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RESUMEN

Una manera de mejorar el desempefio reproductivo del ganado Holstein es mediante la
implementacion de programas de seleccion asistida por marcadores moleculares. Estos
programas pueden aumentar la precision de las estimaciones del mérito genético y acortar
el intervalo generacional, especialmente para mejorar los rasgos econémicamente
importantes de baja heredabilidad como los reproductivos. Diferentes estudios moleculares
han identificado posibles marcadores moleculares en genes candidatos asociados a
caracteristicas reproductivas. Dentro de éstos, se puede mencionar el gen Leptina (LEP), el
gen del Factor de Transcripcién Pituitaria (Pit-1) y el Gen del Receptor de Hormona
Luteinizante (LHR). Bajo este precepto, se buscO establecer las frecuencias alélicas y
genotipicas de estos marcadores y determinar su efecto sobre las caracteristicas
reproductivas y de produccion de leche en el ganado Holstein de Honduras. Se muestrearon
un total de 147 vacas en el departamento de Francisco Morazan en Honduras, y se disefio
un analisis de PCR-RFLP para la tipificacion de los polimorfismos Hinfl del gen Pit-1,
A59V del gen LEP y rs41256848 del gen LHR. Para calcular las frecuencias alélicas,
genotipicas y el equilibrio Hardy-Weinberg se utilizé el software GENEPOP v.4.2 y para
estimar el efecto de los genotipos sobre las caracteristicas, edad al primer parto (EPP),
intervalo entre partos (IEP), intervalo parto concepcion (IPC), nimero de servicios por
concepcién (NSC) y produccion de leche ajustado a 305 dias (PL305), se utilizaron los
procedimientos GLM y MIXED del paquete estadistico SAS version 9.4. La frecuencia de
los genotipos CC, CT, TT de A59V, AA, AB, BB de Hinfl y CC, CG, GG de rs41256848,
fueron 0.46, 0.33, 0.21; 0.09, 0.32, 0.58 y 0.37, 0.61, 0.02, respectivamente. Los genotipos
de LEP y LHR no se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg a diferencia de los
genotipos del marcador Hinfl. El polimorfismo A59V del gen LEP se encontro
significativamente asociado (P=0.04) al IPC, siendo el genotipo CC favorable; de igual
manera el polimorfismo Hinfl del gen PIT-1 se encontrd significativamente (P=0.09)
asociado a la EPP, siendo el genotipo AA favorable. Estos resultados indican que los
polimorfismos evaluados en los genes LEP y Pit-1 pueden ser utilizados en la seleccion

asistida por marcadores para mejorar el IPC y la EPP, en ganado Holstein en Honduras.

Palabras claves: Ganado lechero, Genotipos, SNP, reproduccion, PCR-RFLP.



ABSTRACT

A way to improve the reproductive performance of Holstein cattle is through marker-
assisted selection programs. These programs can increase the accuracy of the estimates of
genetic merit and shorten the generation interval, especially to improve economically
important traits with low heritability such as reproductive traits. Different molecular studies
have identified possible molecular markers in candidate genes associated with reproductive
traits. Among these, it can be mentioned Leptin (LEP) gene, the Pituitary Transcription
Factor (Pit-1) gene and, Luteinizing Hormone Receptor (LHR) gene. Under this precept,
were as estimated the allelic and genotype frequencies of some markers in these candidate
genes and to determine their effect on reproductive and milk production traits of Honduran
Holstein cattle. A total of 147 cows were sampled in the department of Francisco Morazan
in Honduras and a PCR-RFLP analysis was designed for the Hinfl polymorphisms of the
Pit-1 gene, A59V of the LEP gene and rs41256848 of the LHR gene. The software
GENEPOP v.4.2 was used to calculate the allelic, genotypic and Hardy-Weinberg
equilibrium, and the GLM and MIXED procedures of the statistical package SAS version
9.4 were used to estimate the effect of the genotypes on the characteristics Age at first
calving (AFC), calving interval (ClI), calving to conception interval (CCI), number of
service per conception (NSC) and milk vyield adjusted to 305 days (MP305).The
frequencies of the CC, CT, TT genotypes of A59V, AA, AB, BB of Hinfl and CC, CG, GG
of Rs41256848, were 0.46, 0.33, 0.21; 0.09, 0.32, 0.58 and 0.37, 0.61, 0.02, respectively.
The genotypes of LEP and LHR were not found in Hardy-Weinberg equilibrium in contrast
to genotypes of the Hinfl marker. The A59V polymorphism of the LEP gene showed a
significantly (P=0.04) effect to the Parturition-to-Conception Interval, being CC the
favorable genotype. The Hinfl polymorphism of the PIT-1 gene was significantly
associated (P=0.09) with age at first calving, with the AA genotype being favorable. These
results indicate that the evaluated polimorphisms of LEP and Pit-1 genes are candidate to
be used in marker-assisted selection to improve the calving to conception interval and age

at first calving, in Holstein cattle in Honduras.

Key words: Dairy cattle, SNP, reproduction, PCR-RFLP
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1. INTRODUCCION

El desempefio reproductivo de las vacas, es fundamental para la rentabilidad de los sistemas
de produccion de leche (Berry et al., 2014), debido a que el nivel de dicho desempefio
influye directamente sobre la produccion de leche y sobre los animales de reemplazo. Sin
embargo, en los ultimos afios la fertilidad del ganado lechero ha estado disminuyendo
debido a una alta presion de seleccion de los animales para caracteres de produccion de

leche y al efecto de algunos factores ambientales (VanRaden et al., 2004).

Esta situacion se ha visto reflejada en la ganaderia especializada en Honduras, ya que los
indices reproductivos son bajos dentro de los hatos lecheros, principalmente en el ganado
Holstein. Una medida utilizada para mejorar la baja fertilidad, es implementar programas
de seleccion genética con mayor eficiencia y exactitud; para ello los productores se pueden
valer de herramientas como los registros del rendimiento por individuo y de herramientas
moleculares como los marcadores geneéticos (Gonzalez et al., 2015; Dekkers y Hospital,
2002).

Los marcadores moleculares son herramientas que se han venido implementado a partir de
la segunda mitad del siglo XX (Tirados, 2001) y entre otros beneficios, permiten reducir el
intervalo generacional al seleccionar animales jovenes, disminuir la endogamia al conocer y
estimar las relaciones gendémicas de parentesco, y aumentar los niveles de confianza y
exactitud en 30 % a 75 % mejorando las predicciones genéticas dentro de un programa de

seleccidn genético, incluso para caracteres de baja heredabilidad (Gonzélez et al., 2015).

Actualmente los marcadores ampliamente utilizados son los polimorfismos de nucledtido
simple (SNPs) debido a su alta frecuencia y dispersion en el genoma. Estos polimorfismos
son cambios de la secuencia de DNA que se manifiestan en mas del 1% de la poblacién y
pueden asociarse favorable o desfavorablemente a algun carécter en particular (Parra-
Bracamonte et al., 2011). Por medio de la identificacion de estos cambios, es posible
establecer la diversidad y variabilidad genética presente en las poblaciones locales y
optimizar la orientacion de los programas de seleccion incluso desde etapas juveniles de los

animales.



En el caso particular del ganado lechero, estudiar las caracteristicas como intervalos entre
parto, nimero de servicios por concepcion, intervalo parto concepcién y edad al primer
parto permitira tener un panorama mas amplio con relacion a la fertilidad de los individuos
de estudio y de igual manera establecer el desarrollo en aspectos de produccion de leche
(Veerkamp et al., 2007).

El ganado Holstein, a pesar de su importancia para la ganaderia lechera de Honduras, no
cuenta con ningun programa de seleccion establecido. La manera que se ha venido
manejando el mejoramiento en este pais ha sido por medio de la compra de semen
proveniente de Estados Unidos, Canadd, Francia y México, buscando favorecer el rasgo de
produccion leche sin considerar la mejora genética en el aspecto reproductivo (FAO, 2015).

