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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo asociar los polimorfismos genéticos
FecXR y FecG!' de los genes BMP15 y GDF9, respectivamente con la prolificidad
natural en ovinos criollos de pelo colombiano (OPC). Para ello, se extrajo ADN a
150 animales usando un kit comercial. Se realiz6 genotipificacion mediante PCR
directa para el locus FecXR y mediante PCR-RFLP el locus FecG'. Se asociaron
estos polimorfismos con la prolificidad encontrada mediante el analisis de registros
productivos de 59 ovejas adultas para un total de 145 partos pertenecientes a un
aprisco comercial. Un modelo lineal generalizado (GLM) de efectos fijos fue
utilizado, donde se determiné que factores genéticos y no genéticos afectaban la
prolificidad. El locus FecXR result6 ser monomoérfico con la ausencia del alelo
mutado, razén por la cual no se realiz6 el andlisis de asociacion de este locus con
la prolificidad. El locus FecG' del gen GDF9 fue polimérfico con frecuencias de
FecG* = 0,89 y FecG' = 0,11. El genotipo homocigoto FecG'/FecG' no se encontré
y los genotipos FecG*/FecG* y FecG*/FecG!' tuvieron frecuencias de 0,78 y 0,22,
respectivamente. La Ho fue mayor que la He, este exceso de heterocigotos no fue
significativa entre las fincas y en toda la poblacién de OPC analizada. La varianza
genética entre fincas fue de 1% y el Fst fue de 0,008 (P>0,05). La finca La Diana
fue la mas alejada genéticamente hablando. La prolificidad promedio encontrada
fue de 1,30 + 0,30. El genotipo en el locus FecG' no afecto significativamente la
prolificidad (P>0,05), aungque esta fue mayor en los heterocigotos. Los efectos no
genéticos analizados numero del parto de la madre, mes, la época y el afio de
concepcion no afectaron significativamente la prolificidad, solo el padre la afectd
(P=0,018)

Palabras clave: recursos zoogenéticos, efectos genéticos y no genéticos,
prolificidad.
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to associate the FecX®R and FecG'
genetic polymorphisms of the BMP15 and GDF9 genes, respectively, with the
natural prolificacy in Creole sheep of Colombian hair (OPC). For this, DNA was
extracted to 150 animals using a commercial kit. Genotyping was performed by
direct PCR for the FecXR locus and by PCR-RFLP the FecG' locus. These
polymorphisms were associated with the prolificacy found through the analysis of
productive records of 59 adult sheep for a total of 145 births belonging to a
commercial sheepfold. A generalized linear model (GLM) of fixed effects was used,
where it was determined that genetic and non-genetic factors affected prolificacy.
The FecXR locus was found to be monomorphic with the absence of the mutated
allele, which is why the association analysis of this locus with prolificacy was not
performed. The FecG' locus of the GDF9 gene was polymorphic with frequencies of
FecG* = 0.89 and FecG' = 0.11. The homozygous FecG!/FecG' genotype was not
found and the FecG*/FecG* and FecG*/FecG' genotypes had frequencies of 0,78
and 0,22, respectively. The Ho was greater than the He, this excess of heterozygotes
was not significant between the farms and in the entire population of OPC analyzed.
The genetic variance between farms was 1% and the Fstwas 0,008 (P> 0,05). The
La Diana farm was the furthest away genetically speaking. The average prolificacy
found was 1,30 + 0,30. The genotype in the FecG!' locus did not significantly affect
prolificacy (P>0,05), although this was greater in the heterozygotes. The non-genetic
effects analyzed, the number of birth of the mother, month, time and year of
conception did not significantly affect the prolificacy, only the father affected it (P =
0.018).

Key words: zoogenetic resources, genetic and non-genetic effects, prolificacy.
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1. INTRODUCCION

El ovino es un animal cuya distribucion es amplia por todo el mundo, se le encuentra
en todos los climas y ecologias. Gracias a esta especie se han podido aprovechar
extensas areas de pasturas pobres para otras especies, especialmente vacunos.
Se cree que las ovejas domesticas (Ovis aries) son descendientes de estirpes
salvajes que aun existen y que son interfértiles con las ovejas domesticas, este
ancestro en comun es el Muflon, del cual adn se conservan poblaciones salvajes
como el caso del Muflén asiético distribuido por las montafias de Asia menor y el
sur de Iran, el Muflébn Europeo del cual solo existen algunos en las islas de Sardinia
y Corsica. Actualmente existen mas de 200 razas de ovinos sin considerar un gran
grupo de cruces sintéticos, el cual se obtiene al cruzar dos o mas razas establecidas.
Sin embargo, las razas ovinas las podemos agrupar como productoras de piel entre
las cuales podemos encontrar la Karacul; productoras de leche, como la Manchega,
Churra espafola, Awassi, Assaf y East Friesian; productoras de lana como la
Merino, Lincoln, Corriedale, Finsheep, Columbia y la Rambouillet y por ultimo las
productoras de carne como la Texlel, Hampshire, la Down, Sulfock, Dorset, Cheviot,
Southdown. Dentro de esta Ultima categoria se puede agrupar al ovino de pelo
criollo colombiano (OPC).

Los ovinos que se trajeron durante los viajes de Coldn, constituyeron la base racial
del ganado en América, y estos por no poseer un esquema de produccion se
reprodujeron dando lugar a un mestizaje que perduré por siglos, con el paso del
tiempo estos cruces constituyeron lo que hay dia se conoce como los ovinos criollos

de los cuales aun se conservan en pequefios grupos en América (VIVAS, 2013).

Se hace necesario aprovechar el momento coyuntural que presenta el ovino hoy dia
en Colombia como una de las especies promisorias para el sector pecuario. En los
altimos tres afos el inventario animal crecio un 17,3%, asi el nUmero de animales

en el Departamento de Sucre es de 32733 (ICA, 2016). De otro lado, el consumo de
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carne de ovina en el pais, tiene la tasa de crecimiento de consumo mas alta que las
carnes de pollo, res, cerdos y pescado, aumentando aproximadamente 500 gramos
por persona/afio.

A pesar de lo anterior, en nuestro pais, la mayoria de las producciones ovinas estan
a cargo de los pequefios productores, los cuales desempeia un papel importante
en la economia y seguridad alimentaria en las zonas rurales, obteniendo como
productos principales carne y lana. Dichos sistemas de produccién tienen
problemas de nutricion, reproduccion, sanidad, de praderas, desordenados planes
de mejora genética, instalaciones inadecuadas y escasa vision empresarial, que se
reflejan en baja ganancia diaria de peso (80-120 g/dia) y bajo numero de
corderos/hembra/parto (1,35 = 0,54) (CUELLAR et al., 2015).

La creciente demanda de carne y el aumento en la taza de produccion ovina, junto
a los problemas descritos anteriormente, nos suponen problemas futuros para suplir
dicha demanda. Una posible solucién a este fendmeno consiste en aumentar la
eficiencia reproductiva de los rebafios. EI aumento en la cantidad de corderos
nacidos por oveja por parto (prolificidad) se considera como una de las opciones
mas viables para aumentar dicha eficiencia. Sin embargo, la prolificidad puede ser
afectada por varios con factores como la raza, la genética, la consanguinidad, las
condiciones climéticas, la edad del animal, el manejo, la nutricion, los niveles
hormonales y la sanidad, entre otros (VINOLES et al., 2009).

Estudios genéticos sobre la prolificidad de los ovinos, han demostrado que esta
directamente relacionada con la tasa de ovulacién. La tasa ovulatoria esta
determinada por la accion de genes unicos, llamados genes de la fecundidad (Fec)
(DAVIS, 2005). Uno de estos genes esta localizado en el cromosoma X y se
denomina FecX, el gen en este locus es el de la proteina morfogénica 6sea 15 (Bone
Morphogenetic Protein 15 - BMP15). Otro gen relacionado es el GDF9 (Growht
Differentiation Factor 9) que se encuentra en el cromosoma 5 (LAHOZ et al., 2014).

13



De acuerdo a lo anterior, la caracterizacion del alelo FecXR y FecG' su asociacion
con la prolificidad, en la oveja de pelo criolla colombiana son una posible solucién a
los problemas de baja prolificidad y dard importancia al recurso genético criollo,
generando asi, razones para su conservacion y utilizacion en futuros programas de

mejoramiento genético animal asistido por genes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Asociar los polimorfismos genéticos FecXR y FecG' de los genes BMP15 y GDF9

respectivamente con la prolificidad natural en ovinos criollos de pelo colombiano.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar molecularmente los polimorfismos FecXR del gen BMP15 y
FecG!' del gen GDF9.

2. Asociar los polimorfismos FecXR y FecG' de los genes BMP15 y GDF9
respectivamente, con la prolificidad natural en ovinos de pelo criollo
colombiano y determinar algunos efectos no genéticos que afectan la
prolificidad.

15



3. MARCO TEORICO
3.1 Origen de los ovinos en Colombia

Los ovinos al igual que otros animales domeésticos, no son originarios del continente
americano. Estos animales llegaron desde Esparia, primero en calidad de alimento
por los navegantes y conquistadores, y luego como pie de cria por los primeros
colonos y religiosos (LIRON et al., 2006). Segin MUNOZ y BARAJAS (2000), los
primeros ovinos que pisaron tierra americana partieron de la Gomera (Islas
Canarias) y desembarcaron en la Espafiola (Santo Domingo) en 1493. En diciembre
del mismo afio, parte de los ovinos que llegaron en la citada embarcacion, fueron
trasladados a Isabela (Cuba). La fase realmente importante para los ovinos en
América, al igual que para caprinos y bovinos, fue sin duda la colonizacion, ya que
en ella las familias implantadas en el nuevo mundo llevaron consigo su patrimonio

genético animal y también sus sistemas de producciéon (DELGADO et al., 2009).

Se cree que las primeras razas introducidas fueron la Churra, la Manchega, la Rasa
y la Canaria y posteriormente la Merino. Estos animales se multiplicaron
rapidamente y dieron origen a las poblaciones actuales. A Colombia, los animales
entraron por la costa del Caribe, probablemente por la Guajira, dieron origen al
denominado ovino criolloc, actualmente denominado por ASOOVINOS como Ovino
de Pelo Colombiano (OPC). (LOZANO, 2014). Colombia cuenta con dos razas
ovinas criollas, denominadas como de lana y de pelo. La primera de gran
importancia econémica para Boyaca, Cundinamarca, Narifio y Santander; la
segunda se encuentra principalmente en la Guajira, Costa Atlantica, Llanos
Orientales, Tolima, Valle del Cauca y Huila. Ademas se cuenta con una raza
sintética llamada Mora Colombiana (CORPOICA, 2003).

La poblacion de ovejas en Colombia, para el 2005, consistia en un total de 2,3
millones de animales y con una tasa de crecimiento negativa -1 (Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, Observatorio de Agrocadenas Colombianas, 2006).

Sin embargo, para el afio 2012 segun el censo realizado por el Instituto Colombiano
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Agropecuario ICA el inventario ovino nacional se estimé en 1.142.893 animales, y
para el 2016 el inventario ovino en Colombia segun ICA aumento en un total de
1.423.466 animales (ICA, 2016). Su produccion ha estado tradicionalmente
vinculada a una “economia de subsistencia” de bajo uso de insumos y relacionada
con sistemas tradicionales y artesanales de produccion, de tal forma que se
concentra en pequefios rebafios, formados basicamente por sangre criolla en un 80
a 85 % mestizos en un 10 a 15% y solo el 5% corresponde a los animales de razas
puras o foraneas (GRAJALES y TOVIO, 2010).

3.2 Produccién ovina en Colombia

Colombia es variable en cuanto a clima y geografia, lo que permite tener sistemas
productivos de diferentes especies para la produccion de proteina como fuente
principal de alimentacién para los humanos, entre estos se encuentran los ovinos,
los cuales se adaptan a diferentes regiones de Colombia. Sin embargo, la zona de
la Guajira tiene la mayor actividad en esta produccién y es la principal
comercializadora de animales de pie de cria hacia otras regiones del pais
(CASTELLANGOS et al., 2010).

