto de vista genético también se ha postulado el efecto de genes mayores que
influyen desde el peso al nacimiento, la tasa de ganancia de peso, peso al sacrificio y
rendimiento (Dunner et al., 2013), asi como la proporcién de érganos internos (Gorlov et al.,
2017). Entre los genes candidatos evaluados en ovinos y cuyos polimorfismos han
demostrado asociacion a pardmetros de canal se encuentra la hormona del crecimiento
(Bahrami, Behzadi, Miraei-Ashtiani, Roh, & Katoh, 2013; Gorlov et al., 2017), miostatina
(Han, Forrest, Sedcole, & Hickford, 2015; Hickford et al., 2009; Masri et al., 2011), leptina
(Barzehkar, Salehi, & Mahjoubi, 2009), calpastatina (Jawasreh et al., 2017), entre otros.
Algunos estudios han demostrado cémo los ovinos cruzados (Texel x Poll Dorset)
portadores de una mutacion en el gen de miostatina tienen mayor masa muscular y menores

niveles de grasa al sacrificio (Masri et al., 2011).

El objetivo de este trabajo fue establecer la presencia de polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs) en los genes GH1, MSTN, CAST y CAPN y evaluar su asociacion a parametros
productivos de canal: rendimiento en canal, brazos, perniles y lomo, teniendo en cuenta la

raza, el tipo de parto, grupo contemporaneo y sexo.

3.2 Materiales y métodos

A continuacion, se describen los materiales y métodos empleados para alcanzar los
objetivos propuestos. Todos los procedimientos que se describen a continuacién fueron
avalados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia
mediante el oficio CB-036-2015 del 9 de junio de 2015.



3.2.1 Material experimental

Fueron colectadas 98 muestras de sangre de ovinos! tomadas en la vena yugular en tubos
de 6 ml con 10% EDTA. Los animales provenian del Centro Agropecuario Marengo -CAM-
de la Universidad Nacional de Colombia, el cual se encuentra ubicado en Mosquera,
Cundinamarca en el Km 14 de la Carretera Central de Occidente, a una altura de 2360
m.s.n.m. con una temperatura promedio 14°C, asi como del municipio de Concepcion,
departamento de Santander, que esta a 2050 m.s.n.m. y cuenta con una temperatura
promedio de 18°C. Se muestrearon 17 hembras y 81 machos pertenecientes a cuatro razas:
Corriedale (CO), Criollo de Lana (CL), Hampshire (HS) y Romney Marsh (RM), a los cuales
se les tomaron los datos de peso y rendimientos y fueron sacrificados entre agosto de 2015
y mayo de 2016.

Los animales provenientes del CAM fueron sacrificados en la planta del municipio de
Choconta, mientras que, los animales del municipio de Concepcion fueron beneficiados en
la planta de este municipio. Los corderos fueron pesados entre 18 y 24 horas antes del
sacrificio, se dejaron en ayuno vy al finalizar este, nuevamente fueron pesados (PFINAL).
Los animales fueron insensibilizados, izados, desangrados y se les retir6 la cabeza;
posteriormente, se retird la piel, manos y patas, asi como el contenido visceral separando
visceras rojas de visceras blancas, de alli se tomé el peso en canal caliente y fueron

dejadas en cuartos frios (0-4°C) para su procesamiento 18 horas después.

Una vez concluido el tiempo de maduracién, se tomé nuevamente el peso de la canal
(CFRIA). Se retiraron los brazos bordeando la escapula, la costilla incluyendo la falda y el
cuello, el lomo y a los perniles se les retiré la cola. Cada uno de los cortes obtenidos fue
pesado individual y posteriormente fueron procesados y envasados al vacio para su venta.

A partir de estos se determiné el rendimiento en canal (RCANAL) como la relacion entre el

! Los corderos usados en este estudio hacen parte del proyecto “Programa estratégico para el
mejoramiento genético y reproductivo y determinacién de las caracteristicas y calidad de la canal en
sistemas de produccion ovina en cinco regiones de Colombia”
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PFINAL y CFRIA, también se establecio el rendimiento en brazos (RBRAZOS), perniles

(RPERNIL) y lomo (RLOMO), entendidos como la proporcién del peso de la canal fria

representada por estos cortes. El procedimiento de sacrificio y posterior pesaje fue

manejado por el mismo personal con el fin de minimizar sesgos sobre los datos tomados.

Tabla 3-1. Distribucion de los datos usados en el andlisis.

Factor n Factor n
Raza Tipo de parto -TPART-

Corriedale (CO) 22 Sencillo 43
Criollo de Lana (CL) 39 Multiple 55

Hampshire (HS) 10 Grupo contemporaneo -GC-
Romney Marsh (RM) 27 A: 03/2014-CAM 09
Sexo B: 08/2014-CAM 16
Hembra 17 C: 04/2015-CAM 34
Macho 81 D: 07/2015-CAM 26
E: 04/2015-CONCEPCION 13

3.2.2 Extraccion de ADN

Una vez colectadas, las muestras fueron llevadas inmediatamente a refrigeracion hasta su

proceso de extraccion el cual se realiz6 en la semana siguiente a la toma de la misma. La

obtencion del ADN se logré usando la metodologia salting out (Miller etal., 1988),

posteriormente se realiz6 la cuantificacion y verificacion de la calidad con ayuda del

NanoDrop™ 2000 (Thermoscientific ®).



3.2.3 Estandarizacion de la gPCR

Se disefaron 10 juegos de primers para amplificar diferentes regiones en los genes ovinos

hormona del crecimiento GH1, miostatina MSTN, calpastatina CAST- y calpaina 1 CAPN.

Los primers fueron disefiados mediante el uso de Primer3 (Koressaar & Remm, 2007;

Untergasser et al., 2012), la identificacion asignada, secuencia y tamafio de amplificado se

encuentran relacionados en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2. Marcadores utilizados en el estudio de asociacion a parametros productivos de

canal
GEN MARCADOR FORWARD (3’ —5’) REVERSE (3’ —5’) TAMARO
AGGGGTAACAACAGA ATGATGCGCTGCTC
GH1-1 147 bp
- TGGCTG AAGAACTA
AAACAGGCCGGACAA AGATCAGGCGTCTA
GH1-3 156 bp
GGACAT GCTCTCT
TCTTTCAGACCAAGTC TGACGGCTTATTTG
CAST3 251 bp
ACAGGAC GGTATGACA
GTTCTGGCACTTGAAT CTAACAAGTTTCCCT
CAST4 184 bp
CAST GATTCCC GAGTGCAT
CGTGACAACAAAGAA CCACCACAAAAAGA
CASTS 161 bp
CTTGACGA GGGCTATAA
GATGGCCGAGGAGTT ATGCCATAGGTTTTG
CAPN1-1 249 bp
CATCACT GAGGAGTT
CTGGACATGACCTTG TCAGCTCCCATCTA
CAPN CAPN1-2 228 bp
TGGAAGC CCAACAAGA
GGTCTACAACCGCAG AAAGGCTCACCTGT
CAPN1-3 237 bp
TGTCTT CTGCAATAC
TATTTATGCTGCTTGT GCCTTGGGCAAAAG
MSTN1 217 bp
ST TGCTGGC TTGTCTTAT
GGATGGGATTGGATT TCTTTGTAGGAGTAC
MSTN2 154 bp
ATTGCACC AGCAAGGG
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La funcionalidad de los primers fue verificada mediante una PCR con las condiciones
descritas en la Tabla 3-3; los productos fueron observados en un gel de agarosa 1.5%
(Figura 3-2).