Como una alternativa para poder realizar un adecuado programa de seleccion en los hatos
de ganado Holstein en Honduras, se plantea evaluar la variabilidad genética de las
poblaciones locales y establecer la asociacion de los polimorfismos asociados a los rasgos
reproductivos y de produccion de leche. Por lo tanto, el presente estudio tiene como
objetivo analizar polimorfismos en genes candidatos asociados a fertilidad y determinar su
efecto sobre caracteristicas reproductivas y de produccién de leche del ganado Holstein,

bajo las condiciones tropicales de la region central de Honduras.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Produccién ganadera

Para la poblacion humana los rumiantes tienen una gran importancia como productores de
alimentos de alta calidad nutritiva. Principalmente porque son capaces de convertir en leche
y carne, plantas y subproductos agricolas (FAO, 2008). Estos productos derivados de los
rumiantes tienen una alta demanda en la sociedad ya que permiten solventar las necesidades
de nutricién cambiantes, dentro de limites econdmicos y ambientales especificos.

Dentro de este sistema principalmente la produccion bovina, representa mas de un tercio
del producto interno bruto (PIB) agricola en los paises en desarrollo y se prevé que seguira
aumentando (Uffo, 2008). Este incremento se dara con las necesidades de requerimiento de
proteina animal que creceran junto con la poblacidn, incluso el doble para el afio 2050
(FAO 2010).

2.2 Condiciones climatoldgicas para el desarrollo de la ganaderia en Honduras

Dado que el territorio de Honduras se extiende por las bajas latitudes del hemisferio Norte,
el clima de Honduras esta considerado, segun la clasificacion del climatélogo Wladimir
Koppen (1846-1940), como tropical himedo o lluvioso tropical y templado humedo, ya que
se encuentra muy atenuado por la presencia de montafias en gran parte de la superficie
nacional (FAO, 2007).

Los sistemas de produccion de ganado y particularmente el lechero en los tropicos se
encuentran mas restringidos que aquellos de las regiones templadas, principalmente por
factores como la disponibilidad y calidad de los alimentos, el manejo, trastornos
fisiologicos, patologias, poca resistencia a los parasitos por las razas utilizadas y las
condiciones climaticas del sector (Carvajal-Hernandez et al., 2002). Todos estos elementos
afectan considerablemente el comportamiento productivo y reproductivo de las vacas,
limitando la expresion del potencial genético de cada individuo y reduciendo, por un lado,
el desempefio reproductivo hasta 50% de su potencial y por otro lado, disminuyendo 25%
la produccidn de leche al afio de las vacas lecheras (Vera et al., 2015; Carvajal-Hernandez
et al., 2002).



2.2.1 La produccion de leche en Honduras

El sector lechero representa gran importancia para el pais ya que contribuye con
aproximadamente el 14.5 por ciento del PIB agropecuario, ademas de ofrecer alrededor de
100 mil empleos directos y 200 mil empleos indirectos segun la Federacion de Agricultores
y Ganaderos de Honduras. La produccion de leche proviene un 96 % de ganaderias de
doble propdsito y 6 % de ganaderias especializadas, generando por animal un promedio de
4 litros por dia y manejando 20 cabezas de ganado por hato aproximadamente (Pérez,
2012).

La ganaderia en Honduras se caracteriza por su falta de especializacion, bajo nivel
tecnoldgico y no cuenta con un sistema organizado, generando fluctuaciones en la
produccién de leche y una dificil competencia con los precios en el mercado, afectando su
rendimiento y bajando su productividad. De igual manera, se ven afectados por las
deficiencias en el manejo del ganado, la falta de registros contables, problemas con el
potencial genético de los animales, los bajos indices reproductivos, sanidad animal,
alimentacion, nutricion y en general las condiciones climéticas por estar ubicada en zona
tropical (FAO, 2005).

La mayor produccion de leche a nivel nacional, se concentra en la zona norte del pais, con
un promedio por encima del 80 % con menos cantidad de hatos, la zona centro del pais
produce aproximadamente el 19 % con 21 por ciento de las fincas ganaderas nacionales
incluye los Valles del Departamento de Olancho, Valle del Zamorano, y Francisco
Morazéan. Representa una regién muy importante en términos de abastecer leche para el
sector artesanal y en menor escala para el circuito industrial (Pérez, 2012).

La base genética mas utilizada es Bos indicus (principalmente Brahman) y Bos taurus
(usualmente razas Holstein o Pardo suizo). La base de la alimentacion son los forrajes
nativos y residuos de cosecha, pero su calidad y cantidad son bajos, razén por la cual la
productividad de la leche es baja (1700 kg a 1980 kg por lactancia) (FAO, 2008).

2.3 Mejoramiento genético

El mejoramiento genético se define como el proceso que involucra el reconocimiento de la

variabilidad genética existente en una caracteristica de interés dentro de una poblacion para
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distinguir y seleccionar a aquellos individuos que por su potencial genético pueden producir
un cambio o progreso genético en un sentido favorable. La identificacion de esta
variabilidad para una caracteristica no es suficiente para producir un cambio deseado, ya
que estos caracteres fenotipicos son el resultados del componente genético mas el ambiente
y las interacciones entre los dos. Por lo tanto, para mejorar genéticamente una caracteristica
especifica es necesario conocer su heredabilidad, expresada como la proporcion de
variabilidad genética aditiva en relacion con la variabilidad total fenotipica. Lo que indica
que el paquete genético puede ser manipulado adecuadamente y puede producir las

ganancias deseadas (Parra y Sifuentes, 2012).

Por su parte la mejora genética de las poblaciones bovinas busca como objetivo principal
obtener avances en caracteristicas econémicamente importantes. Esta mejora se logra
generacion tras generacion a través de la seleccién de los progenitores con el mayor
potencial genético lo que de manera especifica corresponde al aumento de las frecuencias
de genes favorables para la manifestacion de una caracteristica en particular. El aumento de
las frecuencias génicas se logra valiéndose del uso continuo de reproductores superiores,
cuyo germoplasma aplicado al animal comercial, es la clave para que este mejore a traves
de las generaciones. Para lograr estos objetivos la seleccion de los parentales y las
condiciones ambientales son indispensables (Gasques, 2008).

2.3.1 Seleccién del ganado lechero

En la actualidad, el mejoramiento genético de los bovinos lecheros en muchos paises, se
realiza con base en la seleccion por mdltiples caracteristicas, entre las que se incluyen la
produccién de leche, longevidad, salud, facilidad de parto, peso corporal, consumo de
alimento, temperamento y resistencia a infecciones y plagas (Fries, 1999; Posadas, 2004).
Los programas de seleccion y mejoramiento se inician con la identificacion de individuos
superiores (élite) que manifiestan mejores caracteristicas productivas en relacion con un
promedio.

Para que el avance geneético sea significativo segun Posadas (2004), se deben cumplir con

al menos dos condiciones:

1. El nivel de superioridad de los reproductores debe ser dptimo.



2. Los caracteres a mejorar deben manejar una heredabilidad alta 0 media.

2.3.2 Seleccion de ganado lechero basado en caracteristicas de
produccién de leche

Para seleccionar animales con altos indices de produccion de leche es indispensable que el

ganadero mantenga registros genealdgicos y controles productivos. De acuerdo con lo

descrito por Hahn (1988), los aspectos mas relevantes en la toma de registros lecheros son:

Edad al parto: edad en meses en la cual la vaca pare.

Identificacion del animal: determina la individualidad de cada animal, permitiendo
asi hallar la productividad de cada animal.

Fecha de nacimiento: determina la edad exacta del animal.

Fecha de parto y de secado: permite determinar el nimero de dias lactantes de cada
vaca.

Produccién a 305 dias.

Produccion total: produccion de leche desde que la vaca pare hasta que es secada.
Dias de lactancia: nimero de dias desde el parto hasta el secado.

Dias secos: nimero de dias que la vaca tiene sin producir leche.

Maéxima produccion por lactancia.

Dias vacios

Estos registros ademas permiten evaluar la eficiencia del sistema y el rendimiento de cada

animal, orientan al ganadero en diferentes aspectos, un ejemplo de ello, es permitirle

controlar cuantos litros de leche se producen por hectarea, o conocer cuanto forraje se

invierte por leche producida.