El ICA para el afio 2015 indica la existencia de 1.318.241 ejemplares que agrupan
el 73,39% del total distribuidos en los departamentos de La Guajira (46,69%),
Boyaca (8,04%), Magdalena (7,71%), Cordoba (5,55%) y Cesar (5,41%), teniendo

el valle 8.459 animales que representan el 0.64% del total de los ovinos.

En Colombia se pueden distinguir tres sistemas de produccion de ovinos:

1. Sistema intensivo: promedio de animales entre 10 y 40, nivel tecnoldgico
medio y razas como Hampshire, Romeney, Marsh y ovinos de pelo.

2. Semi-extensivo: es predominante de los Llanos Orientales, Tolima y
Santander, nivel tecnolégico medio, animales para autoconsumo y pie de

cria, utilizan ovinos de pelo mestizo y cruzado o introducido.
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3. Sistemas extensivos: numero de ovinos variable, ubicados en la Guajira y
Cesar, producen carne, lana y pie de cria con ovinos criollos y mestizos de
razas introducidas (MARTINEZ, et al., 2009a).

El mejoramiento genético se ha venido realizando con material genético importado
y animales criollos de pie de cria; el departamento de la Guajira es uno de los
mayores comercializadores de pie de cria, con un alto nimero de corderos

sacrificados para el comercio y exportacion de carne (CASTELLANOS et al., 2010).

La mejora genética que se ha logrado producto del cruzamiento entre animales
especializados con animales criollos en aspectos reproductivos, mayor calidad y
rendimiento en canal, ha incentivado a los productores a aumentar su sistema
productivo (GONZALEZ, 2011).

Se han introducido razas de ovinos tanto de pelo (Katahdyn, Dorper, Pelibuey y
Santa Ines) y lana (Hampshire, Dorset, Suffolk, Texel), para producir cruces
absorbentes y mejorar algunos pardmetros productivos y reproductivos
(CASTELLANOS et al., 2010).

3.2.1 Paradmetros productivos

Los pardmetros productivos nacionales relacionados con el nivel tecnélogico actual,
muestran el proceso de transicion que esta atravesando la ovinocultura de

tecnologia baja a media (Tabla 1).

El ovino Criollo Colombiano reporta un indice adecuado de natalidad (96%) y
mortalidad (8.9%) al destete. El efecto del sexo y el nUumero de crias por parto afecta
en gran medida las variables de crecimiento de ahi que los machos y los partos

simples presentan mayores pesos al afio (MARTINEZ et al., 2009a).
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En ovinos de pelo en caracteres reproductivos se tiene datos de edad primer parto
20 meses, intervalos entre partos 280 dias y prolificidad de 1,41 nacimientos por
parto (MARTINEZ et al., 2009a).

Tabla 1. Parametros productivos e incorporacion tecnoldgica.

Parametros productivos Promedio Tipo de tecnologia
Peso al nacer (Kg) 2,5 Media
Edad al destete (dias) 60 Media
Peso al destete (KQg) 15 Media
Ganancia de peso (g) 80-160 Media
Mortalidad predestete (%) >15 Baja
Mortalidad posdestete (%) >8 Baja
Mortalidad para ceba (%) >20 Baja
Mortalidad adultos (%) >3 Baja
Peso primer servicio (Kg) 35 Media
Partos (hembra/afio) 1 Baja
Crias (parto) 1 Baja
Crias destete (parto) 1 Baja
Edad de sacrificio (dias) 240 Media
Peso al sacrificio (KQg) 30 Media
Rendimiento en canal (%) 50 Media
Edad de descarte (afios) >6 Baja

Modificado de AREVALO y CORREA, 2013.

Segun el CASTELLANOS et al, (2010), en el 2009, se sacrificaron formalmente
13.094 ovinos entre machos (6.718) y hembras (6.376) con un peso en pie al
momento del sacrificio de 268.589 Kg para machos y 248.115 Kg en hembras, peso
en canal de 128.932 y 122.783, respectivamente y un rendimiento superior en
hembras (49.5%) que en machos (48%).

Para el afio 2013 el beneficio formal fue de 264 toneladas de carne ovina (MADR,
2014). El sacrificio informal de ovinos realizados en fincas y mataderos de plazas
es una limitante de la comercializacion de carne, ya que no hay plantas de beneficio
gue cumpla con esta funcién, la cual le aportaria un valor agregado a la carne
dejando mejor rentabilidad al productor (GONZALEZ, 2011).

19



3.2.2 Paradmetros reproductivos

Es necesario en toda explotacion de ovinos el establecimiento de parametros
reproductivos que indiquen si estos son los adecuados e instaurar las posibles
diferencias entre las razas importadas y las criollas para crear y aplicar estrategias

para optimizar las producciones pecuarias.

Este aspecto es importante para un enfoque general en parametros reproductivos
reportados en Colombia, donde la pubertad se presenta aproximadamente entre los
6 y los 9 meses; el ciclo estral tiene una duracién de 17 dias; el estro tiene una
duracion de 26 a 36 horas, y el periodo de ovulacion ocurre cerca al final del estro.
El diestro tiene una duracion aproximada de 13 a 15 dias (LOZANO, 2014). Algunos

pardmetros se presentan en la tabla 1.

El primer servicio del macho se hace cuando este alcanza entre el 40 % al 60 % del
peso corporal de los adultos del rebafio. La gestacién dura alrededor de 150 dias.
Posteriormente, de 20 a 30 dias tiene lugar la involucién uterina, y la recuperacion
ovarica dura entre 1 y 15 dias. Los dias abiertos 6ptimos son 68, el intervalo entre
partos es de 240 dias El primer servicio del macho se hace cuando este alcanza
entre el 40 al 60% del peso corporal de los adultos del rebafio. La gestacién dura
alrededor de 150 dias; posteriormente, de 20 a 30 dias tiene lugar la involucién
uterina, y la recuperacién ovarica dura entre 1 y 15 dias. Los dias abiertos éptimos
son 68, el intervalo entre partos es de 240 dias (GRAJALES et al., 2011).

3.3 Factores que afectan la prolificidad en ovinos

La eficiencia reproductiva o el numero de corderos destetados por afio, es el
parametro mas importante en un rebafio de cria. Un elevado porcentaje de destete
significa un adecuado numero de corderas, que se refleja en aumentando los
ingresos de la empresa (BURATOVICH, 2010a). Esta eficiencia reproductiva, se

puede evaluar mediante tres principales parametros:
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o Fertilidad: Cantidad ovejas prefiadas o paridas/ Cantidad ovejas
encarneradas.
e Prolificidad: Namero corderos nacidos vivos / Niamero de ovejas paridas.

e Supervivencia: Numero corderos destetados / Namero corderos paridos.

De estos tres parametros la prolificidad es uno de los més estudiados. El aumento
de la prolificidad se da principalmente por un aumento en la tasa de ovulacion, el
namero de Ovulos fertilizados y la sobrevivencia embrionaria que ocasiona un

aumento del numero de partos dobles y triples (ALABART et al., 2016)

Diferentes autores desde hace muchos afios, evidencian las diferencias de
prolificidad entre razas localizadas en ambientes que contrastan. Tal como lo
presenta HOHENBOKEN et al, (1976) uno de los primeros trabajos en que se
relacionan las interacciones genotipo x ambiente en el andlisis de la prolificidad. En
donde ademas, se pueden clasificar los factores que la afectan la prolificidad como
genéticos o no genéticos (BURATOVICH, 2010a; BURATOVICH, 2010b).

3.3.1 Factores de tipo no genéticos

La nutricidon: La nutricion de la oveja previo al servicio. Una alimentacion de
calidad, tanto en su contenido de energia como de proteina, influirA notablemente
aumentando el numero de évulos liberados en el momento del celo y, por ende, el
porcentaje de mellizos vy trillizos al parto (BURATOVICH, 2010a).

Este efecto se constata por la amplia difusiébn que se ha producido en el empleo de
la técnica del "Flushing". La misma consiste en un aumento en el nivel de
alimentacion de las ovejas 30-45 dias previos al servicio. De esta forma aumenta
sus reservas corporales y se producen cambios metabdlico-hormonales, que
repercuten en un incremento de la tasa ovulatoria. De todos modos, los efectos de
la nutricion sobre el aumento en el nimero de évulos no son iguales en todas las
razas. La magnitud del incremento en la tasa de ovulacién con el aumento de la

condicion corporal o del nivel de alimentacion, es mucho mayor en razas no

21



prolificas (Merino), que en razas prolificas (Frisona, Texel). No obstante, en
condiciones de pastoreo existen otras variables que influyen, como la baja
disponibilidad de pasto en el potrero y que pueden determinar que la respuesta a la

suplementacién sea muy variable o, incluso, nula (BURATOVICH, 2010a).

Otro aspecto que condiciona fuertemente la prolificidad de la hembra es la nutricién
durante la pubertad de las corderas. Cuanto mejor sea la alimentacion de la cordera,
mayor sera su crecimiento y desarrollo y alcanzara la madurez sexual rapidamente.
De este modo, a lo largo de su vida productiva, tendra un mayor niumero de partos
(BURATOVICH, 2010a).

La condicion corporal de la hembra esta intimamente relacionada con el manejo
nutricional de la misma. HERRERA et al, (2010) aseguran que en la raza Pelibuey
de Cuba, el valor de prolificidad oscila entre 1,2 y 1,7 corderos/parto y se maximiza
cuando la hembra tiene notas de condicion corporal entre 2,5 y 3,5. Los mismos
autores también muestran la variacion de la prolificidad en relacion al sistema de
produccion, donde el grado de intensificacion afecta dicho valor de forma directa,
asi, en sistemas intensivos, semi-intensivos y extensivos adquiere valores de 1,42,

1,27y 1,21 corderos/parto respectivamente.

Periodo de montas o servicio: El periodo o época de montas de servicio, esta
intensamente relacionada con la disponibilidad de alimento y estado nutricional de
la hembra. En la raza Pelibuey Cubana por ejemplo se registran mejores de valores
de fertilidad y prolificidad en época de poca lluvia (HERRERA et al., 2010). De otro
lado en paises sub tropicales la estacionalidad reproductiva de las ovejas incide
directamente sobre la prolificidad, siendo los dias del afio donde hay mayor duracion
de la noche que del dia las mejores época de reproduccion (NOTTER, 2000).
Igualmente, se ha demostrado que las altas temperaturas afectan la viabilidad de
los embriones (BURATOVICH, 2010b).
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Edad de la hembra: La edad de la hembra se puede interpretar de dos formas, la
edad cronoldgica de la misma y como el nimero de parto (NOTTER, 2000). En
general se propone que la prolificidad aumenta progresivamente con la edad y el
namero parto, pero disminuye rapidamente después de nueve afos, lo que sugiere
la imposibilidad de usar ecuaciones de regresion lineales y cuadraticas para simular
el tamafio de camada. En efecto en general se ha sugerido a un amento en la
capacidad de maduracién de foliculos con consecuente aumento en la tasa de
ovulacion. En diferentes razas se ha propuesto que la mayor prolificidad se obtiene
alrededor del quinto afio (NOTTER, 2000).

Tratamiento hormonal: LAHOZ et al, (2014) demostraron como la aplicacion de
acetato de fluorogestona (480 Ul) y gonadotropina corionica (240 Ul) pueden
aumentar la tasa de ovulacion y la prolificidad de forma similar como lo hace la

variante alélica R del gen BPM15.

3.3.2 Factores de tipo genético

Raza: las diferencias son debidas a variaciones en la tasa de ovulacion, por
ejemplo, razas como la Suffolk producen en promedio tres o6vulos por celo
(NOTTER, 2000), mientras que, la raza Merino solo produce uno (BURATOVICH,
2010b).

Para la caracteristica prolificidad MOKHTARIA et al, (2010) reportaron valores de
heredabilidad de 0,01+0,01 y de repetibilidad de 0,08+0,01. Lo anterior evidencia la
necesidad de apoyarse en la seleccion asistida por genes para mejorar estos

parametros genéticos en ovinos.

Consanguinidad: la elevada consanguinidad en el rebafio disminuye la tasa de

ovulacion y aumenta la mortalidad embrionaria (BURATOVICH, 2010b).