Tabla 3-3. Condiciones de PCR para prueba de funcionalidad de primers

ETAPA CICLOS TEMPERATURA °C TIEMPO (SEG)
_ 25 0
Pre-calentamiento 1
94 300
_ 96 330
Denaturacioén 1
96 360
60 390
Anillamiento 35
60 420
72 450
Extension 1
72 540
Extension final 0 72 740

Figura 3-2. Gel de agarosa 1,5% para verificacion del tamafio de los amplicones

Nota: Los carriles 6 y 15 corresponden al marcador de peso



Posteriormente se llevo a cabo la estandarizacion de los marcadores en el LightCycler® 96
de la Unidad de Genotipificacion Animal — UGA de la Facultad de Medicina Veterinaria y de
Zootecnia, Universidad Nacional de Colombia efectuando un gradiente de temperatura
entre 57 °Cy 63 °C (Figura 3-3) para asi, establecer la temperatura de hibridacién y el rango

de temperatura de melting de cada marcador.

Figura 3-3. Protocolo de estandarizacion de amplificacion HRM
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3.2.4 Genotipificacion de la poblacion

La genotipificacion de la poblacion se realizd mediante el andlisis de alta resolucion de
fusion (HRM- High Resolution Melting) en el LightCycler® 96. Las condiciones de PCR se
describen en la Tabla 3-4. Las temperaturas de hibridacion de los marcadores oscilaron
entre 57-60°C. Las reacciones de PCR fueron realizadas con el kit LightCycler® 480 High
Resolution Melting Master en un volumen final de 10 pl de acuerdo a las indicaciones del
proveedor. Mediante el software LightCycler® 96 se establecieron los grupos (posibles

genotipos) de acuerdo a la curva de melting (Figura 3-4).
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Tabla 3-4. Protocolo de gPCR-HRMA

ETAPA CICLOS L TIEMPO
PREINCUBACION 1 95°C 600 s
95°C 10s
AMPLIFICACION 55 60°C* 15s
72°C 15s
95°C 60 s
40°C 60 s
HIGH RESOLUTION MELTING 1
65°C 1s
97°C 1s
ENFRIAMIENTO 1 37°C 30s

*La temperatura de hibridacion fue diferente para cada marcador.

Figura 3-4. Curvas de melting para el marcador MSTN1
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Nota: Cada color indica un grupo, en este caso se determinaron 8 grupos, presumiendo 8 genotipos
presentes en la poblacion evaluada.



3.2.5 Secuenciacion

Posterior a la genotipificacion de los marcadores, se realizo la secuenciacion, lectura de
electroferogramas y determinacion de la posicion polimoérfica. En el caso de los marcadores
de GH1 la secuencia se realiz6 en el ABI 310 de la Unidad de Citogenética y de
Genotipificacion de Animales Domésticos -UGA-. Para los otros marcadores, las muestras
fueron enviadas al Instituto de Genética Humana de la Universidad Nacional de Colombia
y alli se secuenciaron en el ABI 3500. La seleccion de las muestras para secuenciar se
realiz6 a partir de los grupos conformados en la genotipificacion (Figura 3-5). De cada grupo
se seleccionaron 2 muestras al azar. El resultado del andlisis de la secuencia encontrada
en cada caso fue comparado con los grupos de genotipificacion y asi se determiné la
correspondencia real de los grupos y los genotipos. A partir del genotipo hallado en la
muestra secuenciada se asigno el genotipo a toda la poblacion de acuerdo con el grupo al

que corresponde.

Figura 3-5. Grupos HRMA marcador MSTN1
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3.2.6 Analisis estadistico

Una vez realizado el andlisis de las secuencias se determiné la presencia o ausencia de
SNPs de acuerdo con lo esperado de acuerdo a la informacién disponible en la base de
datos ensembl? (Tabla 3-5). En el caso de encontrar SNP se determiné tanto la frecuencia
alélica como genotipica con el procedimiento PROC FREQ de SAS y se procedi6 a realizar
el estudio de asociacion. Los marcadores con frecuencia mayor al 1% fueron incluidos en
el andlisis de asociacién genotipo-fenotipo (Hickford et al., 2009).El andlisis estadistico se
hizo mediante el procedimiento GLM de SAS (Statistical Analysis System Institute, version
estudio https://www.sas.com/en_my/software/studio.html). El modelo aplicado fue el

siguiente:
Yijklm = u+ GCl + R] + Sk + Tl + +ZHm + €ijkim

Donde:
Y jkim= Variable respuesta del individuo (ver 3.2.7.)

u = Media poblacional,

GCi = Efecto de grupo contemporaneo, integrado por afio de nacimiento (2014 y 2015),
época de nacimiento (marzo-abrii 0 agosto-septiembre) y procedencia (CAM o
Concepcion), A, B, C, D 0 E (ver Tabla 3-1),

R;= Efecto de grupo racial del cordero: Hampshire, Corriedale, Criolla de Lana 6 Romney
Marsh,

S«= Efecto del sexo del cordero: Macho o Hembra

T,= Efecto del tipo de nacimiento del individuo m: sencillo o mdltiple,

Hm = Efecto de los genotipos de los marcadores con presencia de polimorfismos,

e;jkim = Residual

2 Informacién consultada en marzo de 2018, disponible en ensembl.org



Si bien se considera que es importante tener en cuenta el efecto del nimero de parto de

las madres y los efectos paternos de los corderos evaluados, en el presente estudio no

pudieron ser incluidos como factores dentro del modelo ya que no se disponia de la

informacién necesaria.

3.2.7 Variables respuesta del estudio de asociacion

Dentro del modelo estadistico se evaluaron como variables respuesta las siguientes

variables:

a)

b)

f)

g)

h)

Peso final (PFINAL): Corresponde al peso del cordero (kg) una vez finaliza el periodo
de ayuno, este peso es tomado previo al sacrificio

Peso canal fria (CFRIA): Corresponde al peso de la canal (kg) una vez se ha
finalizado el periodo de maduracién en cuarto frio (12-18 horas)

Peso brazos (PBRAZOS): Peso (kg) de los dos brazos de la canal, la diseccion para
obtener el corte se realizé bordeando la escépula, este peso corresponde tanto a
tejido muscular, 6seo y adiposo.

Peso perniles (PPERNIL): Peso (kg) de los perniles de la canal. este peso
corresponde tanto a tejido muscular, éseo y adiposo.

Peso lomo (PLOMO): Peso (kg) del lomo el cual fue obtenido de la diseccién de la
canal, este peso corresponde tanto a tejido muscular, 6seo y adiposo.

Rendimiento en canal fria (RCANAL): Corresponde al porcentaje rendimiento en
canal fria calculado como PFINAL/CFRIA

Rendimiento en brazos RBRAZOS: Corresponde al porcentaje de rendimiento en
brazos de la canal, calculado como PBRAZOS/CFRIA

Rendimiento en perniles (RPERNIL): Corresponde al porcentaje de rendimiento en
perniles de la canal, calculado como PPERNIL/CFRIA

Rendimiento en lomo (RLOMO): Corresponde al porcentaje de rendimiento en lomo
de la canal, calculado como PLOMO/CFRIA
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Para las variables peso final PFINAL y peso de la canal fria CFRIA se incluyé como
covariable la edad al sacrificio ESAC en sus formas lineal y cuadratica, que para las

hembras fue de 373 dias mientras que para los machos fue de 329 dias.

Tabla 3-5. Polimorfismos de nucleétido simple reportados para los marcadores utilizados
en el estudio.