2.3.3 Seleccion del ganado lechero basado en su caracteristicas
reproductivas

Algunas caracteristicas reproductivas son utilizadas como criterios de seleccion en la

busqueda por incrementar la fertilidad, a pesar de la gran influencia ambiental, y su baja

heredabilidad (Silva et al., 2012). La inclusiéon y el estudio de esas caracteristicas en

distintos programas de mejoramiento genético son de gran importancia, principalmente el

registro de eventos reproductivos de las hembras, entre los cuales destacan:
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¢ Intervalos parto concepcion o dias abiertos que reflejan la eficiencia en la deteccion
del estro y la fertilidad.
e Intervalo entre partos (IEP; dias), periodo de tiempo que tarda una vaca de un parto
al otro; este intervalo de tiempo incluye la gestacion mas el periodo seco.
e NuUmero de servicios por concepcion (SC), uno de los indicadores mas importantes
para estimar la eficiencia reproductiva de un hato.
Otras caracteristicas que se registran comdnmente son la edad al primer parto, facilidad de
partos, periodo de gestacion, longevidad reproductiva y la probabilidad de prefiez temprana
(Silva et al., 2012).

Para evaluar la eficiencias de los hatos lecheros se han establecido algunos pardmetros
ideales (Tabla 1) que permiten a los productores conocer el desarrollo de la produccion y si

los animales presentan rendimientos satisfactorios.

Tabla 1. Parametros utilizados para determinar la eficiencia reproductiva en explotaciones

lecheras.
Caracteristica Clasificacion
Mala Buena Excelente
Intervalo entre partos (meses) >13.5 13 125
Dias abiertos >130 100 90
Dias entre parto y primer servicio,% >90 80 70
Tasa de concepcion a primer servicio % <50 55 >63
Servicios por concepcion >2 1.8 1.6
Eficiencia de deteccién de calores % <45 60 >75
Vacas en celo entre 45-60 dias postparto <50 65 >70
Edad al primer parto (meses) >27 26 24

Tabla modificada de Fichas Técnicas sobre Actividades Agricolas, Pecuarias y de
Traspatio (Gallegos, 2003).

2.3.4 Seleccion del ganado por medio de genética cuantitativa



El mejoramiento genético basado en la seleccion de animales superiores a partir del
fenotipo se implement6 desde 1760 con el britanico Roberto Backwell, quien selecciono
animales basados en pruebas de progenie y consanguinidad. Para el caso del ganado lechero
un gran avance se realizé en dos momentos importantes; primero en 1885 gracias a la
formacion de la asociacion de productores de leche en Dinamarca para llevar el control de
la produccion de hatos; y segundo en 1900 con el redescrubieron de las leyes de Mendel.
Para la primera mitad del siglo XX se desarrolla la teoria de la genética de poblaciones por
R. A. Fisher, Sewall Wright y J.B.S. Haldane. Sesenta afios después y gracias al aporte de
otros investigadores (J. L. Lush, Hunt, Lanoy Nelson Hazel). Henderson (1975) desarrolla
la metodologia BLUP (Mejor Prediccion Lineal Insesgada) a partir de las ecuaciones de
modelos mixtos para la estimacién del EBV (Valor de Cria Estimado); quien ademés
sugirié que se debia integrar el pedigri completo de la poblacion para incluir las relaciones

genéticas entre individuos (Oldenbroek y van der Waaij, 2014).

Actualmente la seleccion de animales se basa en su mérito genético, el cual se evallia a
través de las diferencias esperadas de la progenie (DEP), calculadas a partir de las
mediciones (fenotipo) de las caracteristicas de interés. Los DEPs en general se calculan
para caracteristicas que son faciles y con bajo costo de mediciéon, como los pesos a
diferentes edades o las ganancias de peso en diferentes periodos (Casas, 2006).

Estas evaluaciones han demostrado su eficienca al evaluar caracteristicas de media y alta
heredabilidad, en la cual no se necesita una gran cantidad de animales, pero para caracteres
de baja heredabilidad no son tan eficientes al menos que se tengan una muestra poblacional

alta para mejorar la exactitud de la prediccién (Tabla 2).

Tabla 2. Registros de progenie requeridos por exactitud de valores genéticos de acuerdo a
la heredabilidad.

Registros de progenie requerido por exactitud de valores genéticos

Exactitud Heredabilidad baja h?(0.1) Heredabilidad moderada h? (0.3)
0.1 1 1
0.2 2 1
0.8 8 3




0.13 13 5
0.20 22 7
0.29 38 12
0.40 70 22
0.56 167 53
0.93 1921 608
0.99 3800 1225

Modificado de Spangle y Van Eenennaam (2010).

2.3.5 Seleccion del ganado por medio de genética molecular

A partir del descubrimiento de la doble hélice de ADN (acido desoxiribonucleico) por
Watson y Crick en 1952 y el proyecto genoma humano en 2003, se han establecido
diferentes genomas animales, entre los cuales se encuentra el bovino. Este avance ha
generado el desarrollo de diferentes técnicas que ayudan a seleccionar de manera mas
precisa caracteristicas de interés en individuos dentro de un programa de mejoramiento

genético (Ortega y Garcia, 2011).

Una de las principales técnicas moleculares utilizadas actualmente son los marcadores
moleculares, estos son etiquetas a lo largo del genoma que indican directa o indirectamente
un cambio fenotipico, los més comunes actualmente son los microsatélites y los
polimorfismos de nucle6tido simple o SNPs. Este polimorfismo es un cambio en la
secuencia de ADN que genera una variante alélica en un locus en particular y se considera
como tal cuando se encuentra al menos en el 1% de la poblacién (Parra y Sifuentes, 2012).
Al identificar los marcadores asociados a alguna caracteristica en particular, se puede
conocer en cierta proporcion la varianza genetica que explica la arquitectura genémica de

ese caracter en particular (Van Eenennaam et al., 2013).

Para el ganado lechero, se sugirié su uso, a finales de 1960 por Smith, y en particular para

caracteristicas de baja heredabilidad (Nasr et al., 2016) como las reproductivas (Tabla 3).



Tabla 3. Heredabilidad media para caracteristicas reproductivas en ganado lechero

(Holstein, Jersey, Swiss, Ayrshire, Simmental) estimadas a partir de informacion de 17

estudios.
Caracteristica Heredabilidad

No-Retorno después de la primer inseminacion 0.019
Concepcion al primer servicio 0.027
NuUmero de servicios por concepcion 0.026
Intervalo entre partos 0.034
Dias abiertos 0.024
Dias al primer servicio 0.050
Intervalo desde la primera a la Gltima inseminacion 0.017

Tabla modificada de Veerkamp et al. (2007).

El interés en el uso de los marcadores genéticos se ha concentrado porque permiten
encontrar variabilidad en el genoma a través de los polimorfismos asociados a una
caracteristica de interés, de tal manera que las variantes del polimorfismo favorables sean
fijadas dentro de la poblacion (Parra-Bracamonte et al, 2011; VVan Eenennaam, 2006). Para
la seleccion de estos marcadores moleculares se debe estimar las frecuencias alélicas y
genotipicas, que permitan determinar el comportamiento poblacional, y ademas, de
acuerdo a las frecuencias de los alelos en la poblacion, determinar la importancia de los
polimorfismos; lo anterior para determinar su efecto y poderlo implementar en programas

de seleccidn asistida por marcadores (Rincon, 2013).

La Seleccion Asistida por Marcadores (SAM), es el proceso de usar los resultados de
pruebas de marcadores de ADN para asistir la seleccion de individuos que se convertiran en
progenitores de las siguientes generaciones en un programa de mejoramiento genético.
Puede ser aplicada en pruebas para detectar variantes génicas asociadas con caracteres
simples o complejos y su implementacion puede reducir los intervalos generaciones, asi
como mejorar la precision de la prediccion del mérito genético de los animales
seleccionados (Parra y Sifuentes, 2012; Dekkers y Hospital 2002).

Para la validacion de los efectos de los marcadores se pueden utilizar dos enfoques, la
busqueda o escaneo de genoma completo (en inglés Genome Wide Scanning) y el enfoque
de genes candidatos (Zhu y Zhao, 2007). El primer enfoque localiza regiones

cromosomales de QTLs a un nivel de centimorgan con la ayuda de marcadores de ADN
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bajo disefios de ligamiento o asociacion a nivel familiar o poblacional, sin considerar la
importancia de los aspectos funcionales de las caracteristicas evaluadas, a menos que al
utilizar marcadores del tipo SNP se identifique la mutacién causal (QTN) (Zhu y Zhao,
2007).