Genes candidatos con efecto mayor: La variacién en la fertilidad, prolificidad y

tasa ovulatoria se ha observado en diferentes razas ovinas, lo cual esta
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genéticamente regulado por un conjunto de genes con accién mayor o aditiva, los
cuales pertenecen a la super familia de los factores de crecimiento transformante
beta (TGF-B). Los cambios en las secuencias de los alelos en los genes, incluyen
cambios en un nucleétido por otro, que llevan a su vez a cambios en la secuencia
de aminoéacidos. Lo cual influye en la funcién de la proteina debido a cambios en
sus actividades y plegamiento. Asi mismo, se han descrito en estos genes
deleciones y mutaciones no sinénimas. Otro tipo de cambios en la secuencia
pueden afectar los niveles de expresion génica o la estabilidad del ARN (NOTTER,
2012; LUNA et al., 2014).

Estas variantes genéticas en las ovejas se nombran como Fec (de fecundidad) y a
los diferentes alelos se les asignan adicionalmente dos letras que refieren, la
primera el nombre del gen y/o cromosoma y la segunda letra en superindice que

hace referencia a la raza (Tabla 2).

Se han identificado polimorfismos en genes especificos como en el gen GDF9
(growth differentiation factor-9) llamado también FecG (cromosoma 5) (HANRAHAN
et al., 2004; SILVA et al., 2011), en el gen BMP15 (bone morphogenic protein 15) o
FecX (cromosoma X) (MONTEAGUDO et al., 2009), asi como en el gen ALK-6
(cromosoma 6) que produce la proteina activin-like kinase (McNATTY et al., 2005)
(Tabla 2).

3.4 El gen BPM15

El gen de la proteina morfogénica del hueso (BPM15) se localiza en el cromosoma
X a 10 centimorgans del centrémero La secuenciacion del gen ovino muestra ser
similar a la del humano (~80 %), ratén (~76 %) y rata (~75 %), siendo de una longitud
de 1179 pares de bases contenida en dos exones (LUNA et al., 2014). Las variantes
alélicas de este gen reciben el nombre FecX mas una letra que identifica la raza en

la cual ha sido reportado.
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La proteina BMP15 actua a través de una cascada de proteinas sefializadoras (via
Smad), que son responsables de un enorme rango de comportamientos fisiolégicos
a nivel celular, incluyendo el desarrollo y maduracion de ovocitos. Los efectos
biologicos de los BMPs son mediados por receptores celulares de superficie
especificos tipo | y tipo Il, estructuralmente similares; ambos poseen actividad
serina/treonina cinasa intrinseca, cuya estimulacion inicia cascadas de sefializacion
intracelular que regulan eventos transcripcionales esenciales para la proliferacion y
la diferenciacion celular. Existen dos receptores BMP tipo I, el BMPR-IA (0 ALK-3)
y BMPR-IB (0 ALK-6), y de los receptores tipo Il s6lo se ha identificado el BMPR-II.
Los receptores BMP tipo | y Il se unen al ligando, pero la sefial de transduccién por
el receptor BMP, requiere la formacion de un complejo heterodimérico entre ambos
receptores. Una vez formado el complejo BMPR ligando, el receptor tipo Il, el cual
tiene actividad cinasa constitutiva, fosforila y activa al receptor tipo I, el cual en su
momento dispara los eventos de sefializacion BMP. En este proceso las moléculas
Smad sefializadoras a nivel intracelular de BMP cumplen una funcion muy
importante; en ratones Knockout las hembras doble condicién Smadl y Smad5 son
infértiles y desarrollan tumores metastasicos en las células de la granulosa (LUNA
et al., 2014).

Lo dicho anteriormente, se puede resumir en que el gen desempefia un papel
importante en la foliculogénesis, modulando la proliferacién y diferenciacion de las
células de la granulosa y de la teca en respuesta a la estimulacion por
gonadotropinas produciendo un gran nimero de variaciones a nivel intrafolicular.
Esta mutacién induce una maduracion precoz de los foliculos ovaricos al
incrementar la sensibilidad a la FSH y no por un incremento de esta misma a nivel
circulante; favoreciendo su seleccion y causando en las ovejas portadoras de esta
mutacion la ovulacion y latinizacion de numerosos foliculos maduros de mayor
tamafio con una sensibilidad precoz a la LH conduciendo a una mayor tasa de
ovulacion (MARTINEZ et al., 2008). Los cambios nucleotidicos en el gen BMP-15
producen un incremento de al menos 1.0 en la tasa ovulatoria y 0.6 en el tamafio de
camada (DAVIS, 2005).
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En el locus FecX se han reportado seis principales fenotipos (Tabla 2), entre ellos:

FecX": en la raza Hanna, consiste en una transicion de una citosina (C) por una
timina (T) en el nucledtido 67 (C67T) de la region codificante para el péptido maduro
(aminoéacido 291 del péptido no procesado), que introduce un codén de paro
prematuro en la secuencia, lo cual muy probablemente resulta en una pérdida de la
funcion de la BMP15 en los homocigotos para esta variante FecX" (GALLOWAY et
al., 2000; MONTGOMERY et al., 2001).

FecX': consiste en una transversion de una sola T por adenina (A) en la posicion 92
(T92A) del gen, resultando en la sustitucion de una valina por un acido aspartico en
una regiéon altamente conservada de la proteina. Este cambio parece debilitar la
habilidad de la BMP15 para formar dimeros, e interfiere con la accion biologica de
la BMP15 en ovejas homocigotas para esta variante (GALLOWAY et al., 2000;
MONTGOMERY et al., 2001).

FecXB: es una transicion de una G por T en el nucledtido 1100 (G1100T),
sustituyendo una serina por una isoleucina en la posicién 367 del aminoacido del
péptido no procesado (aminoacido 99 de la proteina madura) (HANRAHAN et al.,
2004).

FecXC: es una transicion de una C por T en el nucleétido 718 (C718T), e introduce
un codén de paro prematuro en el aminoacido 239 de la proteina no procesada, y
presumiblemente resulta en pérdida completa de la funcion del BMP-15. La variante
introduce un cambio de una arginina por una histidina, la cual sustituye un grupo
polar cargado basico con otro, y ocurre en una posicion antes del sitio de corte en
el péptido maduro, e invariablemente afecta la actividad de la proteina madura
(BARZEGARI et al., 2010).
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Tabla 2. Principales polimorfismos que afectan la prolificidad en ovino.

Efecto sobre la tasa de ovulacion

Fenotipo Gen Alelo : Razas Referencia
(genotipo)
Inverdale FecX' +1 (+/FecX') Romney S&IBLOWAY etal,
Hanna FecX" +1 (+/FecX") Romney S(SA(‘)LOLOWAY etal,
Belclare FecX® +0,7 (+/FecX®) Belclare ;'g\ol\éllRAHAN ol
. . HANRAHAN et al.,
Galway BPM15  o.xc +1,5 (+/FecX®) Belclare, Caénhbélzdegle, Moghani, 2004: BARZEGAR]
et al, 2010
Lacaune FecX* +1,5 (+/FecXt) Lacaune BODIN et al., 2007
MARTINEZ et al.,
Roa FecXR +0,63 (+/FecXR) Aragonesa 2009D;
' MONTEAGUDO et
al., 2009
HANRAHAN et al.,
High fertility FecGH +1,4 (+/FecGH) Belclare, Cambridge, Garole  2004; POLLEY et
al.,, 2010
Embrapa GDF9 FecGE +0,12 (+/FecGFE) +1(FecGE/FecGE) Santa Inés SILVA et al., 2011
G1 FecG' +0,17 (+/FecG)) Baluchi QAO??ADBAND etal,
0 Lacaune FeclL* +1,5 (+/FecL‘) +3 (FecL/FeclL") Lecaune ;)(I)QOC;UILHET etal,
MULSANT et al.,
2001; SOUZA et al.,
Booroola ALK6 FecB® +1,5 (+/FecB®) +3 (FecB® / FecBEB) Merino, Garole, Javanese, Hu, 2001; WILSON et

Han

al., 2001; DAVIS et
al., 2002; DAVIS et
al., 2006
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FecX': se ha demostrado que segrega en la poblacién de ovejas Lecaune
incrementando la tasa ovulatoria cerca de dos 6vulos. Este alelo consiste en un
cambio de un aminoacido cisteina por una tirosina en la posicion 53, responsable
de una alteracion dramatica en el procesamiento del péptido BMP15 (BODIN et al.,
2007).

FecXR: consiste en una delecion de 17 pares de bases
(c.525 541delTGGGTCCAGAAAAGCCC), que lleva a una alteracion en la
secuencia de aminodcidos, introduciendo un codén de paro prematuro, por lo que
no se sintetiza el péptido maduro (MONTEAGUDO et al., 2009).

3.4.1 Efectos positivos del alelo FecXR del gen BMP15.

Seguln LAHOZ et al, (2014) la variante génica FecXR da lugar a un incremento de la
tasa de ovulacion de +0,63 ovulaciones por oveja en animales heterocigotos, que
ocasiona un incremento de la prolificidad de 0,35 corderos por parto (1,69 +/FecXR
vs. 1,34 +/+, P<0,0001). El incremento de la prolificidad se debe principalmente a
un aumento del porcentaje de partos dobles, que pasa de un 31% a un 46,9 %, junto
a un incremento moderado de los partos triples, que pasa del 1,3 % al 9,7 %
(ALABART, 2016).

De otro lado, en las ovejas homocigotas (FecXR /FecXR) causa esterilidad, debido a
fallas ovaricas primarias (LAHOZ et al., 2014). Por lo tanto, la inadecuada seleccion
de hembras con este tipo de polimorfismos puede incrementar la probabilidad de
homocigotos, resultando en corderas freemartins y por tanto estériles. Las ovejas
homocigotas presentan ovarios pequefios y aplanados con foliculos que no se
desarrollan hasta la etapa de foliculos primarios, lo que resulta en completa
infertilidad (ALABART, 2016).

PARDOS et al, (2010) demostraron la repercusion economica de este polimorfismo,
de manera que las explotaciones con mas de un 5% de variantes génicas FecXR

como ovejas heterocigotas presentan mayores ingresos por oveja y afio que las
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explotaciones que solo siguen el programa de seleccion poligénica clasica o que no
hacen ningun tipo de seleccion (150,25, 125,66 y 106,40 € ; P<O0,05,

respectivamente).

3.5 El gen GDF9

También conocido como FecG, y se encuentra en el cromosoma 5 de la oveja. El
gen autosomal GDF9 tiene un patron de herencia sobre dominante, su rol esencial
es controlando el crecimiento folicular por su influencia en la funcion de la célula de
la granulosa (LUNA et al., 2014). Su expresidn genética esta es exclusivamente en
el ovario y oocito. Por lo que ratones son silenciamiento de este gen son infértiles
(PAULINI y MELO, 2011).

El punto de cambio en la secuencia nucleotidica identificado en la oveja Belclare
(FecG") resulta en un aminoacido no conservado en una regién que se piensa
interactua con el receptor ligador de dominio tipo 1. En los homocigotos con el alelo
GDF9 el desarrollo ovarico desde la etapa preantral hasta la de crecimiento folicular
es diferente al del tipo silvestre. Los animales homocigotos para este alelo no ovulan
y son infértiles, mientras que en los animales heterocigotos la tasa de ovulacion
promedio es de 2 comparados con las de tipo silvestre (Tabla 2), por lo que la
ventaja en fertilidad, prolificidad y tasa ovulatoria es s6lo para los heterocigotos
(BARZEGARI et al., 2010).

SILVA et al, (2011) en ovejas de raza Santa Inés con antecedentes de partos
gemelares y trillizos, describen por primera vez el polimorfismo de nucleétido simple
(SNP) del gen GDF9, denominado FecGF (Embrapa), que no produce esterilidad en
las hembras homocigotas. Este gen incrementa la tasa ovulatoria en homocigotos
en 82% del numero de cuerpos lateos (CLs), promedio de 2,22 CLs por oveja, y
96,3% en partos mlltiples comparada con las heterocigotas (+/FecGF) y el tipo
silvestre. Este alelo marca un efecto aditivo diferente al de sobredominancia de los
alelos FecG" y FecX descritos hasta hace poco, y con ovocitos fértiles en los
genotipos FecGE / FecGE, marcando una nueva accion fisiol6gica para el gen GDF9.
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HANRAHAN et al, (2004) detectaron 8 diferentes SNPs en ovinos, uno de ello fue
denominado G1 o FecG'. Esta mutacién consiste en el cambio de una Guanina por
una Adenina en la posicion 260 de gen, que ocasiona el cambio de un Arginina por
una Histidina en la posicién 87 de la proteina. FecG' se ha asociado con un aumento
en la tasa ovulatoria (CHU et al., 2011) y también el tamafio de la camada
(MORADBAND et al., 2011; LIANDRIS et al., 2012).