GEN MARCADOR EXON SNP ALELOS POSICION
MSTN1 1 rs417816017 AIG 2:118144543
MSTN
MSTN2 3 STOP G/-
rs162303478 GIA 21:42713440
CAPN1-1 10 rs162303479 CIT 21:42713554
rs424732481 G/A 21:42717932
CAPN1-2 5 rs604901247 CIT 21:42717941
rs403485117 CIT 21:42717956
rs597629371 AIG 21:42740510
3 rs605955578 GIA 21:42740527
CAPN1 rs413072940 CIA 21:42740567
rs424095565 GIA 21:42740579
rs402684384 CIA 21:42740595
CAPN1-3 rs417886712 GIA 21:42740596
3 rs593871070 CIT 21:42740609
rs429063113 G/A 21:42740622
rs403601320 T/IC 21:42740658
rs594845448 CIT 21:42740696

CAST CAST3 9 rs420203804 TIC 5:93439333




GEN MARCADOR EXON SNP ALELOS POSICION

rs160120416 AICIT 5:93439348
rs408903997 CIT 5:93448376
CAST4 H rs160120621 CIT 5:93448391
CASTS 26 rs160120876 C/IA 5:93471382
rs397514107 TIT 11:47540223
GH1-1 5 rs397514106 CIT 11:47540267
rs596456087 G/A 11:47540268
GH1
rs397514062 G/A 11:47541495
GH1-3 2 rs397514092 CIT 11:47541485
rs397514093 CIT 11:47541475

3.3 Resultados

3.3.1 Parametros fenotipicos

Se encontrd que los animales evaluados llegaron al sacrificio con un peso aproximado de
37 kg £ 6,9, observdndose un rendimiento en canal fria de 46,3% ya que se obtuvieron
canales de 17,13 kg = 3,37. El 56% de la canal estuvo representada en los principales
cortes: brazos (18,55% + 2,22), perniles (30,78 £ 3,56) y lomo (6,70 + 1,16) (Tabla 3-6).

Tabla 3-6. Valores promedio y desviacion estandar de los parametros de canal

PARAMETRO CcODIGO MEDIA D.E.
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Peso vivo al finalizar el ayuno

(kg) PFINAL 37,153 6,876

Peso de la canal fria (kg) CFRIA 17,130 3,373
Peso de los brazos (kg) PBRAZOS 3,172 0,705
Peso de los perniles (kg) PPERNIL 5,248 1,088
Peso del lomo (kg) PLOMO 1,153 0,328
Rendimiento en canal fria (%) RCANAL 46,240 4,905
Rendimiento en brazos (%) RBRAZOS 18,545 2,220
Rendimiento en perniles (%) RPERNIL 30,779 3,556
Rendimiento en lomo (%) RLOMO 6,695 1,162

3.3.2 Amplificacién

El protocolo estandarizado de amplificacion permitié obtener amplicones de los marcadores
GH1-1, GH1-3, MSTN1, CAST3, CAST4 y CASTS8, no asi en el caso de los marcadores
MSTN2, CAPN1-1, CAPN1-2 y CAPN1-3, por lo que estos fueron eliminados del estudio.

3.3.3 Genotipificacion y secuenciacion

A partir del analisis de HRM el software estableci6 mas de un grupo en cada marcador

indicando posible presencia de mas de un genotipo, lo cual fue corroborado con las



secuencias analizadas. Se detecto la presencia de 5 SNPs en la poblacion estudiada, solo
para uno de estos SNPs se hallaron todos los genotipos posibles. En el anexo C se
presentan los datos de genotipos observados vs esperados y el equilibrio de Hardy
Weinberg para estos cinco marcadores, encontrandose que el SNP en el gen GH1 no esta
en equilibrio HW dado que la poblacién es mayoritariamente heterocigota, caso contrario a
los polimorfismos detectados en MSTN y CAST los cuales si se encuentran en EHW. En
las Figuras 3-6, 3-7, 3-8 y 3-9 se presentan los genotipos determinados en la poblacién que
corresponden a los SNPsrs417816017 en el gen MSTN, rs397514062 en el gen
GH1, rs160120416 y rs408903997 en el gen CAST, respectivamente.

Figura 3-6. Animal homocigoto AA vs animal heterocigoto A/G MSTN1
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Figura 3-7. Electroferograma de un animal heterocigoto GA vs homocigoto GG marcador
GH1-3




102 Polimorfismos en genes candidatos asociados a pardmetros de crecimiento y
rendimiento en canal en ovinos (Ovis aries) del Centro Agropecuario Marengo

y Concepcion, Santander

Figura 3-8. Cordero homocigoto AA vs heterocigoto CA en marcador CAST3

Figura 3-9. Animal homocigoto CC vs animal heterocigoto TC en el marcador CAST4
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el cual esta ubicado en la posicién 5:93439402 y no esta reportado en la base de datos
ENSEMBLES?: En la Figura 3-10 se presenta la comparacion entre un animal homocigoto

CC vs un animal heterocigoto CT, el cual en este estudio se denominard como CAST3B.

8 Gene: CAST ENSOARG00000017709 SHEEP
https://www.ensembl.org/Ovis_aries/Gene/Variation Gene/Table?db=core;g=ENSOARG00000017
709:r=5:93354399-93484087;t=ENSOART00000019281 (consultado 21 de mayo 2018).



https://www.ensembl.org/Ovis_aries/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSOARG00000017709;r=5:93354399-93484087;t=ENSOART00000019281
https://www.ensembl.org/Ovis_aries/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=ENSOARG00000017709;r=5:93354399-93484087;t=ENSOART00000019281

Figura 3-10. Nuevo CAST3B C/T en el gen CAST
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Asimismo, se establecieron los estandares de las curvas de melting de los genotipos
hallados con el fin de poder realizar las asignaciones futuras de genotipos a partir de estas
(Figura 3-11), es decir, que se puedan genotipar animales haciendo uso de la técnica HRMA

sin necesidad de secuenciar a menos que se encuentre un patrén de curva diferente.

Figura 3-11. Curva de melting genotipo G/A vs G/G marcador GH1-3
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En la Tabla 3-7 se presentan las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs analizados,
teniendo en cuenta los marcadores mediante los cuales fueron hallados y la codificacion

reportada de cada uno (ensembl.org).
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Tabla 3-7. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs analizados

MARCADOR SNP ALELO GENOTIPO
A G AA AG GG
MSTN1 rs417816017*
0,9541 0,0459 0,9082 0,0918 0
T C TT TC CcC
rs420203804
1 0 1 0 0
A C AA AC CcC
CAST3 rs160120416**
0,985 0,015 0,969 0,031 0
C T CC CT TT
CAST3B
0,980 0,020 0,959 0,041 0
C T CcC CT TT
rs408903997***
0,903 0,097 0,827 0,153 0,020
CAST4
C T CcC CT TT
rs160120621
1 0 1 0 0
C A CcC CA AA
CASTS rs160120876
1 0 1 0 0
C T CcC CT TT
rs397514107
1 0 1 0 0
GH1-1
C T CC CT TT
rs397514106




MARCADOR SNP ALELO GENOTIPO
G A GG GA AA
rs596456087
0 1 0 0
G A GG GA AA
rs397514062%%
0531 0,469 0,061 0,939 0
C T cC CT T
GH1-3 rs397514092
1 0 1 0 0
C T cC CT TT
rs397514093
1 0 1 0 0

*En adelante este SNP se denominara MSTN1
**En adelante este SNP se denominara CAST3A
***En adelante este SNP se denominara CAST4