El segundo enfoque por genes candidatos, indica posiblemente que una parte de la
variabilidad genética del fenotipo de interés es causada por una mutacién o gen putativo.
Los genes candidatos por ende, son generalmente genes con funciones bioldgicas que
directa o indirectamente regulan los procesos en las caracteristicas estudiadas y que pueden
ser confirmadas mediante una evaluacion de los efectos de las variantes del gen sobre las
caracteristicas en particular por medio de un andlisis de asociacion (Zhu y Zhao, 2007,
Ovilo y Rodriguez, 2012).

2.4 Genes asociados a la fertilidad

El genoma bovino esta constituido por 29 pares de cromosomas autosémicos y un par de
cromosomas sexuales (Figura 1). La mayor diferencia carioldgica entre las dos especies de
ganado bovino (Bos indicus yBos taurus) se encuentra en el cromosoma Y: en Bos indicus
este cromosoma es acrocéntrico mientras que en Bos taurus es submetacéntrico (Sanchez,
2008).
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Figura 1 Mapa de cromosomas del ganado bovino (NCBI)

Los resultados de las investigaciones acerca del genoma bovino, han arrojado 1532 genes
candidatos asociados a procesos reproductivos (Cochran et al., 2013). Algunos de estos se

presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4 Principales genes asociados a procesos reproductivos en ganado bovino.

Gen Funcién Referencias

Ortega y Garcia, 2011,
Elsik et al., 2009;
Ishiwata et al., 2003

Procesos asociados al

PAG2, LP, PPR, IFNT2 ) .
desarrollo embrionario

Supervivencia Wang et al.,2009;
g$£?r'5NALRP9’ ITGBS,PGRYy embrionaria 'y Conductor et al., 2009;

fertilizacion in vitro Khatib et al.,2008
STAR, HSD1783, IGF-1, CYPLIAL Esteroidogénesis Gomez, 2011

hsd3b1, CYP17Aly SCARB1

LH, FSH Y GNRH (mas sus . Thompson y Kaiser,
Desarrollo folicular
receptores) 2014

BMP15, GDF9 MATER, ZAR1,

VASA Maduracién de ovocitos Pennetier et al., 2004

IFNAR2, IFN6, CD34, TREM1,
TREMLL, FCERIA, IL23R, Respuesta inmune Elsik et al., 2009
IL24,IL15y LEAP2

OXT, AVP, GABRAG, HTR2A,

DRD2 CHRML1, CHRM3, Regulacion de la
CHRNA5, CTLA4, ILIRL1, POMC,  conducta sexual Kommadath et al.,2011
MCHR1y TTR

A partir de los estudios de los genes asociados a alguna funcién reproductiva, se han
realizado investigaciones que han arrojado diferentes polimorfismos (Tabla 5) que poseen
un efecto favorable sobre caracteres reproductivos y que son propuestos para su empleo
como marcadores en programas de mejoramiento asistido.

Tabla 5. Genes asociados a intervalos entre partos, intervalos parto concepcion y numero
de servicios por concepcion

Gen Polimorfismos Efecto Raza Referencia

Reduccion en dias al Ganado
primer servicio e Derecka et

GnRH T108C intervalos entre Iecherro_no al.,2010

especifico

partos
Heterocigotos

FSHR (543676359 mostraron un mayor Holstein Gaviria et
numero de servicios al.,2016

por concepcién
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Gen heterocigoto

intervalo entre partos Eslovaquia Trakovicka et
LEPR T945M . manchado y
mas cortos, favorable . al., 2013
. - Pinzgau
para los dias abiertos
No se encontr¢ efecto
LEPR T945M significativo para Rojosuizoy  Asadollahpour
izoforma- b intervalos entre Holstein Nan et al., 2014
partos
Genotipo ++ puede
BGH SNP 1547 (intron Ilegar a ser favorable Holstein Echavarria et
3) para intervalos entre al., 2012
partos
Sugerido por autores
rs109259828 : .
rs42301961 N
partos
G1013A
G1045A A1125C Genotipo
C1069T A1096G AC
HSP-70 G1117A T1134C G1128T Genotipo Brahman
Rosenkrans et
T1204C GG al. 2010
Al1125C presentan mas partos N

G1128T C1154G

Nota: La nomenclatura sefialada para los polimorfismos estd dada por el sitio de cambio en la
secuencia, o por la posicion donde se genera el cambio en los aminoacidos, o por el nimero de

referencia establecido por NCBI

De los polimorfismos reportados hasta la fecha, tres en particular estan fuertemente
asociados a los intervalos entre partos, nimeros de servicios por concepcion e intervalo
parto concepcidn y produccion de leche. Estos son el polimorfismo Hinfl ubicado en el gen
que codifica para el factor de transcripcion especifico de la pituitaria (Pit_1), el
polimorfismo A59V del gen Leptina y el polimorfismo rs41256848 del gen receptor de la

hormona luteinizante.

2.5. Gen Pit-1 0 POU1F1
El gen Pit-1 es conocido por ser un miembro de la familia de los factores de transcripcion
homeo-dominio, que activa la expresion genética para la prolactina (PRL) y la hormona del

crecimiento (GH); pero tambien ejerce un rol importante en la diferenciacion y

proliferacion de las células de la pituitaria (Corrales-Alvarez et al., 2010; Vargas et al.
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2004)). Pit-1 (nomenclatura oficial - POU1F1) genera una proteina pituitaria de 33
kilodaltones (Kd) que posee dos dominios (Figura 2) necesarios para la union a los
promotores de los genes de GH y PRL (Ozdemir, 2012; Edriss et al., 2008). Durante el
desarrollo, la expresion del gene Pitl precede la expresion génica en células somatotrofico
y lactotrofas de GH y PRL, lo que implica que al momento de disminuir la expresion de
Pit-1 de igual manera disminuiria la expresion de la hormona del crecimiento y la
prolactina. Ademas interviene en la regulacion de los genes que codifican la prolactina y la
hormona estimulante de la tiroides (Carsai et al., 2012). Estos genes estan implicados en
una variedad de vias de sefializacion que son importantes para muchos procesos
fisiologicos y de desarrollo; entre éstos esta el desarrollo de la glandula de la hipdfisis
(Trakovicka et al., 2014; Mullis 2007), el desarrollo de la gldndula mamaria, el crecimiento
(Svennersten-Sjaunja y Olsson, 2005), la expresion de la proteina de la leche (Akers, 2006)

y la produccion y secrecion de leche (Svennersten-Sjaunja y Olsson, 2005).

poure [ o B

Figura 2 Gen POU1F1, los rectangulos de color negro corresponden a los 6 exones del gen
que codifican para una proteina de 291 aminoacidos, la region de abajo muestra el dominio

especifico (SD) y el homodominio (HD) (Romero et al., 2011).

2.5.1 Polimorfismo Hinfl del Gen Pit_1 o POU1F1

El cambio se presenta en el nucledtido 1256 en el exdn 6 del cromosoma 1 (BTA1q21-22),
debido a la transicion de una Adenina por una Guanina y que al mutar no se genera un sitio
de reconocimiento por la enzima Hinfl (Woollard et al., 1994; Aytekin y Boztepe, 2013).
El alelo A no es digerido por la enzima Hinfl y el B al ser digerido y usar los primers
reportados por Woollard y colaboradores en 1994 se generan dos fragmentos de 244 y 207
pb. Este polimorfismo ha sido asociado a caracteristicas reproductivas, de crecimiento,

desarrollo, produccion y calidad de leche (Tabla 6).
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Tabla 6. Estudios del polimorfismo Hinfly su efecto sobre caracteres productivos en
ganado bovino

Estudio Raza Efecto
les-Al | Istei Alelo A se asocio a mayores
Corrales-Alvarez et al., 2010 Holstein dias abiertos
) El alelo A desfavorable para
Vargas et al.,2004 Holstein parametros reproductivos
Do Amaral Grossi et al., 2014 Canchim Sin asociacion
Aytekin et al., 2013; Heidari et al., 2012, Pardo Suizo Alelo A favorable para
Huang et al.,2008; Carsai et al., 2012, Holstein ' produccién 'y calidad de
Renaville ,1997 leche
Ganadode  Alelo B asociado a mayor

Zhang et al., 2009 carne crecimiento y desarrollo

2.6 Gen LEP

El gen de la leptina se encuentra ubicado en el cromosoma 4 regién g32, en el genoma
bovino; posee tres exones y dos intrones que pesan 15 kb (Figura 3). Este gen codifica 167
aminoéacidos que conforman la hormona polipeptidica sintetizada y secretada por las células

adiposas.