3.6 Marcadores moleculares

En la actualidad se han desarrollado varias técnicas moleculares para el estudio de
los genes en los humanos, animales, plantas, bacterias y virus, impulsando el
desarrollo de nuevos estudios como la secuenciacion completa del genoma humano
por medio de la gendmica. Esta nueva disciplina y todas las areas de la genética
tales como la genética mendeliana, citogenética, genética molecular, genética de
poblaciones y genética cuantitativa. Los caracteres rendimiento lechero, peso a una
edad determinada, rendimiento de la canal, entre otros, son variables cuantitativas
gue relacionan el factor ambiente con varios genes pueden ser medidos por medio

de herramientas moleculares y estadisticas (CANON, 2006).

Los genes se encuentran contenidos en el genoma y este a su vez tiene secuencias
codificadoras (exones) y no codificantes (intrones), que sirven para la regulacion de
la expresién génica y a su vez, pueden ser utilizadas como marcadores (FAO,
2010), cuando se conoce el gen, los marcadores y la correlacion de estos con una
caracteristica productiva se obtiene los QTL (Quantitative Trait Loci) (DEHNAVI et
al., 2012). De ahi que, con los QTL se pueden seleccionar animales que porten
ciertas caracteristicas de interés zootécnicas y realizar seleccion asistida por
marcadores (SAM) (Dekkers, 2004).

El efecto de los QTL en varios casos es gracias a la asociacion de los genes
candidatos con el fenotipo de interés (CANON, 2006).

30



Las variaciones en el ADN son mutaciones resultantes de la sustitucion de un solo
nucledtido (polimorfismos de nucleétidos simples — SNP) que pueden conducir a
ganancias o pérdidas de eficiencia metabodlica o adquirir una nueva funcién. Los
SNPs se encuentran en los intrones no afectan directamente el fenotipo del
individuo, pero en algunas ocasiones las mutaciones pueden intervenir en la
expresion génica produciendo cambien en su estructura proteica. También sirven

para encontrar variaciones genéticas funcionales (FAO, 2010).

Los marcadores genéticos se utilizan para la genotipificacion y deteccion de
individuos portadores de genes (DEHNAVI et al.,, 2012) y los marcadores
moleculares son secuencias de ADN en los que se pueden identificar polimorfismos
de un solo locus o multiples con diferentes técnicas como Amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico (RAPD), Polimorfismos por Ampliacion de la Longitud del
Fragmento (AFLPs), Polimorfismo Longitudinal de Fragmentos de Restriccion

(RFLPs) y Polimorfismo Conformacional de Cadena simple (SSCP).

La SSCP es utilizada en segmentos de nucledtidos entre 150 a 200 pares de bases,
con una sensibilidad hasta del 90% y permite identificar el cambio de nucleétido en
un segmento por medio de migracién electroforética en geles de poliacrilamida. Esta
técnica es economica y confiable, sin embargo, se requiere de tiempo para la

estandarizacion del gel en cada fragmento a evaluar (ESTRADA et al., 2005).

Otra técnica util para identificar SNPs es la RFLP, donde se utilizan enzimas de
restriccion especificas para realizar cortes en el ADN en sitios especificos que son
detectados. La PCR — RFLP, para identificar los patrones de corte de un gen se
realiza la PCR normal y luego se adiciona una enzima de restriccion especifica
realizando cortes especificos que luego seran observados en geles de
poliacrilamida (FAO, 2010).
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4. METODOLOGIA

4.1 Objetivo especifico 1. Caracterizar molecularmente los polimorfismos
FecXR del gen BMP15 y FecG' del gen GDF9.

4.1.1 Tamafo de muestra, sitios de muestreo, animales y colecta de sangre.

Debido a que no existen datos sobre las frecuencias de estos alelos en los
ovinos de pelo criollos (OPC) colombiano, el tamafio de muestra se estimé

suponiendo que la frecuencia del menor alelo encontrado sea de 10%, asi:

z°x (px q)
n=——o—
C
Donde:

n = tamafo de muestra

z = nivel de significancia (95%)

c = certeza (5%)

p = probabilidad de encontrar el alelo A (0,9)
g = probabilidad de encontrar el alelo B (0,1)

(1,96)%x (0,9 x 0,1)
n = =

1
0,052 38

Se colectaron 150 muestras de sangre de hembras OPC adultas, en nueve
(9) fincas ubicadas en el Departamento Cordoba (Tabla 3).
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Tabla 3. Fincas, codigos de finca, ubicacion y tamafio de muestra por fincay

total.
Finca Cdédigo Ubicacion (Municipio/GPS) N
El Abuelo EAB Tuchin/9°10'17.5"N 75°32'45.1"W 9
Campo Bello CAB San Andrés de Sotavento/9°09'59.2"N 75°32'37.8"W 10
La Diana LDI  San Andrés de Sotavento/9°12'06.3"N 75°31'53.8"W 8
El Carmen Petaca ECP Tuchin/9°13'02.7"N 75°35'20.5"W 5
El Silencio ESI  San Andrés de Sotavento/9°13'46.1"N 75°33'45.2"W 17
La Mano de Dios LMD San Andrés de Sotavento/9°13'29.1"N 75°30'31.5"W 14
Néstor Pérez NPE Los Vidales/9°13'51.6"N 75°31'48.0"W 10
Nueva Victoria NVI Tuchin/9°10'17.5"N 75°32'45.1"W 6
Villa Jordan VJO Monteria/9°10'42.4"N 75°33'51.3"W 71
Total 150

Se eligieron animales con registros de partos que estuvieran clinicamente
sanos, se colectdé 3 ml la muestra de sangre mediante puncién de la vena
yugular, previa inmovilizacién y desinfeccion del area, usando el sistema
Vacutainer ® en tubos con anticoagulante (EDTA 7,2 mg). Las muestras de
sangre fueron transportadas a 4°C hasta el laboratorio de Genética y
Reproduccion de la Universidad de Sucre y almacenadas a la misma

temperatura hasta su procesamiento.

4.1.2 Extraccion y cuantificacion del ADN.

El ADN se extrajo usando el kit de QIAGEN QIAamp DNA Mini Kit 250” rapidamente:

1.

Preparacion de Buffers: Buffer AW1, se le agregd 125ml etanol al 96%. Buffer
AW?2, se le agregd 160ml etanol al 96%.

Se prepararon dos juegos de tubos eppendorf de 1,5 ml marcandolos en la
tapa y en el cuerpo del tubo con la identificacién de cada individuo (1-147)
En un tubo eppendorf se agregaron 20 ul de proteinasa K; luego se agregaron
200 pl de la muestra de sangre y 200 ul del buffer AL. Se mezclaron usado
vortex por 15 segundos. Se incubaron en un bafio de Maria a 56°C durante

10 minutos.
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4. Se agregd 200 ul de etanol 96% y se mezclé usado el vortex por 15
segundos.

5. Se paso cuidadosamente la mezcla obtenida en el paso anterior a la columna
provista por el kit y se centrifugo a 8000 rpm durante 1 minuto, posterior a
esto se paso la columna al tubo nuevo de colecta.

6. Se agregaron 500 pl del buffer AW1 y se centrifugo a 8000 rpm durante 1
minuto

7. Se adicionaron 500 pl del buffer AW2 y se centrifugo a 13400 rpm durante 5
minuto, asegurando de que todo el buffer AW2 pase por la columna, se pasé
la columna al tubo nuevo de colecta no proveido por el kit y se eliminé el tubo
con el filtrado anterior.

8. Por ultimo, se agregaron a la columna 200 pl del buffer AE y se incubo a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego se centrifugo a 8000 rpm

durante 2 minutos.

El ADN extraido fue almacenado a -20°C hasta su cuantificacion y dilucién. EI ADN
fue cuantificado usando un espectrofotometro NanoDrop 2000™ (Thermo Fisher
Scientific). En promedio la concentracion del ADN extraido fue de 56 ng/pl y una
relacion de absorbancia 260/280 de 1,82 lo que muestra una adecuada calidad del

mismo. El ADN fue diluido a 10 ng/ul para las reacciones de PCR.

4.1.3 Amplificacion por PCR de los fragmentos de interés.

En la Tabla 4, se presentan los cebadores utilizados para la amplificacion de los

fragmentos de interés.

Tabla 4. Cebadores utilizados para la amplificacién de los polimorfismos de
interés.

Tamafio de
Gen Locus Cebadores amplificado Referencia
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BPM15 FecXR F 5-CTCTGAGACCAAACCGGGTA-3 160 pb MARTINEZ-ROYO et

R 5-TTTGAGGAGCCTCTT CCTGA-3 al., 2008

F 5 -GAAGACTGGTATGGGGAAATG-3’
GDF9 FecG' 463 pb PAZ et al., 2014

R 5-CCAATCTGCTCCTACACACCT-3’

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un volumen final de 12,5 pl, que
contenian 20 ng de ADN, 250 nM de cada cebador y 1X del stiper mix MangoMix™
(Bioline®). EIl perfil de amplificacion de los dos locus estudiados incluyé una
desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, hibridacién a 60°C por 30 segundos,
extension a 72°C por 30 segundos, y una extension final de 72°C por 5 minutos. Las
reacciones fueron realizadas en un termociclador MasterCycler Nexus Gradient de
Eppendorf®.

4.1.4 Genotipado

El polimorfismo FecXR, consiste en una delecciéon de 17 nucleétidos (525_541del
TGGGTCCAGAAAAGCCC), con la consecuente deleccién de seis aminoacidos en
la proteina (MARTINEZ et al., 2008). Por tato el genotipado se realizé directamente
desde la electroforesis segun Martinez-Royo et al, (2008) asi: genotipo silvestre (sin
deleccién) FecX*/FecX* = 160bp/160pb; genotipo mutado (con deleccién en ambos
cromosomas) FecXR/FecXR = 143bp/143pb y genotipo heterocigoto FecX*/FecXR =
160bp/143pb (Figura 1).
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100pb—

Figura 1. Genotipos locus FecXR. Carril 1: marcador de 100 pares de bases;

Carriles 2 al 6 genotipo homocigoto FecX*/FecX".

El locus FecG' se genotipé mediante PCR-RFLP con la enzima de restriccion Hhal.
El mix de corte se realizé en un volumen final de 12,5 ul que contenian 3 ul de
producto de PCR, 1X del Buffer Tango y 10U de la enzima Hhal (5 GCG/C3). El
mix de digestion se incubd por 3 horas a 37°C y 20 minutos a 80°C para inactivar la

enzima.
4.1.5 Electroforesis

El producto de PCR del locus FecXR y el producto de restriccion del locus FecG',
fueron mezclados en proporcién 1:4 con azul de carga (azul de bromofenol 0,05%;
glicerol 60% y 10% GelRed™). Ambos polimorfismos fueron genotipados en geles
de poliacrilamida 37:1 (acrilamida:bisacrilamida) al 12%, en geles de 170mm x
86mm x 1,2mm. Corridos a 160 voltios durante 45 minutos. Los geles fueron

observados y foto documentados bajo luz ultra violeta en un transiluminador.
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Los genotipos para el locus FecG' se determinaron asi: FecG*/FecG*
254pb/156pb/52pb;  FecG'/FecG! =  410pb/52pb y  FecG*/FecG!
410/254pb/156ph/52pb (Figura 2) (Paz et al., 2014).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 2. Genotipos locus FecG'. Carril 1. marcador de 100 pares de bases;
Carril 2: producto de PCR sin digestion enzimatica; Carriles 3 al 7: genotipo
homocigoto FecG*/FecG*; Carriles 8 y 9: Genotipo heterocigoto FecG*/FecG'.