****En adelante este SNP se denominara GH1-3

A partir de estas frecuencias genotipicas se realizd el analisis de asociacién fenotipo-
genotipo con los marcadores: MSTN1, CAST3A, CAST3B, CAST4 y GH1-3, teniendo en
cuenta el sexo, raza, tipo de parto y grupo contemporaneo. De estos factores, el sexo influy6
sobre PFINAL y CFRIA mientras que en el caso de los rendimientos en canal y en los cortes
no hubo diferencias entre machos y hembras. Con respecto a las razas los animales
Corriedale mostraron un mayor promedio en el peso final, en contraste con los corderos
Criollo de Lana, siendo la raza en la que tuvieron menor peso al sacrificio. Con respecto al
grupo contemporaneo los animales nacidos en el primer semestre del 2015 en Concepcion
(Santander) mostraron el menor rendimiento en canal mientras que los animales

procedentes del CAM presentaron un rendimiento similar entre si. El tipo de parto no influy6

en ninguna de las caracteristicas evaluadas.
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De los SNPs hallados s6lo CAST3A mostro efecto significativo sobre el rendimiento en lomo
(RLOMO), en este caso, los animales portadores de la mutacién C/A presentaron cerca de
1,1% mas en este parametro. En la Tabla 3-8 se presentan los resultados de acuerdo al

efecto de cada uno de los parametros incluidos sobre las variables evaluadas.



Capitulo 2. Polimorfismos de nucledtido simple de los genes GH1, MSTN, 107

CAST y CAPNL1 asociados a rendimiento en canal en ovinos de lana

Tabla 3-8. Promedio de las variables evaluadas de acuerdo a los factores incluidos

PARAMETROS EVALUADOS

PFINAL CFRIA

FACTOR RCANAL RBRAZOS RPERNIL RLOMO
(kg) (kg)
M 40,2208 17,2782 42,9 19,6 30,9 6,9
SEXO!
H  46,766° 20,646 434 19,1 30,9 7,6
CL  40,397° 17,710  43.9 19,4 30,0 7,2
CO 45133 19,775 430 19,1 29,9 7,3
RAZA?
HS 44,126% 18,771 416 19,2 32,0 7,1
RM 44,316 19,593  43.9 19,6 31,7 7.3

A 51,691 23,966 45,62 20,52 30,4% 9,44

B 42,893 19,017 43,72 19,8% 31,3% 8,2°

GRUPO

CONTEM- C 38,674 17,404 45,32 17,8° 29,0° 6,3¢
PORANEG 37,177 15,989 43,0 17,5° 31,42 59¢
E 47,03 18,435  38,0° 21,02 32,42 6,4°
S 43185 18718 42,9 19,3 31,1 7.3

TPART?
M 43,801 19,206 43,3 19,3 30,7 7,1
GA 42,154 18372 431 19,4 31,1 7,1

GH1-3
GG 44,832 19,553 43,1 19,3 30,7 7,4
AG 41,485 18,147 434 19,6 31,1 7,3

MSTN1
AA 45500 19,777 42,8 19,1 30,7 7,1
CC 41,644 18,495 443 19,2 30,8 7,8
CAST4 CT 42,263 18,182 42,3 18,9 314 7,6

TT 46,572 20,209 42,7 19,9 30,5 6,2




108 Polimorfismos en genes candidatos asociados a parametros de crecimiento y
rendimiento en canal en ovinos (Ovis aries) del Centro Agropecuario Marengo y

Concepcidn, Santander

PARAMETROS EVALUADOS

PFINAL CFRIA

FACTOR RCANAL RBRAZOS RPERNIL RLOMO
(kg) (kg)

AA 43178 19,359 450 19,7 30,9 6,7°
CAST3A

CA 43808 18565 412 19,0 30,9 7,82

CC 43539 19,278 432 18,9 315 7,5
CAST3B

CT 43,447 18646 430 19,8 30,4 6,9

IM= macho, H=hembra. °CL= Criollo de Lana, CO= Corriedale, HS= Hampshire,
RM=Romney Marsh. *TPART= Tipo de parto S=Sencillo, M=Multiple 22 corderos/parto. En

negrita se indican los efectos significativos (p<0,05).

3.4 Discusion

3.4.1 Parametros productivos

Se estimd un peso vivo previo al sacrificio de 37,15 + 6,88 kg el cual estuvo afectado
principalmente por el sexo y la raza (p<0,05). Para este estudio en particular, las hembras
evaluadas llegaron con un peso superior frente a los machos lo cual no es muy comun
encontrar; cabe mencionar que aunque se incluyé como covariable la edad al sacrificio
(tanto lineal como cuadratica), no resulté significativa, la edad de las hembras fue casi 44
dias superior a la de los machos (373 vs 329, respectivamente). Asimismo, la cantidad de
hembras incluidas fue inferior a la de los machos y adicionalmente, el rango de edades
para las hembras fue mas corto que el de los machos lo que podria explicar este resultado,

ya que las hembras tienen un mayor porcentaje del peso adulto.



El peso al sacrificio de los corderos (machos y hembras) evaluados en el presente estudio
fue superior (37,15 Kg) a reportes previos en poblaciones colombianas. En el caso del
estudio realizado por Pérez (2017), en una poblacion de los departamentos de Boyaca,
Cundinamarca, Santander y Tolima, quien reporta que la edad y peso al servicio* en
animales Romney Marsh es de 255,69 dias y 35,98 kg, respectivamente y en corderos
Hampshire de 210,85 dias y 30,63 kg, en contraste con los valores encontrados en el
presente estudio, los cuales fueron superiores tanto en edad como en peso, por lo que se
destaca que los animales de las razas Hampshire y Romney Marsh tuvieron pesos finales
cercanos a los 44 kg. De modo similar, en ovinos, presumiblemente de pelo, por la
ubicacion del estudio (departamento de Cérdoba), (Simanca, Vergara G, & Bustamante,
2017) se reportaron pesos entre 30 y 35 kg a los 720 dias, por lo que se infiere a partir de
la curva de crecimiento que pesarian entre 25y 30 kg, al tener aproximadamente la misma
edad promedio de los animales del presente estudio. En Nueva Zelanda se reportaron
pesos al sacrificio (37,42 kg y 43,32 kg) en la raza Romney, cercanos a los hallados en el
presente estudio, con la salvedad de que ese peso se logré en animales de edades entre
los 99 y los 179 dias (Han et al., 2015).

Las canales evaluadas tuvieron un peso aproximado de 17,13 kg % 3,37 una vez finalizado
el periodo post-mortem. De modo similar al PFinal, las canales provenientes de hembras
fueron significativamente (p<0,05) 3,37 kg mas pesadas que las de los machos, lo cual se
podria explicar por la diferencia de pesos finales, sin embargo, para CFria la diferencia se
hace menor teniendo en cuenta que PFinal entre machos y hembras se diferencia en 6,54
kg. No se observaron diferencias debidas a la raza, grupo contemporaneo o al tipo de parto
(p>0,05). Frente a razas como Santa Inés y sus cruces con Dorper, las canales del
presente estudio presentaron pesos similares a los hallados por Souza, Selaive-Villareal,
Pereira, Silva & Oliveira (2016) quienes encontraron que al incluir la raza Dorper en los
cruzamientos con Santa Inés, las canales resultantes tenian un peso superior cercano a
los 17,6 kg.