Repion promotora Intron 1 Intron 2
=8 kb =16kb

Figura 3 Estructura molecular del gen de la leptina, los cuadros 1, 2 y 3 representan los
exones (Modificado de Dubey et al., 2007).

A esta hormona se le atribuyen funciones tales como la participacion en la secrecion de
insulina, regulacion del apetito, movilizacion de las reservas de grasa e incremento de la
tasa metabolica (Ruiz et al., 1999), y se le atribuyen otras funciones relacionadas con el

sistema neuroendocrino que regula las funciones gonadales (Clarke y Henry, 1999). Su
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funcién en la reproduccion, estd enmarcada por el papel inhibitorio en la sintesis y
secrecion de neuropéptidos producidos por el hipotdlamo y la modulacion que se realiza
sobre la accion de la insulina y el sistema del Factor de Crecimiento Insulinico ¢ IGFs.
(Quintero, 2012). Los neuropéptidos hipotalamicos inhiben la secrecion de GnRH, de tal
forma que, cuando la leptina se encuentra en rangos normales en la sangre, coincidente con
un estado de condicion corporal moderado, ello favorece, la sintesis y secrecion pulsatil de
GnRH y la consecucion de los fendmenos reproductivos (Kules et al., 2005).

2.6.1 Polimorfismo A59V del gen Leptina

Este polimorfismo ocurre por una transicion de citosina por timina en la posicion 1863 en
el exon 3 del cromosoma 4. Al ocurrir este cambio de nucleétidos de igual manera se
genera un cambio en los aminoacidos en la posicion 59 de una Alanina por una Valina
(Komisarek et al., 2007). Se han encontrado para este polimorfismo, el cambio de C > T.
Para identificar esta mutacion se ha utilizado la enzima Hphl que reconoce el sitio, cuando
éste se encuentra mutado, mostrando el alelo T. Este sitio ha sido estudiado por varios
autores (Tabla 7), algunos de los cuales han encontrado que el genotipo TT puede ser

favorable para caracteristicas de fertilidad.

Tabla 7. Estudios del polimorfismo A59V asociado a caracteristicas reproductivas.

Autor Raza Efecto

No hay efecto significativo entre dias
Yasdania et al., 2010 Holstein Irani  abiertos e IEP. Genotipo AA prefiez mas

larga
Komisarek et al., 2010 Holstein Genotipo TT favorable taza de no retorno

Genotipo TT favorable para dias abiertos,
Komisarek et al.,2007 Jersey , .. L

IEP y nimero de servicios por concepcion

) ) ] No encontro diferencia significativa pero

Liefers et al.,2002 Holstein Freisan

no excluye el efecto sobre IEP

Genotipo CC favorable para edad al
Clempson et al.,2011 Holstein primer servicio, genotipo TT

desfavorables para produccion de leche.
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2.7. Gen LHR

El receptor de la hormona Luteinizante (LHR), es sintetizado por la expresion del gen LHR
(Figura 4). Esta proteina cumple una funcién importante en la regulacion de la actividad
reproductiva ya que esta permite la accion de la hormona Luteinizante (LH) al unirse a ella
(Gilber, 2005). Esta hormona interviene en la esteroidogénesis ovarica y ovulacion de la
hembra, de igual manera intercede en la produccién de testosterona en las células de
Leyding del testiculo. ElI Receptor de la Hormona Luteinizante cumple un papel
fundamental en la foliculogénesis, desde que se establece la dominancia folicular hasta el
momento de la ovulacion; ya que su expresion en las células de la granula del foliculo
dominante es esencial en los estadios finales del crecimiento folicular, la maduracion final

del oocito, ovulacion y la luteinizacion de la pared folicular (Hyttel et al., 1997).

LHR es una proteina que pertenece a la superfamilia de receptores acoplados al nucleétido
Guanina (GPCRs o proteina G) (Ascoli, 2002) y debido a su habilidad para unirse con alta
afinidad, tanto a LH como a la gonadotrofina coriénica humana (hCC), también se ha
designado con las siglas LHR (Vasquez-Marin et al., 2014).

(L He HG Ha H s Hs Ha H s H o Hao 11 |

DE | DT “ DI l

Figura 4 Gen LHR, los cuadrados enumerados del 1 al 11 indican los exones. DE:
Dominio extracelular. DT: Dominio transmembranal. DI: Dominio intracelular.
(Modificada de Vasquez-Marin et al., 2014)

2.7.1 Polimorfismos rs41256848 del Gen LHR

Este polimorfismo se da por una transversion de una Guanina por una Timina en el
nucleodtido 1410 en el ex6n 11 del cromosoma 11, generando un cambio de aminoacido de

tripsina a cisteina en la posicion 144 y codifica para el dominio trans-membranal (Vasquez-
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Marin et al., 2014). Algunos autores, han asociado la presencia del alelo T de manera

favorable para caracteristicas reproductivas (Tabla 8).

Tabla 8. Estudios relacionados con el polimorfismo rs41256848

Autor Raza Efecto

Alelo T efecto favorable disminucion del intervalo

Hastings et al., 2006  Holstein p ) -
entre partos y dias al primer servicio

Yuetal., 2012 Holstein  Alelo G favorable para tratamientos de stper-ovulacion

Cochran et al., 2013 Holstein  Alelo T favorable para una mejor vida productiva
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3. HIPOTESIS

Existen variaciones gendmicas en genes candidatos que se asocian con caracteristicas
reproductivas y productivas en vacas Holstein de Honduras, que pueden contribuir a su

mejoramiento genetico.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar polimorfismos en genes candidatos asociados a la fertilidad y determinar su
efecto sobre caracteristicas reproductivas y de produccion de leche en ganado Holstein de
Honduras.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer las frecuencias alélicas y genotipicas de marcadores de los genes
candidatos LEP, PIT-1 y LHR asociados a la fertilidad en ganado Holstein de
Honduras.

e Estimar el efecto de marcadores de los genes candidatos a asociados a fertilidad
(LEP, PIT-1 y LHR) sobre caracteristicas reproductivas y de produccion de leche en

ganado Holstein de Honduras.
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Destacados:

e El genotipo CC del gen LEP disminuye 28.71 dias el Intervalo parto concepcion.
e EIl genotipo AA del gen Pit-1 disminuye 41.36 dias la edad al primer parto
aproximadamente.

e Los loci A59V y Hinfl son SNPs candidatos para ser validados en un programa
(SAM).

6.1. Resumen
El objetivo del presente estudio fue estimar las frecuencias alélicas y genotipicas de

marcadores de los genes LEP, PIT-1 y LHR y evaluar su efecto sobre caracteristicas

reproductivas y de produccion de leche en ganado Holstein. Se muestrearon 147 vacas en el
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departamento de Francisco Morazdn en Honduras y se realizé un proceso de PCR-RFLP
para la tipificacion de los loci Hinfl del gen Pit-1, A59V del gen LEP y rs41256848 del gen
LHR. Para calcular las frecuencias alélicas, genotipicas y el equilibrio Hardy-Weinberg se
utilizo el software GENEPOP v.4.2 y para estimar el efecto de los genotipos sobre las
caracteristicas se utilizaron los procedimientos GLM y MIXED del paquete estadistico SAS
version 9.4. La frecuencia de los genotipos CC, CT, TT de A59V, AA, AB, BB de Hinfl y
CC, CG, GG de Rs41256848, fueron 0.46, 0.33, 0.21; 0.09, 0.32, 0.58 y 0.37, 0.61, 0.02,
respectivamente. Los genotipos de LEP y LHR no se encontraron en equilibrio Hardy-
Weinberg a diferencia de los genotipos del marcador Hinfl. El polimorfismo A59V del gen
LEP se encontré significativamente asociado al Intervalo Parto Concepcion, siendo el
genotipo CC favorable; de igual manera el polimorfismo Hinfl del gen PIT-1 se encontro
significativamente asociado a la edad al primer parto, siendo el genotipo AA favorable. Los
polimorfismos evaluados en los genes LEP y Pit-1 son candidatos para su uso en la
seleccion asistida por marcadores para mejorar el intervalo parto concepcion y la edad al

primer parto, respectivamente en el ganado Holstein en Honduras.
Palabras clave: Ganado lechero, SNP, reproduccion, PCR-RFLP.