4.1.6 Anélisis de datos moleculares

A los dos loci se les calcularon las frecuencias genotipicas, las frecuencias alélicas,
la heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He), los indices poblaciones F, las
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), un analisis de varianza
molecular (AMOVA) y la distancia genética entre fincas usando el programa
GENALEX version 6.5 (PEAKALL AND SMOUSE, 2012). Usando el programa
MEGA?7 se graficaron las distancias genéticas encontradas, utilizando el método de
agrupacion UPGMA (KUMAR et al., 2016).
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4.2 Objetivo especifico 2: Asociar los polimorfismos FecXRy FecG' de los
genes BMP15 y GDF9 respectivamente, con la prolificidad natural en
ovinos de pelo criollos colombianos y determinar algunos efectos no

genéticos que afectan la prolificidad.

4.2.1 Tamafo de muestra, sitio de muestreo y colecta de datos.

Para este andlisis solo se tuvieron en cuenta los animales provenientes de la
Aprisco Villa Jordan Ubicado en Monteria (9°10'42.4"N 75°33'51.3"W). Se eligieron
animales con registros de partos que estuvieran clinicamente sanos y que ademas
hubieran sido genotipados para FecX® y FecG' de los genes BMP15 y GDF9
respectivamente. 59 ovejas adultas cumplieron con todos los requisitos, en las que
se evaluaron un total de 143 partos.

4.2.2 Anélisis de los datos

Solo se consideré el polimorfismo encontrado en el locus FecG!' pues el locus FecXR
fue monomorfico. Se realiz6é un analisis de estadistica descriptiva para las variables
prolificidad (corderos/hembra/parto) y nimero del parto de la madre que junto con
las variables mes de concepcion, época de concepcion, afio de concepcién y padre,

se consideraron como variables de tipo no genético.

Se realizé un andlisis de varianza de acuerdo a un modelo lineal generalizado (GLM)
de efectos fijos, donde se determind que factores genéticos (polimorfismo en el
locus FecG') y no genéticos afectaron la prolificidad, usando el software R® (R

Development Core Team, 2008) de acuerdo al siguiente modelo:

Yikmn =+ Bi+ 0+ yk+ ou+ Oom+ ¢n + Eijkimn

Donde:
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Y iimn = prolificidad observada

u = Efecto de la media poblacional

Bi = Efecto del genotipo FecG'i = FecG*/FecG*y FecG*/FecG'

o = Efecto del partode lamadre j=1,2,3,4,5,6y7

vk = Efecto del padre k=1, 2,3,4,5,6,y 7

oy = Efecto del afio de concepcion | = 2011, 2012, 2013, 2014, 2015y 2016

¢om = Efecto del mes de concepcion m = enero, febrero, marzo, abril, mayo, junio,
julio, agosto, septiembre, octubre, noviembre y diciembre

¢n = Efecto de la epoca de concepcion n = seca (diciembre a abril) y lluvia (mayo a
noviembre)

€ijkimn = Efecto del error aleatorio

Se realiz6é un andlisis de comparacion de medias de Duncan (o = 0,05) para las
variables consideradas significativas (P<0,05), también se realiz6 un andlisis de
correlacién de Pearson con su respectivo test de significancia usando el software
R® (R Development Core Team, 2008)
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizaciéon molecular de los polimorfismos FecXR del gen BMP15
y FecG' del gen GDF9.

En la Tabla 5 se presentan las frecuencias alélicas y genotipicas del locus FecXR del
gen BMP15 y del locus FecG' del gen GDF9 en cada una de las fincas en estudio y
para la poblacién de OPC. En todas las fincas y por tanto en toda la poblacién se
encontré que el locus FecXR fue monomorfica en el OPC analizado, encontrandose

solo el alelo FecX* y el genotipo FecX*/FecX*.

El locus FecG' si fue polimoérfico. El alelo silvestre FecG* presentd una frecuencia
de 0,89 y el alelo mutado FecG' de 0,11 en toda la poblacién. En cuanto a los
genotipos es necesario evidenciar que no se encontré en genotipo FecG'/FecG',
mientras que las frecuencias para los genotipos FecG*/FecG* y FecG*/FecG' fueron

de 78 y 22%, respectivamente.

El alelo FecG' no se encontré en la finca ECP y presenté frecuencias menores al
10% en las fincas EAB, ESI y NPE. De otro lado, en la finca LDI se encontr6 la
mayor frecuencia de alelo mutado FecG' (0,25). El genotipo homocigoto
FecG*/FecG* se encontré con frecuencia mayor al 90% en las fincas CAB, ECP,
ESIy NPE. Las menores frecuencias de este genotipo se encontraron en las fincas
EAB, NVI (67% en ambas) y LMD (29%).

En la Tabla 6 se muestran los valores de heterocigocidad observada (Ho),
heterocigocidad esperada (He) y el indice de fijacion (F) solo para el locus FecG'y
para la sumatoria de los dos loci estudiados (FecXR + FecG'), en razén a que el

locus FecXR fue monomorfico.
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Tabla 5. Frecuencias alélicas y genotipicas de los loci FecXRy FecG!' en cada una de las fincas estudiadas.

Frecuencias Alélicas

Frecuencias Genotipicas

Finca N FecXR FecG' FecXR FecG'
FecX* FecXR FecG* FecG' FecX*/FecX* FecG*/FecG* FecG*/FecG
EAB 9 1,00 0,00 0,94 0,06 1,00 0,67 0,33
CAB 10 1,00 0,00 0,85 0,15 1,00 0,90 0,10
LDl 8 1,00 0,00 0,75 0,25 1,00 0,75 0,25
ECP 5 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 1,00 0,00
ESI 17 1,00 0,00 0,94 0,06 1,00 0,94 0,06
LMD 14 1,00 0,00 0,82 0,18 1,00 0,29 0,71
NPE 10 1,00 0,00 0,95 0,05 1,00 0,90 0,10
NVI 6 1,00 0,00 0,83 0,17 1,00 0,67 0,33
VJO 71 1,00 0,00 0,89 0,11 1,00 0,76 0,24
Toda la poblacion 150 1,00 0,00 0,89 0,11 1,00 0,78 0,22
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Para toda la poblacién estudiada de OPC se encontré en el locus FecG' un valor de
Ho de 0,226+0,15 y de 0,189+0,12 de He, que tuvo como consecuencia un valor de
F de -0,194 evidenciando un exceso de heterocigotos, y para ambos loci se tuvo
una Ho y He de 0,113+0,07 y 0,094+0,06 respectivamente, y un F de -0,194

nuevamente evidenciando exceso de heterocigotos.

Tabla 6. Valores de Ho, He y F, para el locus FecG'y sumatoria de los dos loci
FecXR + FecG..

_ FecG' FecXR + FecG'.
Finca
Ho He F Ho He F
EAB 0,111 0,105 -0,059 0,056 0,052 -0,059
CAB 0,300 0,255 -0,176 0,150 0,128 -0,176
LDI 0,500 0,375 -0,333 0,250 0,188 -0,333
ECP 0,000 0,000 - 0,000 0,000 -
ESI 0,118 0,111 -0,063 0,059 0,055 -0,063
LMD 0,357 0,293 -0,217 0,179 0,147 -0,217
NPE 0,100 0,095 -0,053 0,050 0,048 -0,053
NVI 0,333 0,278 -0,200 0,167 0,139 -0,200
VJO 0,211 0,189 -0,118 0,106 0,094 -0,118

Toda la poblacién 0,226+0,15 0,189+0,12 -0,194 0,113+0,07 0,094+0,06 -0,194

En la finca ECP no se encontraron individuos heterocigotos (Tabla 5) por lo que el
valor de Ho fue cero, indicando también, que esta finca tiene la menor diversidad
genética. La diversidad genética mas alta se encontré en la finca LDI, LMD y NVI

cuando se analiza solo el locus FecG' o cuando se consideran ambos loci.

En todas las fincas se encontraron valores negativos de F, que fueron mayores en

las fincas finca LDI, LMD y NVI y con bajos valores en las fincas EAB, NPE y VJO.

La prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) no se realiz6 en el locus
FecXR en razdn de encontrarse monomorfico. Para locus FecG' en todas las fincas

y en el OPC no presentod desviaciones significativas (P>0,05).

El andlisis de varianza molecular (Tabla 7) dividio la variacién total en tres fuentes,

entre fincas, entre de individuos y dentro de individuos, esta ultima fue la
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responsable del 99% de la variacion encontrada. El valor de Fsr calculado a partir
de este analisis de varianza fue de 0,008 (P>0,05), los valores de Fis y Fir fueron

negativos sin diferencias estadisticas significativas.

Tabla 7. Analisis de varianza molecular y estadisticos F de Wrigth.
Fuente de Variacion GL Cuadrado Medio % de Variacion Estadisticos F

Entre fincas 8 0,107 1% Fst =0,008"s
Entre individuos 141 0,085 0% Fis =-0,127"s
Dentro de individuos 150 0,110 99% Fir=-0,119"s
Total 299 100%

ns = no significativo (P>0,05)

La Tabla 8 muestra los valores de distancias genéticas encontradas entre las fincas
estudiadas. La menor distancia se encontré entre las fincas ECP y NPE. De otro
lado, ningun valor fue superior a 0,5 que fue el encontrado entre la finca LDI y las
demas. En la Figura 3, se presenta un dendrograma de distancias genéticas que se

muestran en la Tabla 8 utilizando el método UPGMA para graficarlo.

Tabla 8. Distancias genéticas por pares de fincas.

Finca EAB CAB LDI ECP ESI LMD NPE NVI VJO
EAB 0,000

CAB 0,344 0,000

LDI 0,500 0,500 0,000

ECP 0,111 0,300 0,500 0,000

ESI 0,203 0,347 0,500 0,118 0,000

LMD 0,389 0,443 0,500 0,357 0,391 0,000

NPE 0,189 0,340 0,500 0,100 0,194 0,386 0,000

NvI 0,370 0,433 0,500 0,333 0,373 0,452 0,367 0,000

vJO 0,275 0,385 0,500 0,211 0,279 0,418 0,269 0,404 0,000
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Figura 3. Dendrograma de distancias genéticas entre las fincas estudiadas

usando el algoritmo UPGMA.
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5.2 Asociacién de los polimorfismos FecXRy FecG!' de los genes BMP15 y
GDF9 respectivamente, con la prolificidad natural en ovinos de pelo
criollos colombiano y determinacién de algunos efectos no genéticos

gue afectan la prolificidad.

Se evaluaron 59 ovejas adultas para un total de 143 partos. La estadistica

descriptiva de las variables estudiadas se puede ver en la Tabla 9.

La prolificidad promedio encontrada fue de 1,30 + 0,30, con un valor maximo de 2
crias/hembra/parto y fue la variable con menor valor CV. En promedio cada hembra
tuvo 2,43 + 1,63 partos. El 45% de las hembras estudiadas solo tuvo un parto, el
22% tuvo dos partos, el 8% de las hembras tuvo tres, con cuatro y cinco partos
estuvieron el 5% de las hembras, de seis partos se encontraron el 10% y solo el 3%
de los animales tuvo siete partos. El coeficiente de variacién para esta variable fue

alto.

Tabla 9.Estadistica descriptiva de las variables evaluadas.

Variable Promedio Desviacion estandar Minimo Maximo Ccv
Prolificidad 1,3 0,3 1 2 25%
Partos 2,4 1,6 1 7 67%
Padre 20,4 17,1 2 47 84%
Afo de concepcién 24,2 17,2 5 49 71%
Mes de concepcion 12,1 7,6 5 25 63%
Epoca de concepcion 72,5 29,0 52 93 40%

CV = coeficiente de variacion

Se determind que, en la poblacion analizada, las hembras habian sido servidas por
siete machos, los cuales sirvieron en promedio 20,4 + 17,1 hembras cada uno. El
padre qgue méas hembras sirvio fue 47. El CV de la variable fue muy alto. Los datos
colectados se agruparon en seis afios de concepcién (2011 a 2016), en el afio 2011
se encontro el menor numero de servicios, mientras que, en el 2015 se registran
34% de las montas. En promedio cada en cada afio se sirvieron 24,2 + 17,2

hembras.
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En promedio, en cada mes se realizaron 12,1 + 7,6 concepciones, se nota una clara
estacionalidad en los servicios, asi: Diciembre-Enero (22% de servicios), Abril-Mayo
(18% de servicios) y Agosto-Septiembre (34% de servicios), los demas seis meses
agrupan el 26% de las concepciones. Para le época de concepcion, se considero
en la época seca los meses comprendidos entre Diciembre y Abril, mientras que, la
época de lluvia estuvo comprendida entre los meses de Mayo a Noviembre. Se
encontré que el mayor porcentaje de concepciones se realizaron en época de lluvia

(64%) y el menor en época seca (36%). ElI CV de época fue alto.