4 Momento en que se decide si los animales van a sacrificio o se dejan para la reproduccion.
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Con respecto a RCANAL, los corderos provenientes del grupo E del municipio de
Concepcion, Santander, rindieron 5% menos que el resto de la poblacién analizada en el
presente estudio. El promedio de RCANAL para los animales de los grupos A-C (44.4%)
fue similar al reportado por Muir, Thomson & Askin (2008), quienes mencionan
rendimientos de 43,3%, aunque para canales de un peso promedio de 13 kg, cuando se
determina el rendimiento teniendo en cuenta peso de canal fria y el peso vivo una vez
finalizado el ayuno. En el trabajo de Rosa et al., (2007), de modo similar al presente
estudio, no se encontraron diferencias en el rendimiento debidas al sexo, tipo de
alimentacién o razas cuando evaluaron animales Romney Marsh y Merino Blanco, cuyo el
rendimiento fue de 49,9% y 54,7%, respectivamente, aunque cabe mencionar que estos

autores utilizaron el peso en canal caliente para determinar el rendimiento.

Se destaca que cuando se compara el promedio de RCANAL entre las razas de lana del
presente estudio frente al comportamiento de razas de lana, como la Cornigliese, que es
local en Italia, el RCANAL del presente estudio fue superior (46,3% vs 42,53%), aunque
los resultados de Sabbioni et al., (2018) parten de animales con pesos vivos superiores, lo
gue resulta en canales de 27 kg. Adicionalmente, de modo similar al presente estudio,
estos autores concluyen que tanto el peso vivo final como el de la canal y el rendimiento
no se vieron diferenciados por el sexo de los animales (Sabbioni, Beretti, Ablondi, Righi, &
Superchi, 2018).

Aunque existen pocos estudios de rendimiento en canal en ovinos en Colombia, se destaca
el realizado por Albarracin & Sanchez (2013) en corderos Dorper x criollo de pelo, los
cuales alcanzaron un rendimiento de hasta 51% en canal caliente. Se pudo determinar que
los factores de sistema de cria y tiempo de ayuno afectan el rendimiento y en general,
indican que a mayores tiempos de ayuno hay mayores porcentajes de rendimiento en
canal, ya que al disminuir el porcentaje de visceras blancas, la base de calculo, que es el

peso antemortem, es menor.



En el presente estudio, los cortes evaluados (brazos, perniles y lomo) representaron cerca
del 56% de la canal fria, este valor se acerca a los reportados por Han et al., (2015). El
corte de mayor peso fue en los perniles (30,78 * 3,56), seguido de brazos (18,55% * 2,22)
y el lomo (6,70 £+ 1,16). Para estos parametros el Gnico factor que influyé significativamente
(p<0,05) fue el grupo contemporaneo. Asi, en los animales del grupo E aunque tuvieron el
menor rendimiento en canal (38%), los brazos representaron el mayor porcentaje de
rendimiento (21%) en toda la poblacion, mientras que los animales de los grupos Cy D
tuvieron menores valores (17,8% y 17,5%, respectivamente). Con respecto a los perniles,
los animales del grupo C presentaron el menor valor, cerca de 3,4% menos frente al mayor

rendimiento mostrado por los animales de los grupos E y D.

3.4.2 Gen GH1

Se detecto la presencia del polimorfismo G/A del SNP rs397514062, denominado GH1-3
en el presente estudio y esta ubicado en el exén 3 del gen GH1, observandose un 93,9%
de frecuencia del genotipo portador frente a un 6,1% del homocigoto silvestre. La mutacion
estuvo presente tanto en hembras como en machos nacidos en partos sencillos y multiples,
asi como en las cuatro razas estudiadas, es decir que no hubo exclusividad en alguno de
los factores incluidos. Para esta mutacion no se encontraron reportes previos de estudios
de asociacién. Esta es una mutacion de tipo missense en la cual se afecta el aminoacido

20 de la proteina traducida, en el caso mutado se cambia una Leucina por una Prolina.

Cabe destacar que ninguna de las 4 razas analizadas en el presente estudio ha sido
reportada previamente como portadoras de la mutacién GH1-3, (Ensembl, 2018b). La
presencia o ausencia del polimorfismo GH1-3, no tuvo efecto estadisticamente significativo
(p>0,05) sobre ninguno de los parametros evaluados en el presente estudio. En ovinos, de
raza tipo lana como la Salsk se realizaron estudios con el fin de valorar la influencia del
genotipo GH/Haelll sobre parametros de canal como el peso de la misma, el porcentaje de

rendimiento asi como el peso de los 6rganos internos y se pudo demostrar que los
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animales heterocigotos tenian mayores pesos vivos pre-sacrificio, de la canal, del corazén
y de los rifiones y un rendimiento en canal superior a los homocigotos silvestres (Gorlov
et al., 2017). La raza Salsk fue desarrollada en el sur de Rusia con el fin de favorecer la
produccion de lana fina pero también tiene importancia a nivel productivo de carne, como
ocurre en el pais con las razas ovinas de lana cuyo propésito en los departamentos de
Boyacd, Santander y Cundinamarca incluye la produccién tanto de lana como de carne
(Moreno & Grajales, 2014). Igualmente, este polimorfismo (GH/Haelll) fue evaluado en
ovinos de razas hindles Donggala y East Java que también son de tipo lana y se encontré
asociado a la tasa de crecimiento y el peso al nacimiento (Malewa, Hakim, Maylinda, &
Husain, 2014).

De modo similar al presente estudio, en bovinos de raza Nellore, no se pudo demostrar
efecto alguno de un polimorfismo identificado en el gen GH1, excepto cuando fue evaluada
la interaccién de esta mutacion con otra identificada en el gen del receptor de la hormona
del crecimiento (GHR) y su asociacion al peso a los 550 dias (Cardoso et al., 2014). En
conejos Fontanesi et al., (2012) encontraron que el polimorfismo ¢.-78C>T tuvo un efecto

positivo sobre el peso final.

3.4.3 Gen MSTN

El gen que codifica para el factor de crecimiento y diferenciacién 8, también conocido como
miostatina, ha sido sujeto de caracterizaciones moleculares con el fin de hallar SNPs que
se puedan asociar a caracteristicas de interés productivo en diferentes especies como
ovinos (Dimitrova, Bozhilova-Sakova, Stancheva, & Tzonev, 2016; Trukhachev et al.,
2018),bovinos (Khasanah, Gunawan, Priyanto, Ulum, & Jakaria, 2016), porcinos (Rehfeldt,
Fiedler, & Stickland, 2004), caprinos (Khichar et al., 2016; Zhong et al., 2014), entre otras.



En el presente estudio, se identificé la presencia del SNP rs417816017 en el exén 1 del
gen MSTN, con una frecuencia de 9,08% de animales heterocigotos A/G frente a un
90,82% de homocigotos sin mutacién; la frecuencia alélica de G, el alelo mutado, fue de
solo en un 4,59% mientras que el alelo silvestre A fue de 95,41%. Cabe resaltar que la
frecuencia del alelo menor (MAF: minor allele frequency) de MSTN1, en el presente estudio
fue superior a lo reportado en la base de datos Ensembl (MAF= 0.01) (Ensembl, 2018c).
Esta variante alélica es de tipo missense resultando en un cambio en el residuo 34 de una
glutamina por una glicina -Glu34Gly- (Ensembl, 2018c). Trukhachev et al., (2015) también
identificaron el polimorfismo MSTN1 en una poblacion ovina rusa llamada Dzhalginsky
Merino, en particular, los autores hallaron que la frecuencia de los tres genotipos fue de
90% AA, 5% AG y 5% GG y que los animales homocigotos mutados presentaban 7.7%

menos de altura a la cruz.