6.2. Introduccion
La ganaderia lechera especializada en Honduras se caracteriza por manejar principalmente

ganado Holstein (Bos taurus). Esta raza ha disminuido sus indices reproductivos como
consecuencia del antagonismo a la alta seleccion hacia caracteristicas productivas,
comprometiendo la rentabilidad en sistemas de produccién de leche y animales de

reemplazo (Berry et al., 2014).

Una via para mejorar este desempefio reproductivo, es implementar programas de seleccion
genética apoyados de marcadores moleculares, estos permiten explicar en cierta proporcion
la varianza genética de un caracter en particular y con ello se podria identificar qué variante
en el genoma se asocia favorablemente o no a algun rasgo de interés (Van Eenennaam et
al., 2013).

Los marcadores moleculares ampliamente utilizados son los polimorfismos de nucledtido

simple (SNPs) que permiten reducir los intervalos generacionales y aumentar la precision
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de las evaluaciones genéticas de los rasgos econémicamente importantes, en especial a los
de baja heredabilidad en programas de seleccion (Nasr et al., 2016). Estudios han
identificado SNPs con efectos significativos sobre algunas caracteristicas reproductivas,
presentes en los genes de la Leptina (LEP), del Factor de transcripcion de la Pituitaria (Pit-

1) y del Receptor de la Hormona Luteinizante (LHR).

El gen LEP codifica 167 aminoacidos que conforman la hormona polipeptidica que
desempefia funciones metabolicas, interviene en el sistema neuroendocrino que regula las
funciones gonadales, modula la accién sobre la insulina y el sistema del Factor de
Crecimiento Insulinico (IGFs). EI SNP A59V (rs29004508) dado por un cambio C>T en la
posicién 3100 del exdn 3, se ha asociado fuertemente a caracteristicas reproductivas, como
edad al primer servicio (EPS), edad temprana al primer parto (EPP), intervalos entre partos

(IEP) y nimeros de servicios por concepcion (NSC) (Clempson et al., 2011).

El gen Pit-1 pertenece a la familia de los factores de transcripcion homeo-dominio, que
activa la expresion para la Prolactina y la Hormona del Crecimiento. Implicado en procesos
de sefalizacion del desarrollo de la hipdfisis, la glandula mamaria, el crecimiento y la
expresion de la proteina de la leche. El polimorfismo Hinfl (posicion A1256G, exon 6) esta
asociado en varios estudios a produccion de leche, aspectos reproductivos y de crecimiento
(Aytekin et al., 2013; Doosti et al., 2011).

El gen LHR sintetiza una proteina que permite la accion de la Hormona Luteinizante (LH)
al unirse a ella, cumple un papel fundamental en la foliculogénesis, ya que su expresion en
las células de la granulosa del foliculo dominante es esencial en los estadios finales del
crecimiento folicular, la maduracion del ovocito, ovulacion y la luteinizacion de la pared
folicular. Algunos estudios han asociado al SNP rs41256848 (posicion G1410T, exdn 11)
con caracteristicas reproductivas como IEP, NSC y tratamiento de sUper ovulacion
(Cochran et al., 2013; Yu et al., 2012).

Estos genes son candidatos para identificar marcadores asociados a caracteristicas de

importancia econdmica. El objetivo del presente estudio fue estimar las frecuencias alélicas
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y genotipicas de marcadores de los genes LEP, PIT-1 y LHR y evaluar su efecto sobre
caracteristicas reproductivas y de produccion de leche en el ganado Holstein.

6.3. Materiales y Métodos

6.3.1. Animales y datos fenotipicos
Las muestras para este estudio se obtuvieron de un grupo 147 vacas Holstein de las

lecherias de la “Escuela Agricola Panamericana”, El Zamorano (EAP) y la finca
denominada “El Carreto” ubicadas en el departamento de Francisco Morazén, en la zona

centro-oriental de Honduras.

El manejo nutricional de los animales en ambas lecherias consiste de un sistema intensivo
en la época de secas, con confinamiento para suministrar alimentacion balanceada, y
durante la época de lluvias los animales realizan pastoreo rotacional acompafiado de un

suplemento estratégico.

El manejo reproductivo que se emplea consiste en inseminacion artificial con semen
proveniente principalmente de Estados Unidos y Canada. Los registros en ambas fincas se
capturaban en el software VAMPP®. Se obtuvieron los datos de caracteristicas
reproductivas como edad al primer parto (EPP), intervalo entre partos (IEP), intervalo parto
concepcion (IPC), numero de servicio por concepcion (NSC) y produccion de leche
ajustada a 305 dias (PL305).

6.3.2. Genotipificacion
Se extrajo ADN a partir de muestras de foliculos capilares de la borla de la cola (~60
foliculos), de acuerdo al protocolo del kit Genelute Mammaliana Genomic DNA. La
calidad del ADN se evalu6 por medio de geles de agarosa al 1.5% y cuantifico por medio
del programa Kodak Molecular Imaging Software Standard Edition V5.0.

6.3.3. Amplificacién de ADN por medio de PCR-RFLP
Los ensayos de PCR-RFL se disefiaron utilizando primers especificos para cada gen,

previamente reportados, de acuerdo a las secuecias ubicadas en el GenBank. Las enzimas
para los polimorfismo de los genes Pit-1 y LEP se encontraron en la literatura y para el
polimormismo del gen LHR se identificé por medio de Watcut, una herramienta en linea de
la Universidad de Waterloo (2014) (Tabla 1) .
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Tabla 1. NUmero de secuencia, primers, programas y enzimas para cada gen.

Gen GenBank Enzima Primers Referencia
Fw5"AAACCATCATCTCCCTTCTT3

Pit-1 EF090615.2  Hinfl V:’O‘l’ggzd et
Rv5 AATGTACAATGTGCCTTCTGAGS3 al.,
FW 5" GGG AAG GGC AGA AAG ATA G3°

LEP  U50365.1 Hphl 1 ZHgggema“'
RV 5°-TGG CAG ACTGTTGAG GATC3’

FW 5 CAAACTGACAGTCCCCCGCTTT3’ Milazzotto

LHR NM_174381.1 Tsp451 e
RV 5 CCTCCGAGCATGACTGGAATGGC3  etal,

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 15 pL con 25 ng de
ADN, buffer de reaccion 1X, 1 mM de MgCI2; 0,4 mM de cada ANTP; 0.3 uM de primer y

1 U Tag DNA polimerasa y se procesaron en un Termociclador MJ Research.

Las condiciones de PCR touchdown (TD) iniciaron con la desnaturalizacion a 95 °C por 5
minutos, seguido por 5 ciclos de incubacion a 95 °C por 45 seg; alineamiento a 62°C
(disminuyendo 2°C cada ciclo) por 45 seg y una extension a 72°C por 45 seg.
Posteriormente se dio una desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido por 30
ciclos a 95 °C por 45 segundos, alineamiento a 55 °C o 60 °C (de acuerdo a si es TD55 o
TD60) por 45 seg, una extension a 72 °C por 45 seg y otra extension final por 10 minutos a
72°C.

Las reacciones de RFLP se llevaron a cabo en un volumen de 15 pL con 1 unidad de
enzima para cada gen. La temperatura y tiempo de digestion para las enzimas Hinfl y Hphl
1 fue de 37°C por 8 horas y para la enzima Tsp451 fue de 65 °C por 1 hora.