El andlisis de varianza mostr6 un valor de P = 0,282 para el modelo utilizado (Tabla
10). Con un valor de R? de 0,24 y CV de 24,8%.

Tabla 10. Analisis de varianza para prolificidad en el aprisco Villa Jordan.
Fuente de Variacion Grados de Libertad Cuadrado Medio Valor de F Valor P

Modelo 29 0,118 1,21 0,233
Error 113 0,097
Total corregido 142

La divisién de los factores que afectan el valor de prolificidad segun el GLM se
encuentra en la Tabla 11, donde se evidencia que el factor Padre es el Unico con

efecto significativo sobre el valor de prolificidad.

Tabla 11. Efecto de los factores genéticos y no genéticos sobre la prolificidad
en el aprisco estudiado.

Fuente de Variacion Grados de Libertad Cuadrado Medio Valorde F Valor P

Genotipo 1 0,166 1,71 0,194
NUumero de parto 6 0,072 0,75 0,614
Padre 6 0,307 3,15 0,006
Afio de concepcion 5 0,119 1,22 0,304
Mes de concepcidn 10 0,035 0,36 0,960
Epoca de concepcion 1 0,103 1,06 0,194

No se encontr6 un efecto significativo del genotipo en el locus FecG' sobre la

prolificidad (P = 0,194). Sin embargo, la prolificidad fue mayor en el genotipo
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heterocigoto que en el homocigoto, aunque las frecuencias genotipicas fueron
contrarias (Tabla 12).

Tabla 12. Prolificidad promedio encontrada de acuerdo al genotipo en el locus
FecG'.

Genotipo N Prolificidad Frecuencia genotipica
FecG*/FecG 14 1,333 +£0,36 0,24
FecG*/FecG* 45 1,239 +£ 0,30 0,76

El nimero de parto de la hembra no afect6 (P = 0,614) la prolificidad en los ovinos

(Tabla 13), sin embargo, se nota una mayor prolificidad a mayor nUmero de parto.

Tabla 13. Prolificidad promedio encontrada de acuerdo al niumero de parto de
la hembra.

Numero de parto N Prolificidad
1 58 1,259 + 0,36
2 32 1,215 + 0,26
3 19 1,257 £ 0,28
4 13 1,279 + 0,28
5 11 1,287 + 0,30
6 8 1,245 + 0,29
7 2 1,400 + 0,56

De otro lado, el padre si afecto significativamente (P = 0,006) la prolificidad (Tabla
14). El padre identificado con el numero cuatro presenté el mayor valor de

prolificidad y el padre tres la menor.

Tabla 14. Prolificidad promedio encontrada de acuerdo al padre.

Padre N Prolificidad*
1 5 1,496 £ 0,21 @
2 47 1,182 +0,31°¢
3 18 1,125 + 0,29 be
4 5 1,620 £+ 0,412
5 42 1,226 + 0,31 be
6 15 1,326 £ 0,29 be
7 11 1,310 + 0,28 be

*Valor con diferente letra indica diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)
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Las tres variables relacionadas con la fecha de concepcion de las crias no tuvieron
relacion significativa, en las Tablas 15, 16 y 17 se detallan los valores de prolificidad

segun afio, mes y época de concepcion, respectivamente.

Tabla 15. Prolificidad promedio encontrada de acuerdo al afio de concepcion.

Afo de concepcion N Prolificidad
2011 5 1,566 + 0,17
2012 12 1,234 +£ 0,28
2013 11 1,255 + 0,29
2014 29 1,266 + 0,30
2015 49 1,223+ 0,33
2016 37 1,251 +£0,33

Tabla 16. Prolificidad promedio encontrada de acuerdo al mes de concepcion.

Mes de concepciodn N Prolificidad
Enero 18 1,196 + 0,30
Febrero 7 1,390 £ 0,41
Marzo 4 1,200 + 0,44
Abril 8 1,155 +0,16
Mayo 18 1,253 £ 0,27
Junio 5 1,400 + 0,37
Julio 7 1,214 £ 0,39
Agosto 24 1,296 +£ 0,35
Septiembre 25 1,313+0,34
Octubre 7 1,292 + 0,30
Noviembre 6 1,221 £0,25
Diciembre 14 1,123 + 0,20

Tabla 17. Prolificidad promedio encontrada de acuerdo a la época de
concepcion.

Epoca de concepcién N Prolificidad
Seca 51 1,196 + 0,29
Lluvia 92 1,286 + 0,32

En la Tabla 18 aparecen los valores de correlacién de Pearson y los valores de
significancia de los mismos. Seis de las 21 correlaciones posibles fueron
significativas (P<0,01). La prolificidad no se correlaciond significativamente con

ninguna otra variable, mientras que, la época y el mes de concepcidén presentaron
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la correlacion mas alta y de signo positivo. De otro lado, la correlacion negativa mas

alta se encontro entre el afio de concepcion y el padre usado para el servicio.

Tabla 18. Correlaciones de Pearson y valores de probabilidad para todas las
variables estudiadas.

Prolificidad Genotipo Parto Padre Afio Mes Epoca
Prolificidad 0,1106¢ 0,0361 0,0706 -0,9058 -0,0054 0,1364
P-Valor 0,1851° 0,6664 0,3982 0,2517 0,948 0,1017
Genotipo -0,1988 -0,0955 0,0696 0,067 -0,0152
P-Valor 0,0165 0,253 0,4055 0,4228 0,8559
Paatto -0,0208 0,3652 -0,2313 0,0848
P-Valor 0,8038 <0,0001 0,0051 0,3105
Padre -0,3601 -0,1394 -0,0212
P-Valor <0,0001 0,0943 0,7994
Afo -0,2621 -0,0761
P-Valor 0,0014 0,3624
Mes 0,4372
P-Valor <0,0001
Epoca
P-Valor

¢Valor de r; ° Valor de probabilidad. Valores en negrilla son significativos.
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6. DISCUSION

6.1 Caracterizaciéon molecular de los polimorfismos FecXR del gen BMP15
y FecG' del gen GDF9.

Alelo FecXR o también llamado alelo ROA, fue descrito por primera vez en la raza
ovina aragonesa “Rasa Oviaragon”, la cual es una raza autoctona que produce un
cordero de calidad llamado Ternasco de Aragén. La variante FecXR consiste en una
delecion de 17 pares de bases (¢.525_541delITGGGTCCAGAAAAGCCC), que lleva
a una alteracion en la secuencia de aminoacidos, introduciendo un codén de paro
prematuro, por lo que no se sintetiza el péptido maduro (MONTEAGUDO et al.,
2009). Segun LAHOZ et al, (2014) la variante génica FecXR da lugar a un incremento
de la tasa de ovulacién de +0,63 ovulaciones por oveja en animales heterocigotos,
gue ocasiona un incremento de la prolificidad de 0,35 corderos por parto (1,69
FecX*/FecXR vs. 1,34 FecX*/ FecX*, P<0,0001).

En la presente investigacion realizada en OPC no fue posible identificar el alelo
mutado, la poblacion mostr6 ser toda monomérfica para FecX*. Son pocas las
investigaciones realizadas sobre el polimorfismo FecXR del gen BMP15 en razas
alrededor del mundo, debido en parte a que esta fue recientemente encontrando y
a que la mutacién al parecer esta fija en esta raza. Esto Ultimo podria explicar en
parte porque no se encontré la mutacion FecXR en el OPC. Es posible que dentro
de las razas formadoras de la OPC no se encontrara la raza Aragonesa o que debido
al nulo manejo de esquemas de reproduccion de los ejemplares traidos durante la

conquista de América, la mutaciéon en mencion se haya perdido.

En la Tabla 19, se pueden ver diferentes estudios de analisis de frecuencias alélicas

para la variante FecG' en razas alrededor del mundo.
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Tabla 19. Frecuencias alélicas y genotipicas del locus FecGl en diferentes razas alrededor del mundo.

Frecuencia alélica

Frecuencia genotipica

Raza Referencia
FecG* FecG' FecG*/FecG* FecG*/FecG' FecG'/FecG!

Ovinos de pelo criollo 150 0,89 0,11 0,78 0,22 Presente Investigacion
Corriedale 92 0,73 0,27 0,86 0,14 VERA et al., 2014
Sangsari 150 0,80 0,20 0,71 0,37 0,01 KASIRIYAN et al., 2010
Criollo Araucano 100 0,78 0,22 0,56 0,44 PAZ et al., 2014
Afshari 19 0,76 0,24 0,52 0,48 ——
Baluchi 18 0,78 0,22 0,61 0,33 0,06
Makui 30 077 0.33 057 0.43 JAVANMARD etal., 2011
Merhaban 30 0,82 0,18 0,64 0,36
Kordi 42 0,91 0,09 0,81 0,19 -—-
Arabic 44 092 0.08 0.84 0.16 GHADERI etal,, 2010
Iranian Baluchi 152 0,82 0,18 0,72 0,20 0,10 MORADBAND et al., 2011
Chios 92 0,76 0,24 0,61 0,30 0,10

’ ' ' ' ' LIANDRIS et al., 2012.
Karagouniki 96 097 003 0.95 0,05 eta
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En este estudio se encontré una frecuencia del alelo silvestre FecG* de 0,89 y el
alelo mutado FecG' de 0,11. En ninguno de los reportes encontrados la frecuencia
del alelo mutado fue mayor a la del alelo silvestre. El Gnico reporte de analisis de
polimorfismo en genes asociados a prolificidad en razas criollas lo presenta PAZ et
al, (2014) en la raza ovino criollo Araucano de Chile, en su estudio la frecuencia del
alelo y gel genotipo mutado duplican al encontrado en el criollo colombiano (Tabla
19).

La frecuencia del alelo mutado y de el genotipo heterocigoto en el OPC fue mayor
a la frecuencia reportada en las razas Karagouniki, Arabic y Kordi por LIANDRIS et
al, (2012) y GHADERI et al, (2010) respectivamente. En estas mismas razas, al
igual que la presente investigacion no se encontré el genotipo FecG'/FecG'. En otros
estudios realizados por JAVANMARD et al., (2011) en cuatro razas de ovinos
Afshari, Baluchi, Makui y Merhaban reportaron frecuencias alélicas para FecG'
mayores y menores para FecG*. También presentaron frecuencias genotipicas mas
altas en el genotipo FecG*/FecG* que para FecG*/FecG!, y encontré en baja
frecuencia el genotipo FecG'/FecG' en la raza Baluchi. Otros reportes en los que se
encontré el genotipo homocigoto FecG'/FecG!' incluye las razas Sangsari, Baluchi
Iranian Baluchi y Chios (Tabla 19). Uno de los datos mas altos sobre la presencias
del polimorfismo FecG fue reportado por VERA et al., (2014) en la raza Corriedale,
resultados que permiten destacar la alta frecuencia del genotipo heterocigoto
respecto al OPC; por el contrario, en la raza Karagouniki se describe las presencia
mas baja de este genotipo (LIANDRIS et al., 2012).