Cabe destacar que el gen MSTN en ovinos presenta muchas variaciones y que los
genotipos difieren ampliamente incluso dentro de las misma raza, por lo que se considera
relevante realizar la identificacidon de polimorfismos, dado que la miostatina es uno de los
mas importantes reguladores del crecimiento y el desarrollo (Trukhachev et al., 2015). En
corderos Romney neozelandés se pudo identificar la mutacién g+6223G>A la cual fue
asociada significativamente al rendimiento total, en lomo (como corte) y la proporcién del
lomo en el total de carne, siendo mejores los animales heterocigotos frente a los
homocigotos silvestres (Han et al., 2010). De modo similar, Masri et al., (2011) también
identificaron la presencia de la misma mutacién, g+6223G>A, en una poblaciéon de
corderos cruzados Texel x Montafia Galesa ubicados en Gales, Reino Unido, pero no
hallaron diferencia significativa (p>0,05) entre los genotipos con respecto al peso final; la
prediccion del peso de los perniles y del lomo evidencié que los animales homocigotos
para la mutacién tienen mayor produccién de carne en estos cortes, en el caso de las
paletas no hubo diferencia. Adicionalmente, aunque Dehnavi et al., (2012) identificaron
polimorfismos en el exdn 3 en corderos de la raza Zel, no encontraron asociacion con el

peso anual.
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3.4.4 Gen CAST

En el gen CAST se localizaron tres SNPs en la poblacién analizada en el presente estudio,
dos de los cuales se encuentran reportados en Ensembl (2018a), rs160120416 y
rs408903997 y son denominados en el presente estudio como CAST3A y CAST4,
respectivamente. El tercer polimorfismo fue llamado CAST3B, no se encuentra reportado
en Ensembl (2018a) por lo que se considera como una mutacion de novo y fue identificado

en animales de la raza Corriedale.

El polimorfismo CAST3A es una variante sinénima A/C en el residuo 187 que se traduce
en alanina mientras que el polimorfismo CAST4 corresponde también a una variante
sinénima C/T en el residuo 295 que se traduce en prolina; la mutacién de novo CAST3B
es una variante CT localizada en el intrén 10. En la poblacién estudiada en el presente
estudio s6lo se encontraron animales homocigotos no mutados y heterocigotos en los
marcadores CAST3A (AA/AC) y CAST3B (CC/CT) mientras que en CAST4 se identificaron
animales con los tres genotipos (CC/CT/TT). Cabe destacar que el marcador CAST3A fue
el unico de los tres polimorfismos identificados en el gen CAST que presentd efecto
significativo (p<0,05) sobre el rendimiento en lomo, observandose que los animales
heterocigotos (AC) fueron los que tuvieron un mayor peso del lomo con respecto a la canal,

frente a los homocigotos sin la mutacion (AA).

Las variaciones en el gen CAST de los ovinos han sido evaluadas con el fin de asociarlas
a parametros de crecimiento y de canal, como en el caso de la evaluacién realizada en
animales de raza Afshari en Iran, en la que no se encontraron diferencias significativas del
efecto del gen sobre parametros como el peso al nacimiento, peso al destete, peso a los
seis y nueve meses o sobre el espesor de grasa dorsal (Nikmard, Molaee, Eskandarinasab,
Dinparast Djadid, & Vajhi, 2012). De manera similar, en ovinos Awassi tampoco se
observaron diferencias entre animales portadores del polimorfismo Mspl frente a corderos

sin la mutacién sobre parametros como el peso de canal caliente y fria, el rendimiento en



canal y el peso de componentes que no hacen parte de la canal como los 6rganos internos;
sin embargo, si se observd un menor peso del total del hueso obtenido en animales

portadores lo que se reflejé en una mayor relacion carne:hueso (Jawasreh et al., 2017).

Algunos reportes previos han podido identificar altos niveles de expresion del gen CAST
asociados a bajos valores de terneza en carne de corderos de la raza Santa Inés por lo
gue se destaca la importancia de realizar analisis de este gen (Bagatoli et al., 2013). La
calpastatina es un componente variable del sistema de calpainas y la actividad de esta
proteasa esta altamente relacionada a la tasa de conversion de proteina en musculo
(Nikmard et al., 2012); es por esto que en cerdos se han identificado variantes alélicas en
el gen que codifica para calpastatina postuladas como influyentes sobre la actividad de la
proteasa (Gandolfi et al., 2011) asi como en parametros de calidad de carne bovina como
lo es la capacidad de retencion de agua (Leal-Gutiérrez et al., 2015; Leal-Gutiérrez &
Jiménez-Robayo, 2015) contenido de acidos grasos (Dunner et al., 2013) o terneza (Curi
et al., 2010; Ekerljung, 2012).

3.5 Conclusiones

Se determinaron diferencias en el peso final de los animales y de las canales frias
debidas al sexo mientras que el sexo tuvo efecto sobre el peso de la canal fria.en ovinos
de las razas Criollo de Lana, Hampshire, Corriedale y Romney Marsh, criados en

condiciones de trépico alto.

En las cuatro razas estudiadas el 94% de la poblacién fue heterocigota para el
polimorfismo GH1-3, ubicado en el exdn 3 del gen GH1, asimismo, se identificoO una

mutacion missense en el exén 1 del gen de miostatina en las razas Criollo de Lana,
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Corriedale y Romney Marsh.

En el gen CAST se identificaron tres polimorfismos, CAST3A en Criollo de Lana, CAST4
en Criollo de Lana, Corriedale y Romney Marsh y CAST3B, una mutacion de novo, en
animales de la raza Corriedale procedentes del CAM de la Universidad Nacional de

Colombia.

De las cinco mutaciones encontradas, CAST3A demostré un efecto significativo sobre el
parametro rendimiento en lomo, por lo que se considera que este marcador puede tener
un potencial en la evaluacion y seleccion de ovinos de lana criados en condiciones de

tropico alto.
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4. Discusion

4.1 Técnica HRMA

En el presente trabajo se realizd la genotipificacion de la poblacion mediante la técnica de
andlisis de alta resolucion de fusion o HRMA (High Resolution Melting Analysis). Esta
técnica consiste en la recopilacion de la informacion de fluorescencia de alta resolucion de
una mezcla de ADN de secuencias ligeramente diferentes; estos ADN contienen un
colorante fluorescente (el cual se une al ADN de doble cadena y al producto de PCR en
tiempo real) que esta expuesto a temperaturas crecientes. Los polimorfismos en el
producto de PCR pueden detectarse ya que habra diferentes curvas de fusién para
diferentes secuencias de ADN (Z.-W. Zhou, Yan, Li, & Ren, 2011). Los métodos basados
en geles estan siendo gradual e inevitablemente reemplazados por métodos de mayor
rendimiento tales como el andlisis de las curvas HRM, que entre otras, ventajas incluyen
la efectividad en costos, minima labor, rapido tiempo de respuesta y menor riesgo de
contaminacién del producto de PCR (Trujillo et al., 2012); adicionalmente, el uso de estas
técnicas favorece la exclusibn de sustancias peligrosas requeridas en los sistemas
basados en gel como la poliacrilamida, formamida y TEMED (Tindall, Petersen,
Woodbridge, Schipany, & Hayes, 2009).