Para la evaluacidon de los productos de PCR, se visualizaron en geles de agarosa al 1.5% por
45 minutos y las digestiones RFLP se visualizaron en geles de agarosa al 2.5 % dejando
correr los geles de 2 a 4 horas de acuerdo al producto de corte. EI marco de referencia
utilizado fue un marcador de 50 pares de bases (pb) y se utiliz6 en todos los geles el
SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain
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6.3.4. Analisis estadistico
Las frecuencias alélicas y genotipicas de cada polimorfismo fueron analizadas para

identificar el equilibrio Hardy-Weinberg (HW) por medio del software GENEPOP version
4.2 (Rousset, 2008).

Para estimar el efecto de los genotipos sobre las variables IEP, IPC, NSC, y PL305 se
ajusté un modelo mixto con medidas repetidas incluyendo un arreglo de covarianzas
Compound Symmetry (CS), utilizando el procedimiento MIXED en el paquete estadistico
SAS version 9.4, (SAS 2013). EI modelo estadistico incluy6 los efectos fijos de hato, época
de parto, numero de parto, el afio de parto y los genotipos de los genes LEP, Pit-1 y LHR,
considerando como variable aleatoria el efecto de la vaca. La variable nGmero de parto se
agrupd en vacas con un parto y vacas con mas de un parto y el afio de parto se agrupé en
individuos que parieron antes del 2011 y después del 2012. Los datos de las variables se
transformaron utilizando la funciéon el logaritmo base 10, para aproximarlos a la
normalidad; aunque se presentan las medias de los datos originales para un mejor

entendimiento y el valor significativo de referencia para la probabilidad de P<10 .

¥

ijklmno

=pu+ G, +H+EP, +NP,+ AP, +ID, + € 51mno

Donde ¥

-amn COITESPONde a cada una de las variables analizadas 1EP, IPC, NSC, LL o
PL305 de la n-ésima vaca, x media observada, G; corresponde al i-ésimo genotipos de Pit-
1, LEP y LHR, H; corresponde al j-ésimo hato, EP, es la k-ésima época de parto, NP, es el
I-esimo ndmero de parto, AP, corresponde al m-ésima afio de parto, 1D corresponde al n-

ésimo efecto de lavacay e error residual aleatorio.

ijklmno

Para la variable EPP se utiliz6 un modelo GLM teniendo en cuenta los efectos fijos de
hato, época de nacimiento, afio del primer parto y cada gen. Los datos de la EPP también se

evaluaron transformados a la normalidad 1/(x).

¥

ijklm

=ptG; + H; + EN, + APL, + €5,

Donde V.

ijklm

corresponde a la variable EPP de la m-ésima vaca, G, es la i-ésimo genotipo

de Pit-1, LEP y LHR, u media observada, H; corresponde al j-ésimo hato, EN,, corresponde
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a la k-ésima época de nacimiento de la vaca 'y AP1, es el I-ésimo afio del primer partoe

ijklm

error residual aleatorio.

Para determinar la influencia de los diferentes genotipos sobre los rasgos evaluados se
empleo la metodologia implementada por Clempson et al. (2011) donde se utilizaron a los
animales heterocigotos como referencia para calcular los efectos de ambos homocigotos,
tomando como referencia el valor estimado de las diferencias de las medias de los minimos
cuadrados. Las diferencias significativas de la prediccion de los genotipos se estimaron
utilizando la prueba de T-student y los errores estandar de las diferencias fueron calculados

para cada una de las medias probadas.

En esta parte del estudio para el polimorfismo rs41256848 no se tomaron en cuenta los
animales con el genotipo TT ya que solo se encontraron 2 individuos.

6.4. Resultados
6.4.1. Frecuencias alélicas y genotipicas

Se amplificaron 147 muestras para cada uno de los genes (Pit-1, LEP, LHR). Para el gen
Pit-1 se identificaron los alelos A y B (Figura.1l), el alelo B se observd en el patron
electroforético con dos bandas (227 y 204 pares de bases) y la presencia de una sola banda
permitid identificar al alelo A por la ausencia del sitio de restriccion para la enzima Hinfl.
Dentro de la poblacion se encontraron 13 individuos con genotipo AA, 48 con genotipo AB

y 86 con genotipo BB, las frecuencias alélicas y genotipicas se presentan en la Tabla 2.

Los alelos C y T identificados por medio del RFLP Hphl para el gen LEP presentaron un
patron electroforético en presencia del sitio de restriccion para el alelo mutado T (311 y
20pb) y en ausencia del lugar de reconocimiento de la enzima se observé el alelo C (331pb)
(Figura 1). En esta poblacion se encontraron 67 individuos con genotipo CC, 49 con
genotipo CT y 31 con genotipo TT las frecuencias alélicas y genotipicas se presentan en la
Tabla 2.

Los alelos G y T identificados por la enzima Tsp451 muestran un patron electroforético que
previamente no se habia reportado con esta técnica para el gen LHR (Figura 1). En
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presencia del sitio de reconocimiento de la enzima se identific el alelo mutado T (228 y
75pb) y en ausencia se observé el alelo G (303pb). Dentro de la poblacion se encontraron
54 individuos con genotipo GG, 91 con genotipo GT y 2 con genotipo TT las frecuencias
alélicas y genotipicas se presentan en la Tabla 2. Los resultados de la prueba 2 obtenidos
del software GENPOP, mostraron diferencias significativas entre las frecuencias
genotipicas encontradas y las esperadas (P < 0.05) en los genes LEP y LHR, lo que indica
que la poblacién en estudio no se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg. Por su
parte, para el gen Pit-1 no se encontr6 una diferencia significativa entre las frecuencias
observadas y esperadas, indicando que las frecuencias genotipicas se encontraban en
equilibrio de HW.

RFLP Hinfl RFLP Hphl

RFLP Tsp451

227pb

s
204pb

Figura 1. Patrones electroforéticos de los tres ensayos de RFLP estudiados, con los

tamanos esperados para los genes Pit-1, LEP y LHR.

Tabla 2. Frecuencias alélicas, genotipicas de los polimorfismos evaluados, heterocigotos

esperados y valor de probabilidad Hardy-Weinberg.

GEN (RFLP) Frecu?ncias Frecuer?cia Heterocigoto HW
alélicas genotipicas esperado (valor P)
A B AA AB BB AB
0.25 0.75 0.09 0.33 058 0.37 0.1231
C T CcC CT TT CT
0.62 0.38 046 033 0.21 0.47 0.003
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G T GG GT TT GT

LHR (TspaS1) —oae 033 037 062 001 0.44 0.000

Valor significativo P < 0.05 para la determinacion del equilibrio Hardy-Weinberg (HW)

6.4.2. Asociacion de los genotipos con las variables de produccién de
leche y fertilidad
El polimorfismo A59V del gen LEP se asocid significativamente con la caracteristica de

Intervalo Parto Concepcion, P< 0.04 (Tabla3) donde el genotipo favorable fue el CC,
disminuyendo 28.71 dias aproximadamente en comparacion con animales heterocigotos
CT; de igual manera este genotipo presenta una diferencia significativa favorable con

relacién al homocigoto TT (Tabla 4).

El polimorfismo Hinfl del gen Pit-1 se asocid significativamente a la edad al primer parto,
P < 0.09 (Tabla3). El genotipo favorable para esta caracteristica fue el AA ya que la EPP

disminuy6 41.36 dias en comparacion con la media para el heterocigoto AB (Tabla 4).

El SNP rs41256848 no se encontrd asociado significativamente con ninguna de las
caracteristicas evaluadas, sin embargo presentd una tendencia a estar asociada a la edad al

primer parto (Tabla 3).

Tabla 3. Probabilidad de asociacion de los SNPs con caracteristicas de fertilidad y

produccién de leche.