Cabe destacar de esta investigacion que no fue posible encontrar individuos con
genotipo FecG'/FecG!, al igual que otros ocho reportes en diferentes razas que se
presentan en la Tabla 19. Al respecto, diferentes investigaciones presentan datos
contarios, sobre el posible efecto de este genotipo sobre la prolificidad. Algunos
autores sefialan gue los animales con genotipo FecG'/FecG' resultan ser estériles y
gue serian eliminados rapidamente de los rebafios (PAZ et al., 2014), en esta

investigacion solo se tomaron muestras de ADN de individuos adultos con historial
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de partos asi que, por efectos de deriva genética es posible que este genotipo no
se haya tomado. LIANDRIS et al, (2012) por ejemplo reportaron un aumento de la
prolificidad en individuos de raza Chios que tienen el genotipo FecG'/FecG' (2,25
corderos/hembra/parto) respecto a los otros genotipos (FecG*/FecG' vy
FecG*/FecG™* con prolificidad promedio de 1,45 y 1,59, respectivamente). Mientras
gque, MORADBAND et al, (2011) en la raza india Baluchi, reportaron que el genotipo
mas prolifico es el heterocigoto FecG*/FecG' (1,38 + 0.05) respecto a los otros dos
genotipos FecG*/FecG* (1,23 + 0.03) y FecG'/FecG' (1,03 + 0,05). Otra posible
explicacion a la ausencia del genotipo mutado, es que las razas ancestrales del
OPC no tuvieran esta mutacion y por tanto el criollo colombiano no la haya

heredado.

Otras investigaciones sobre diferentes polimorfismos en genes con efecto sobre la
prolificidad han sido descritas por SUDHAKAR et al, (2013) en el que identifico la
presencia de la mutaciéon Boorla (FecB) en ovejas de raza Nilagiri con una
frecuencia genotipica para FecB*/ FecB*, FecB*/FecB® y FecBE /FecBE de 0,73,
0,26 y 0,01, respectivamente y una frecuencia alelicaa de FecB*y FecB® de 0,86 y
0,14, respectivamente. Por su parte MORADBAND et al, (2011), en un estudio
realizado en 152 ovejas de raza Baluchi, investigaron la presencia de tres genes
GDF9, BMP15 y BMP15-1B de los polimorfismos FecG'!, FecX® y FecBE,
respectivamente, encontrando que la mutacion FecX® y FecBB fueron

monomorficas, solo encontrado el alelo silvestre para cada uno de los genes.

KIM et al, (2002) describieron que la heterosigocidad esperada (He) es considerada
como el mejor estimador de variabilidad genética. En el presente estudio se obtuvo
una Ho y He promedio de 0,226 y 0,189, respectivamente para el locus FecG'. En
la Tabla 20 se presenta la estimacion del valor de He y F para diferentes razas. En
general, la diversidad de genética en este locus es mas baja que en nueve de los
reportes presentados en la Tabla 20. Sin embargo, el exceso de heterocigotos solo

se evidencio en seis razas, de las cuales tres incluyendo al criollo Araunano superan
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en este indice al OPC. De otro lado, en seis reportes se edivencia un deficit de
animales heterocigos, con el mayor valor de F en la raza Corriedale (Tabla 20).

Tabla 20. Valores de diversidad (He) y F estimadas a partir de las frecuencias
alélicas reportadas en diversas razas.

Raza Ho He F Referencia

Ovinos de pelo criollo 0,226 0,189 -0,194  Presente Investigacion

Corriedale 0,140 0,394 0,645 VERA et al.,2014
Sangsari 0,370 0,320 -0,156 KASIRIYAN etal.,2010
Criollo Araucano 0,440 0,343 -0,282 PAZ et al.,2014
Afshari 0,480 0,365 -0,316

I\Bﬂaalsjihi 8:238 gzggg 8:2?2 JAVANMARD et al., 2011
Merhaban 0,360 0,295 -0,220

Arabic 0160 0147 oo CHADERIetal 2010
Iranian Baluch 0200 0,295 0,322 MORADBAND et al., 2011
Chios 0,300 0,365 0,178

Karagouniki 0050 0058 0141 CANDRISetal,2012.

Utilizando marcadores moleculares tipo microsatelites, en 13 ovinas presentes en
Colombia (Blackbelly, Camuro, Corriedale, Criollo de Lana, Dorper, Dorset,
Hampshire, Katahdin, Mora Colombiana, pelibuey, Persa cabeza negra, Romney
Marsh y Santa Inés) obtuvo un promedio para Ho y He de 0,683 y 0,770. VIVAS,
(2013) solo para el OPC presenta valores de He de 0,75. OCAMPO et a., (2017)
reporta valores de He pormedio de 0,763 en las razas las razas Ovino de Pelo
Colombiano, Criollo de Lana y Mora Colombian. Como es ya bien sabido los
microsatelites son mejores para estimar la diversidad genética en razon de que no
estan bajo efectos de la seleccion natural y/o artificial como si lo esta un gen que
puede tener efecto sobre caracteristicas productivas como la prolificidad (OCAMPO
et a., 2017).
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Una de las razones que explicaria el exceso de heterocigotos encontrado puede
estar asociado a que dichos animales tienen mayor prolificidad y por tanto se les
permite seguir reproduciéndose en el aprisco. Esta superioridad del genotipo
heterocigoto para genes asociados a prolificidad se puede observar en la Tabla 2,
donde todos los genotipos heterocigotos tienen mayor prolificidad que los
homocigotos, excepto en el locus Lacaune (FecL'). Sin embargo, dicho exceso de
heterocigotos en esta investigacion resultd ser no significativamente diferente de
cero (P>0,05) tanto a nivel intra-finca (Fis =-0,127) como a nivel de toda la poblacion
de OPC analizada (Fir = -0,119). Por su parte, OCAMPO et al, (2017) encontraron
valores de Fis y Fir positivos y con valores de P<0,05, indicando en deficit de

heterocigotos.

En analisis de varianza molecular evidencio, que la variacion entre las fincas era de
solo 1%, lo que coincide con el bajo valor de Fst estimado (Fst = 0,008, P>0,05).
De acuerdo con WRIGHT, (1965) los valores de Fst varian de 0 a 0,05 cuando existe
una pequeia diferenciacion genética, de 0,05 a 0,15 cuando hay moderada
diferencia, de 0,15 a 0,25 cuando hay una gran diferencia y es mayor de 0,25
cuando hay una muy grande diferenciaciéon genética entre las poblaciones. Lo
anterior, significa que las fincas o poblaciones estudiadas se comportan como una
sola gran poblacion y que existe flujo de genes entre las fincas estudiadas. Esto
altimo también, se logra evidenciar en la Tabla 8, donde los bajos valores de
distancia genética entre fincas refieren el posible flujo de animales y/o genes entre
ellas. Solo la finca LDI presentd valores altos de distancia, esto podria estar
asociado al pequefio niumero de animales tomados en esta finca o la procedencia

de estos (Figura 3).

Al contrario que en esta investigacion, OCAMPO et al, (2017) encontro valores de
Fst de 0,054 (P<0,05) indicador de una moderada diferenciacion y VIVAS, (2013)
de 0,03 (P<0,05) y el andlisis de Bayesiano de la estructura genética mostré que la

poblacion solo estaba formada por dos subpoblaciones.
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6.2 Asociacién de los polimorfismos FecXRy FecG!' de los genes BMP15 y
GDF9, respectivamente, con la prolificidad natural en ovinos de pelo
criollos colombiano y determinacién de algunos efectos no genéticos
gue afectan la prolificidad.

Se encontr6 una prolificidad promedio de 1,30 + 0,30 corderos/parto. Este valor fue
mayor al reportado por RODRIGUEZ et al, (1995) en un cruce entre animales
criollos colombianos x mejorados y al reportado en las razas Corriedale y Rommey
en Colombia por CUELLAR-GAMBOA et al, (2015). Estos dultimos autores
analizando un numero similar de partos en la raza criolla reportan un prolificidad
similar a la aqui presentada, pero inferior al reportado en la raza Hampshire. Otros

valores de prolificidad en razas a nivel del mundo se presentan Tabla 21.

En otros reportes de Latinoamérica, el presente valor solo es superado por la raza
Blackbelly de México (ROJAS y RODRIGUEZ, 1995) (Tabla 21). En las razas
Espafiola Aragonesa la prolificidad es similar. Sin embargo, en esta misma raza,
pero con genotipo heterocigoto FecX*/FecXR la prolificidad es mayor, al igual que
en animales con genotipo FecX*/FecXR tratados con 480 Ul de gonadotropina
corionica (LAHOZ et al., 2011).

La comparacién del OPC con la prolificidad reportada en el ovino canario y en razas
de Estados Unidos y Francia, resulté un valor bajo de prolificidad. Aunque los
valores del OPC son mayores a los reportados en las razas de India e Irdn (Tabla
21).

Las diferencias encontradas en los valores de prolificidad en estas razas, pueden
ser debidas a efectos de tipo nutricional, sanitario, manejo y de tamafo de muestra.
Otros factores que pueden influenciar esta caracteristica estan desarrollados en el

literal 3.3 del presente trabajo.
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En la presente investigacién no se asocié la variante FecXR con la prolificidad en
razén de encontrarse monomorfico en la poblacion. En individuos heterocigotos
FecX*/FecXR se aumenté la prolificidad en 0,63 corderos por parto, traducido en un
aumento en el porcentaje de partos dobles de 31 a 46,9% y de partos triples de 1,3
a 9,7%. Dicho polimorfismo no afecté de manera significativa el peso al nacimiento
de las crias, sus ganancias de peso diario y la calidad de la carne (ROCHE et al.,
2012; ALABART et al., 2016). En otras mutaciones en el locus FecX, ovinos de la
raza Pelibuey se encontr6 una mayor proporcion de partos dobles y tripes en
individuos heterocigotos en los polimorfismos FecX® y FecX" y no en FecX", pues
este resulté monomorfico (ARGUELLO-HERNANDEZ et al., 2014).

No se encontr6 un efecto significativo del genotipo en el locus FecG' sobre la
prolificidad (P = 0,194). Sin embargo, la prolificidad fue mayor en el genotipo
heterocigoto (FecG*/FecG') que en el homocigoto FecG*/FecG", sin encontrarse el
genotipo FecG'/FecG'. Adicionalmente la frecuencia del genotipo heterocigoto fue
de 24% (Tabla 12). En concordancia con lo reportado por HANRAHAN et al, (2004)
no se encontrd una asociacion significativa de la prolificidad con el genotipo. De otro
lado, MORADBAND et al, (2011) y LIANDRIS et al, (2012) presentan datos

diferentes.

LIANDRIS et al, (2012) en las razas griegas Chios y Karagouniki reportaron una
diferencia significativa en la prolificidad promedio de la primera raza con el genotipo
FecG!/FecG' (2,25 corderos/hembra/parto) respecto a los otros genotipos
(FecG*/FecG' y FecG*/FecG* con prolificidades promedio de 1,45 y 1,59,
respectivamente). Mientras que, el genotipo FecG!'/FecG' no lo encontraron en la
raza Karagouniki y la prolificidad promedio de los genotipos FecG*/FecG' y
FecG*/FecG™* fue de 1,07 y 1,32 respectivamente. A diferencia de este trabajo el

genotipo heterocigoto fue mas prolifico que en Karagouniki.

MORADBAND et al, (2011) en la raza india Baluchi, reportaron que el genotipo mas

prolifico es el heterocigoto FecG*/FecG' (1,38 + 0,05) respecto a los otros dos
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genotipos FecG*/FecG* (1,23 + 0.03) y FecG'/FecG' (1,03 + 0.05). Este reporte
concuerda este trabajo en que la el genotipo heterocigoto es el méas prolifico.

Como se evidencid, no existe una concordancia absoluta sobre cual es el mejor
genotipo. Las variaciones en la prolificidad de estos genotipos se deberd
seguramente a que la sustitucién nucleotidica G260A no es sindnima y conlleva al
cambio de un Arginina por una Histidina en la posicion 87 de la secuencia
animoacidica, y aunque ambos aminoacidos son polares, idnicos de carga negativa,
el grupo guanidinio de la Arginina lo hace tener menor densidad de carga
(MORADBAND et al., 2011).

En la presente investigacion no se encontré una asociacion significativa entre el
namero del parto de la oveja y la prolificidad. En ovinos del centro Agropecuario
Marengo, se reportaron un aumento en la prolificidad a medida que aumenta el
namero del parto, con valores de 1,21 + 0,46 en el primer parto a 1,52 + 0,55 en el
cuarto parto (CUELLAR-GAMBOA et al., 2015). En cruce entre animales de raza
Pelibuey por Blackbelly HINOJOSA-CUELLAR et al, (2015) reportan efecto

significativo de la edad y nUmero de parto sobre la prolificidad.
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Tabla 21. Valores de prolificidad en distintas razas alrededor del mundo.