Teniendo en cuenta las ventajas anteriormente mencionadas, en el presente trabajo se
opté por la implementacion de esta técnica como metodologia para genotipificar la
poblacion estudiada. Sin embargo, se encontré que es necesario realizar mayores pruebas
de validacion puesto que al secuenciar los animales, que de acuerdo a la agrupacion

HRMA podrian presentar polimorfismos en el fragmento amplificado, no en todos los casos
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se hallaron mutaciones. En el caso del marcador CASTS8, por ejemplo, la poblacion fue
dividida en 5 grupos (Figura 4-1) en los cuales una vez realizado el analisis de las
secuencias de los animales escogidos de cada grupo no se encontraron diferencias entre
si ni se hallaron polimorfismos. Sin embargo, en el caso del marcador MSTN1 en el que si
se detectd un SNP, los picos normalizados de melting difieren visiblemente en su forma

entre un animal homocigoto silvestre AA y un heterocigoto AG (Figura 4-2).

Figura 4-1. Picos normalizados de melting marcador CAST8
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En el presente trabajo, el uso del andlisis de alta resolucién de fusién y la secuenciacion
de los amplicones permitio identificar la presencia de 5 polimorfismos en los genes MSTN
(1), GH1 (1) y CAST (3), de los cuales uno (CAST3) fue identificado como un polimorfismo
de novo en la poblacién estudiada. Los resultados de los estudios previos reportados que
usan la técnica HRMA han demostrado la eficiencia de esta técnica para detectar SNPs en
el ADN mitocondrial (mtADN) de bovinos (Z.-W. Zhou et al., 2011) asi como variantes en
los genes NPY, LEP e IGF-1 en bovinos Angus (Truijillo et al., 2012). Esta técnica también
ha permitido identificar el polimorfismo rs4988235, ¢.1917+326C>T en el gen humano de
la lactosa de manera rapida y a costo moderado, el cual esta asociado a hipolactasia
(Delacour, Leduc, Lougano-Perdriat, Plantamura, & Ceppa, 2017). Asimismo, la
implementacion del uso del HRMA ha sido sugerida en las rutinas de autenticacion de
productos lacteos bufalinos, con el fin de detectar inclusion de leche bovina en los
productos bufalinos (Sakaridis, Ganopoulos, Argiriou, & Tsaftaris, 2013). Sin embargo, se
han encontrado limitaciones en el uso de la metodologia HRMA para identificar variantes
en microsatélites ovinos SSR (simple sequence repeat), frente a técnicas como la
electroforesis capilar que tienen mayor capacidad de discriminar las variantes, esto es
atribuible posiblemente al alto nivel de polimorfismos en los microsatélites (M. Yang et al.,
2014). Ahora bien, HRMA presenta ventajas discriminativas sobre técnicas ampliamente
usadas como los RFLP que solo pueden detectar las mutaciones cuando estan presentes
en la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion utilizada o cuando hay una

delecién o insercién presente (Masoudi, Emrani, Esmaeilkhanian, & Sofla, 2017).

4.2 Polimorfismo GH1-3

En el presente estudio se detectd un polimorfismo en el gen de la hormona del crecimiento
ovino, el cual corresponde a la mutacién denominada GH1-3 reportada como rs397514062
(Ensembl, 2018b). La poblacién evaluada fue principalmente heterocigota sin detectar
corderos homocigotos para la mutacién GH1-3 mientras que los corderos homocigotos
silvestres apenas alcanzaron el 11,7% de presencia. Esta mutacion no present6 efecto
significativo sobre los pardmetros evaluados tanto en crecimiento como en canal. No se

hallaron reportes de otros autores que hayan evaluado la mutacion GH1-3, sin embargo,
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hay diferentes estudios que han validado la presencia de polimorfismos en el gen GH1
demostrando la heterocigosidad entre razas ovinas y sugiriendo que estas mutaciones
pueden representar un punto de partida, en razas hindus nativas (Kumari et al., 2014) o
indonesias (Malewa et al., 2014), para el establecimiento de un programa de cria basado
en la seleccion asistida por marcadores. Cabe mencionar que el papel de la hormona del
crecimiento no se limita Unicamente a caracteristicas propias del crecimiento, sino que
también influye en procesos relacionados con la lactogénesis. Se han realizado estudios
que evaltan el efecto de polimorfismos en el gen GH1 y la produccién de leche, como los
trabajos de (Dettori, Pazzola, Pira, Paschino, & Vacca, 2015) quienes en ovinos de la raza
sarda, en ltalia, analizaron produccion diaria de leche y contenido de grasa, proteina,
caseinay lactosa, encontrandose asociacion con el porcentaje de grasa en leche mientras
gue (Vacca et al., 2013), en la misma raza, encontraron asociacion entre los SNPs en el
gen GH1 con el contenido de proteina y caseina, independientemente de la cantidad de

leche producida.

Otros autores han postulado la existencia de una mutacion letal en el exén 2 del gen GH1
denominada A781G y que ha sido reportada en ovinos Vempur en India (Seevagan,
Jeichitra, Rajendran, & Tirumurugaan, 2015) y cabras Boer (Hua et al., 2009), la letalidad
fue determinada porque no detectaron animales homocigotos mutados en las poblaciones
evaluadas. Sin embargo, otros autores no mencionan la existencia de letalidad de esta
misma mutacion, como en el caso de los estudios de Kumari et al., (2014) en corderos
nativos de la India y Meena et al., (2014) en tres razas hindues, (Patwandi, Marwari y
Dumba), quienes no detectaron animales homocigotos mutados para el SNP A781G. Cabe
destacar que, de modo similar, en el presente estudio tampoco fueron identificados
corderos homocigotos para la mutacion GH1-3 (rs397514062) en este mismo gen dado
gue soOlo se observaron animales portadores y homocigotos silvestre; esta mutacién,
también se encuentra localizada en el exén 2 del gen GH1, similar al SNP letal A781G, lo
gue podria sugerir una posible letalidad de la mutacién GH1-3, sin embargo, es necesario

ampliar la poblacion de ovinos para poder confirmar esta postulacion.
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4.3 Polimorfismo MSTN1

En el presente estudio se determind la presencia del polimorfismo MSTN1 correspondiente
a una mutacion tipo missense A/G en el exén 1 del gen que codifica para miostatina en
ovinos; este cambio resulta en una modificacion del residuo 34 de una glutamina por una
glicina glu34gly. La presencia de esta mutacion afecto positivamente el peso al nacimiento
de los corderos portadores AG ya que nacieron 710 g mas pesados frente a los animales
AA, sin embargo, este efecto positivo s6lo se observd al nacer ya que en los otros
parametros de crecimiento y de canal evaluados no hubo diferencias (p>0,05) entre
animales homocigotos silvestres y heterocigotos. Cabe resaltar que este polimorfismo
glu34gly también ha sido evaluado en otras razas de lana como la Salsk y se ha asociado
a una mayor altura a la cruz en animales portadores AG (Gorlov et al., 2017). La evaluacién
de la presencia e influencia de polimorfismos en el gen de la miostatina es importante ya
que se ha postulado que estos SNPs pueden actuar como marcadores moleculares ligados
a un locus especifico que controla caracteristicas de crecimiento y asi favorecer la
productividad (Masoudi et al., 2017).