Raza Pais N. De Partos Prolificidad Referencia
Criollo OPC Colombia 143 1,30+ 0,30 Presente investigacion
Criollo Colombiano X Mejorado Colombia 2035 1,03+ 0,02 RODRIGUEZ et al., 1995
Criollo Colombia 155 1,34 + 0,54
Corriedgle Colomb?a 88 1,21+044 | ELLAR-GAMBOA et al.. 2015
Hamshire Colombia 147 1,41 £ 0,53
Rommey Colombia 124 1,20 £ 0,40
Pelibuey x Blackbelly Mexico 1265 1,20+ 0,01 HINOJOSA-CUELLAR et al., 2015
Blackbelly México 481 1,65+0,12 ROJAS y RODRIGUEZ, 1995
Pelibuey Cuba 1,20+1,7 HERRERA et al., 2010
Pelibuey Venezuela 514 1,20 £ 0,39 DICKSON et al., 2004
Aragonesa Espafia 50 1,34
Aragonesa (FecXR/+) Espafia 1,69 LAHOZ et al., 2011
Aragonesa (FecXR /+) + 480 Ul de GC Espafia 1,85
Ovino Canario Espafia 605 1,69 + 0,63 CORTES, 2009
Targhee USA 9705 1,51+ 0,02
Suffolk USA 12721 1,72 £0,01 NOTTER, 2000
Polypay USA 7231 1,79 £ 0,02
Malpura India 1,06 + 0,01 GOPAL et al., 2011
Lacaune Francia 1975 1,72+ 0,01 SANCRISTOBAL-GAUDY et al., 2001
Kermani Iran 860 1,06 £ 0,01 MOKHTARIA et al., 2010
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En razas ovinas de climas templados ROJAS y RODRIGUEZ (1995) en la raza
Blackbelly encontraron efecto positivo del nimero de parto y tipo de nacimiento de
la madre sobre la prolificidad. En la raza Baluchi de la India LIANDRIS et al, (2012)
reportaron efecto del nimero del parto sobre la prolificidad, siendo las hembras de
primer y segundo parto mas prolificas que las de tercero y cuarto parto.
SANCRISTOBAL-GAUDY et al, (2001) en ovinos de la raza Lacaune de Francia

encontraron un efecto similar del nimero de parto sobre la prolificidad.

Los anteriores resultados pudieron ser diferente al aqui presentado en razén a los
pocos registros evaluados con alto nimero de parto (mayor a cinco partos solo 10
eventos). Otra posible explicacion al fendbmeno puede atribuirse a la edad
(MOHAMMADABADI y SATTAYIMOKHTARI, 2013) y al peso corporal de la oveja
al momento de apareamiento, ya que conforme la oveja madura y alcanza su
desarrollo corporal y fisioldgico completo, se hace mas eficiente para mantener una
gestacion, producir méas leche y expresar su habilidad materna (PEREZ-RAMIREZ
et al., 2003). Este proceso de crecimiento compite con la gestacion y los procesos
reproductivos por la obtencién de nutrientes circulantes en el organismo generando
disminuciones en parametros reproductivos. Asi es como sucede en la mayoria de
los sistemas de produccidn extensivos tropicales que tienen apareamiento continuo,
las ovejas son apareadas generalmente entre los 20 y 26 kg, bajo estas
circunstancias, las ovejas tardan mas tiempo en recuperar su condicién corporal
después del parto afectando sus indices reproductivos; a diferencia de los sistemas
intensivos, donde el plano de nutricional resulta mayor y permite disponer de
nutrientes para optimizar su comportamiento reproductivo (MAGANA-MONFORTE
et al., 2013).

Las tres variables relacionadas con la fecha de concepcion de las crias no tuvieron
relacion significativa con la prolificidad. El afio 2011 y el mes de junio presentaron
mayor prolificidad tal vez en razén al menor nimero de montas realizadas en estos

momentos. En la época de lluvia se encontré mayor prolificidad, corresponde con
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los meses de mayo a noviembre, en estos meses del afio es cuando mayor valor

del pardmetro en andlisis se encontroé.

Al igual que en el presente trabajo ROJAS y RODRIGUEZ (1995) no encontraron
efecto de la época de nacimiento (lluvia de Junio a Septiembre) sobre la prolificidad.
De otro lado, RODRIGUEZ et al, (1995) evaluaron la prolificidad en 24 cruces de
tipo adsorbente o alterno en diferentes proporciones de ovino criollo con Romey
Marsh, Corriedale y Hampshire, encontrado efecto del afio sobre el factor. En la
raza Pelibuey de Venezuela se report6 un efecto significativo del afio del parto sobre
la prolificidad que vari6 desde 1,07 + 0,09 corderos/parto en el afilo de menor
prolificidad hasta 1,38 + 0,09 en el afio de mayor prolificidad, pero no se encontro
efecto de la estacion (lluvia de Abril a Noviembre) (DICKSON et al., 2004). Por su
parte, HINOJOSA-CUELLAR et al, (2015) en ovinos Pelibuey x Blackbelly y sus
cruces con Dorper y Katahdin en México reportaron efecto significativo del afio, pero

no de la época sobre la prolificidad.

En razas europeas, SANCRISTOBAL-GAUDY et al, (2001) en ovinos de la raza
Lacaune de Francia encontraron efecto del afio sobre la prolificidad, al igual que,
ovejas de las Islas Canarias mantenidas en un sistema intensivo (CORTES, 2009),

pero no por la estacion (invierno, primavera, verano y otofio).

El estudio de estas variables es importante porque permite evaluar los cambios en
los indicadores productivos en el tiempo (HINOJOSA-CUELLAR et al., 2013). Sin
embargo, con la informacién disponible es complejo explicar cdmo cambios en las
condiciones ambientales (por ejemplo, precipitacién pluvial), disponibilidad de
forrajes y manejo del rebafio (MAGANA-MONFORTE et al., 2013), carga animal e
incidencia de parasitos pueden afectar la prolificidad encontrada en esta

investigacion.

Aunque en el presente estudio no se midié la condicion corporal de la oveja al

momento de la concepcion, la época de lluvia representa un periodo en donde existe
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mayor disponibilidad de forraje para las ovejas, y por lo tanto las hembras se
prefiarian mas temprano que aquellas con mala condicion corporal como
consecuencia de la escasez de pasto segun la época del afio. Esto repercute
directamente sobre factores relacionados con la produccién de oocitos, procesos de
implantacion del o los cigotos, sobrevivencia del embrion, el feto y finalmente sobre
la normalidad del parto. Efecto de época de partos en la productividad de las ovejas
es informado por MAGANA-MONFORTE et al, (2013).

El Unico factor que presentd efecto significativo sobre la prolificidad fue el padre,
estos resultados son similares a los presentados por CORTES, (2009) en ovinos de
las Islas Canarias y por SANCRISTOBAL-GAUDY et al, (2001) en ovinos de la raza
Lacaune de Francia. Las diferencias en la prolificidad de los padres pueden estar
intimamente relacionada con la condicion corporal, el estado nutricional, estado
sanitario, la proporcion machos: hembra en los lotes de monta y descanso del
macho entre épocas o estaciones de monta. Las cuales repercuten de una u otra

manera sobre la calidad espermatica y la funcién reproductiva.

La prolificidad no se correlaciond significativamente con ninguna otra variable.
RODRIGUEZ et al, (1995) evaluaron la prolificidad en 24 cruces de tipo adsorbente
o alterno en diferentes proporciones de ovino criollo con Romey Marsh, Corriedale
y Hampshire, encontrando una prolificidad promedio de 1,03 + 0,02. De igual
manera que el tipo de cruzamiento afecto la prolificidad, siendo los cruces de Romey
Marsh x Criollo y Hampshire x Criollo en proporciones de ¥ en ambos casos los

mas prolificos.

El nimero del parto y el afio de concepcion presentaron una correlacion positiva
(P<0,0001), lo que indica un aumento en el numero de concepciones en el tiempo.
La época y el mes de concepcidon también se correlacionaron, esto es razon de un
cambio en el manejo reproductivo del rebafio hacia monta estacional. Esta
afirmacion también la corrobora la correlacién negativa encontrada entre el nimero

de parto y mes. DICKSON et al, (2004) al respecto aseguran que es probable que
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estas relaciones estén afectadas con el manejo general y con la condicion corporal
al momento de la concepcion, puesto que el peso de la madre estuvo correlacionado
significativamente (P<0,01) con la prolificidad; los valores més bajos se encontraron

durante afios con el menor peso de la madre.

El genotipo de la hembra se correlacion6 negativamente con el nimero de parto de
la madre en razon del cambio hacia a animales mas prolificos, que, aunque este
analisis no encontré asociacion positiva al respecto, seguramente debido a que la
prolificidad en el OPC no esta influenciada por este polimorfismo. GOPAL et al,
(2011) mostraron el efecto de un adecuado plan de manejo genético de la majada
al realizar la introgresion de la raza Garole de alta prolificidad debida al gen Fec® en
la raza autoctona Malpura de la India, aumentando la prolificidad de 1,06 a 1,69

corderos por parto.

El padre se correlacion6 negativamente con el afio de concepcion, esta correlacion
se debe al cambio de machos reproductores en el aprisco, ellos se cambian a
medida que estos van envejeciendo, disminuyendo su nivel productivo, para evitar
problemas de consanguinidad y en caso de introducir nuevos genes con fines de

mejoramiento genético.
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7. CONCLUSIONES

El locus FecXR resulté ser monomorfico con la ausencia del alelo mutado, tal vez
debido a efectos de deriva genética o a que la raza donde se reporté por primera
vez esta mutacidon no hace parte de las razas fundadores del OPC. En razdn de ser

monomaorfico no se realizé el analisis de asociacion con la prolificidad en el OPC.

El locus FecG!' del gen GDF9 fue polimérfico con mayor frecuencia del alelo silvestre
(FecG* = 0,89), este valor fue similar el reportando en diferentes razas en todo el
mundo. No se encontrdé en genotipo homocigoto FecG'/FecG', la ausencia de este
genotipo puede estar asociado a que algunos autores reportan a que este produce
ovejas estériles que son eliminadas de los sistemas de produccion. Por otro lado, el
genotipo heterocigoto FecG*/FecG' tuvo una frecuencia de 22%, con un exceso de
heterocigotos no significativo. No se encontrd una estructura poblacional marcada,
indicando que las fincas de OPC se comportan como una sola gran poblacién con

flujo de genes entre ellas.

La prolificidad promedio encontrada fue de 1,30 + 0,30, esta fue similar a la de otros
reportes en OPC, y al encontrado en otras razas criollas y similar al presentado en
razas foraneas en Colombia, pero inferior a lo reportado en razas de climas
subtropicales. El genotipo en el locus FecG' no afecto significativamente la
prolificidad, aunque, fue mayor cuando el animal fue heterocigoto, lo que coincide
con diferentes autores. En numero del parto de la madre al igual que el mes, la
épocay el aflo de concepcidn no afectaron significativamente la prolificidad, a pesar,
de que se evidencidé mayor prolificidad con el aumento del nimero de parto, en el
mes de junio, en época de lluvias y en el afio 2011. Solo el padre afectd la
prolificidad, aunque seguramente en razon a las diferencias entre el numero de

datos disponibles para cada uno de ellos.
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8. RECOMENDACIONES

Ampliar el tamafio de muestra para ratificar la ausencia del polimorfismo FecXR en
el OPC o genotipar mediante secuenciamiento de ADN el gen BMP15 en raz6n de
buscar nuevos polimorfismos que logren explicar la variacion encontrada en la
prolificidad. Esto también se puede aplicar al gen GDF9, pues el polimorfismo

encontrado no fue suficiente para explicar la prolificidad encontrada.

A pesar de no encontrarse una asociacion estadisticamente significativa del locus
FecG!' con la prolificidad, se evidencié que los individuos heterocigotos son mejores,
esto puede ser usado en futuros planes de mejoramiento genético encaminados a

aumentar la frecuencia de este genotipo.

La falta de registros de datos productivos en los sistemas de produccidn ovina es la
mayor limitante al momento de implementar investigaciones, por lo que la colecta
de estos datos es indispensables para mejorar y hacer mas precisas las

investigaciones.
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