Es importante mencionar que este tipo de polimorfismos que favorecen mayores pesos al
nacimiento deben ser incluidos con precaucion, ya que como lo mencionan (Bellinge et al.,
2005), las hembras bovinas que son homocigotas para doble musculatura tienen el minimo
chance de llegar al parto sin asistencia técnica, mientras que una hembra heterocigota
tendra mayor capacidad para tener un parto sin ayuda médica, lo cual recae directamente
en el costo/beneficio de la inclusion de genotipos que incrementen la musculatura. Aunque
en ovinos la mutacion MSTN1 no esta directamente relacionada con doble musculatura,
seria importante verificar las consecuencias perinatales de los genotipos asociados a

mayor peso al nacimiento.
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4.4 Polimorfismos CAST3A, CAST3B y CAST4

En el presente estudio se evalué la presencia de mutaciones en el gen que codifica para
calpastatina, teniendo en cuenta que el gen CAST es un excelente candidato en el control
de crecimiento en animales de abasto (Byun et al.,, 2008) y dado que es un inhibidor
especifico de las calpainas que a su vez tienen un rol en la tenderizacion de la carne y la
miogénesis (Jawasreh et al., 2017). En el presente trabajo se pudo detectar la presencia
de tres polimorfismos en el gen CAST en la poblacién ovina evaluada, CAST3A, CAST3B
y CASTA4. El polimorfismo CAST3B fue detectado como mutacién de novo y se encontrd
Unicamente en animales de la raza Corriedale. De los tres polimorfismos detectados, sélo
CAST3A fue el Unico que mostré asociacion con uno de los parametros evaluados,
rendimiento en lomo, encontrandose que los animales portadores de la mutacién tuvieron

mayor porcentaje de lomo con respecto al peso de la canal fria.

Diferentes autores han evaluado la utilidad de mutaciones en el gen CAST en
caracteristicas productivas asociadas a calidad de carne ovina (Knight et al., 2014), bovina
(Curi et al., 2010; Sevane, Armstrong, Wiener, Pong Wong, & Dunner, 2014), porcina
(Gandolfi etal., 2011), entre otras especies. También se ha evaluado el efecto de
mutaciones en el gen CAST sobre caracteristicas de crecimiento, de tal manera que este

gen tiene relevancia en los programas de seleccion asistida por marcadores.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se establecié que el sexo, el tipo de parto, el grupo contemporaneo y la presencia del
polimorfismo MSTN1 en ovinos afecta el peso al nacimiento, asimismo, el tipo de parto
influye sobre el peso al destete mientras que larazay el sexo mostraron efecto significativo

sobre el peso a la seleccion.

El peso final de los animales mostré diferencias significativas debidas a la raza y al sexo,

mientras que el sexo tuvo efecto sobre el peso de la canal fria.

La poblacion ovina evaluada en el presente estudio es polimérfica en las regiones
amplificadas de los genes GH1, MSTN y CAST mientras que para los genes GHR, LEP y

GHRL es monomborfica.

Se determiné que los corderos portadores de la mutacion glu34gly localizada en el gen de
la miostatina nacieron con 700 g mas de peso frente a animales homocigotos silvestres y
gue los corderos portadores de la mutacién CAST3A tuvieron 1,1% mas de rendimiento en

lomo.

El presente estudio es uno de los primeros trabajos reportados en Colombia que incluyen
caracterizaciones a nivel molecular y evallan el efecto sobre parametros de importancia

productiva en ovinos tipo lana en condiciones de trépico alto.
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5.2 Recomendaciones

El sector ovino colombiano no ha sido histéricamente prioridad en la politica publica
agropecuaria, sin embargo, ha estado presente en las familias rurales y ha sido uno de los
principales sustentos de las mismas y hoy por hoy ha ido escalando hasta tener productos
ovinos con valor agregado, por lo que los esfuerzos que se deben realizar, con miras a
fortalecer el sector, no deben ser minimos. En ese sentido, el conocimiento y
caracterizaciéon de los parametros de crecimiento y de canal de ovinos de tipo lana criados
en condiciones de tropico alto es uno de los primeros pasos a realizar en la implementacién

de programas de seleccién y mejora genética ovina en el pais.

Se resalta que la etapa primaria, relacionada con la toma de datos, es la base fundamental
de los estudios de asociacidn genotipo-fenotipo ya que comprende la mitad de los
requerimientos de estas evaluaciones, de tal manera que es supremamente importante
contar con las herramientas necesarias y adecuadas asi como con programas de
almacenamiento de datos que permitan garantizar la veracidad de la informacién. Dado
gue en el presente estudio no fue posible amplificar las regiones esperadas en los genes
IGF-1 y CAPNL1, es necesario verificar los primers seleccionados y evaluar otras

posibilidades que permitan evaluar la presencia de mutaciones en estos genes.

Es necesario evaluar el efecto a nivel proteico de las mutaciones detectadas en el presente
estudio ya que dos de las 5 detectadas fueron variantes tipo missense. También, es
importante realizar validaciones futuras de los resultados aqui encontrados incluyendo
mayor cantidad de animales por cada tipo racial evaluado y un mayor nimero de hembras.
Finalmente, los resultados del presente estudio son importantes para la verificacion de
inclusion de informacién molecular en los programas de mejora genética con miras a

incrementar la productividad del sector ovino.



ANEXO A

GEN MARCADOR UBICACION (EXON) SNP ALELOS POSICION
MSTN1 1 rs417816017 A/G 2:118144543
MSTN
MSTN2 3 STOP G/-
GHR1 10 rs413776054 GIA 16:31833547
GHR2 5 rs404237321 16:31833547
GHR
rs598162344 AIG 16:31916560
GHR3 3
rs428920560 CIT 16:31916541
rs409342143 AIG 19:54209707
GHRL1 4 rs421737338 GIA 19:54209729
rs398252964 CIT 19:54209754
GHRL rs415507665 CIT 19:54212976
rs162190880 CIT 19:54212954
GHRL2 2
rs403198670 TIA 19:54212928
rs426670747 E/A 19:54212914
rs397514107 TIT 11:47540223
GH1-1 5 rs397514106 CIT 11:47540267
rs596456087 GIA 11:47540268
GH1
rs397514062 GIA 11:47541495
GH1-3 2 rs397514092 CIT 11:47541485
rs397514093 CIT 11:47541475
rs414488761 T/IC 4:92519830
LEP LEPT1 2 rs429956854 GIG 4:92519852
rs600319352 CIT 4:92519915




GEN MARCADOR UBICACION (EXON) SNP ALELOS  POSICION
rs429690456  A/C 4:92521974
LEPT2
rs409584889  G/A 4:92521992
rs596120787  C/G  3:171323165
IGF1-1 rs600896367 C/T  3:171323138
e rs159876393  A/G  3:171323132
IGF1-2 rs400398060 C/T  3:171268421
ANEXO B
MARCADOR  GENOTIPO  OBSERVADO (n) ESPERADO (n) X
GG 100 100,27
MSTN1 GA 11 10,45 0,30
AA 0 0,27
GG 13 34,63
GH3 GA 98 54,74 69,33
AA 0 21,63

Nota: En negrita se indican los marcadores en equilibrio de Hardy-Weinberg, (p<0,05)
gl=1, x><3,84



ANEXO C

MARCADOR GENOTIPO OBSERVADO (n) ESPERADO (n) X2

GG 92 89,21

MSTN1 GA 6 8,49 0,23
AA 0 0,21
GG 6 27,59

GH3 GA 92 48,82 76,69
AA 21,59
CcC 81 79,92

CAST4 CT 15 17,16 1,55
TT 2 0,92
CcC 95 95,02

CAST3A CT 3 2,95 0,02
TT 0 95,02
CcC 94 94,04

CAST3B CT 4 3,92 0,04
TT 0 0,04

Nota: En negrita se indican los marcadores en equilibrio de Hardy-Weinberg, (p<0,05)
gl=1, x*><3,84