Caracteristica LEP PIT LHR
EPP 0.54 0.09* 0.13

IEP 0.27 0.88 0.67

IPC 0.04* 0.47 0.37

NSC 0.18 0.22 0.63
PL305 0.44 0.77 0.38

* Valor significativo P < 0.10

Edad al primer parto (EPP), Intervalos entre partos (IEP), Intervalos parto concepcion (IPC), NUmero de
servicios por concepcion, Produccion de leche ajustada a 305 dias, genes Leptina (LEP), Factor de
transcripcion de la Pituitaria (P1T) y Receptor de la hormona Luteinizante (LHR).
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Tabla 4. Efectos de sustitucion genotipica entre heterocigotos y homocigotos para

asociaciones significativas de los SNPs en las caracteristicas reproductivas y de produccion

de leche.
RFLP  Genotipo EPP (dias) IPC (dias) IEP (dias)  NSC (dias) PL305 (LL)
Hoh CcC 5.82+ (36.21) -28.71 £ (14.47)*®  -16.79 £ (19.79) -0.18%(0.19)  230.40% (179.03)
P TT -26.41+ (43.99) 7.00 + (16.64) 16.61+(22.27)  0.19+(0.22)  120.18% (207.75)
Hinfi AA -41.36+ (60.35)" 34.64 + (30.23) 3.17+(39.14)  0.35#(0.35)  230.11 + (338.05)
BB 56.25+ (33.89) -0.99 + (13.79) -8.10+(18.39)  -0.16 £(0.17)  74.13 +(173.08)
Tsp451 GG -55.08+ (33.72) 11.73 + (13.05) 7.47+(17.56)  0.08£(0.17)  142.91 % (162.19)

2 Diferencia significativa en relacion al heterocigoto (P < 0.05)
b Diferencia significativa entre los dos homocigotos (P < 0.05)

Valor estimado de las diferencias de las medias de los minimos cuadrados + (error estdndar de la diferencia de
las media.

6.5. Discusioén

6.5.1. Frecuencias alélicas y genotipicas
La frecuencia del alelo A del polimorfismo Hinfl del gen Pit-1 en ganado Holstein es

superior en este estudio en relacién a lo reportado por Wollard et al. (1994), Renaville et al.
(1997), Hor-Oshima y Barreras-Serrano (2003), Yan et al. (2006), Zakizadeh et al (2007),
Jawasreh et al (2009) y Ozdemir (2012) y similar a la reportada en ganado Holstein por
Oprzadek et al. (2003), Dybus et al. (2004), Vargas et al. (2004), Edriss et al. (2008),
Misriantia et al. (2010) y Corrales-Alvarez et al. (2010); en estos estudios la frecuencia del
alelo B se encontraba en mayor proporcion que el alelo A al igual que en esta poblacion. Se
ha reportado que en ganado Holstein Irani y Toros Gyr de Brasil este alelo al encontrarse de
manera homocigética (BB) puede favorecer la produccion y calidad de la leche (Ahmadi et
al., 2015; Mattos et al., 2004).

En el caso del polimorfismo A59V del gen Leptina, las frecuencias alélicas para Cy T
encontradas en este estudio son similares a las descritas por Madeja et al. (2004) en ganado
Holstein. La frecuencia del homocigoto TT en esta poblacion es superior a la reportada por
Haegeman et al. (2000), Liefer et al. (2002, 2003), Almeida et al. (2003), Kulig (2005),
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Komisarek (2010) y Yasdania et al. (2010), ya que los valores de frecuencias oscilan entre
0,02 a 0,09 en estos estudios. Este genotipo se ha asociado de manera favorable en ganado
Holstein en el conteo de células somaticas, proteina, grasas en leche y tasa de no retorno de
las vacas (Komisarek, 2010; Kulig, 2005), y en ganado Jersey la presencia del genotipo
(TT) se ha asociado a menores IEP, NSC e IPC (Komisarek et al., 2007).

Por otro lado, las frecuencias alélicas y genotipicas encontradas para el polimorfismo
rs41256848 del gen LHR en este estudio son diferentes de las frecuencias reportadas, ya
que la frecuencia del alelo mutado T es mayor a las descritas por Vasquez-Marin et al.
(2010), pero inferiores a la reportada por Yu et al. (2012). El genotipo TT se ha asociado
favorablemente a la disminucion del intervalo entre partos, dias al primer servicio y una

mayor vida productiva en ganado Holstein (Cochran et al., 2013; Hastings et al., 2006)

El desequilibrio Hardy-Weinberg para los locus A59V del gen Lep y rs41256848 del gen
LHR pudo deberse al flujo genético como consecuencia de la compra de semen proveniente
de Estados Unidos y Canada o al uso no aleatorio de toros de estos paises sometidos a
programas de seleccion que han favorecido el aumento de algunos alelos en blusqueda de
beneficiar rasgos de interés econémico. De igual manera, dado que la muestra poblacional
es pequefia la propiedad de estabilidad casi no se cumple, debido a que las frecuencias
génicas estan sujetas a fluctuaciones aleatorias producto del muestreo gameético

constituyendo un proceso dispersivo (Falconer y Mackay, 1996).

Para el caso del SNP del gen Pit-1, el equilibrio Hardy-Weinberg puede atribuirse, a que no
se ha dado un proceso de seleccion especifico para este polimorfismo en las poblaciones
parentales y por ende se mantienen estables las frecuencias alélicas de una generacion a la
otra, un reflejo de este patron se observa en las frecuencias alélicas encontradas en la tabla
2 (Falconer y Mackay, 1996).

6.5.2. Asociacion de los polimorfismos con las caracteristicas evaluadas

e Polimorfismo Hinfl del gen Pit-1
La edad al primer parto refleja la velocidad de crecimiento de la hembra y su edad a la

pubertad, la asociacion significativa con el SNPs del gen Pit-1 puede deberse a la
participacion de este gen en la expresion de la hormona del crecimiento. Un estudio previo
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en ganado Holstein, encontr6 que este polimorfismo esta significativamente asociado con
aspectos de crecimiento y desarrollo (Doosti et al., 2011), en particular el alelo A. Este
alelo no sélo se ha asociado a caracteristicas de desarrollo sino también se ha asociado
favorablemente con la produccion de leche, cuerpos mas profundos y la angularidad en
vacas Holstein (Renaville et al., 1997; Huang et al., 2008; Corrales-Alvarez et al., 2010;
Aitekin et al., 2012; Heidari et al., 2012; Carsai et al., 2012).

Segun este estudio seleccionar animales con la presencia del genotipo AA reduciria 41.36
dias la EPP. La disminucion de esta caracteristica podria resultar en un mayor nimero de
terneros y leche producida por afio de vida de la vaca (Salazar-Carranza et al., 2013),
ademas de disminuir los costos de produccién y aumentar la productividad del hato (Pirlo et
al. 2000; Radostits 2003).

El alelo B de este gen no se encontrd significativamente asociado con algunas
caracteristicas de fertilidad; sin embargo, este loci podria estar sufriendo algin efecto
epistatico con los genes TGLA57 y RM95 (Moody et al., 1995) o estar en desequilibrio de

ligamiento con otro loci en particular.

e Polimorfismo A59V del LEP
El polimorfismo A59V también conocido como A80V, C3100T, C1864T, LepHphl o

rs29004508 es una mutacion no sinénima debido a que presenta un cambio de aminoacido
de una Alanina por una Valina en la posicion 80, en una region conservada del gen LEP
(Komisarek et al., 2007). Su asociacion en este estudio con la caracteristica IPC puede estar
dada por la participacion de este gen en el sistema neuroendocrino que regula las funciones
a nivel ovarico. Se conoce que los receptores de esta hormona en los rumiantes estan
presentes tanto en el foliculo como en el cuerpo luteo (Spicer, 2001; Mufioz-Gutiérrez et
al., 2005; Nicklin et al., 2007) y una serie de estudios en ratones (Ye et al., 2009), cerdos
(Craig et al., 2004) y ganado bovino (Boelhauve et al., 2005) han informado de los efectos
de la Leptina sobre la mejora de la maduracion de los ovocitos, la tasa de fertilizacién in

vitro y el aumento de la proporcion de embriones que se desarrollan a la fase de blastocisto.

Existen dos planteamientos acerca de la participacion de esta hormona en la ovulacion, la

primera sugiere que durante el periodo posparto la mayoria de las vacas estan en un balance

38



energeético negativo y los bajos niveles de Leptina en este momento pueden estar asociados
con la secrecion reducida de gonadotropina, lo que prolongaria el intervalo hasta la primera
ovulacion (Liefers et al., 2005). Apoyando esta teoria, se identifico que la administracion
de leptina recombinante exdgena durante el anestro posparto, aumenta la concentracion de
estrogeno y los niveles de 1o hormona foliculo estimulante (FSH) ayudando en el desarrollo
del foliculo ovarico, logrando acelerar la aparicion del estro en vacas Bali (Pradnyana et al.,
2016a, 2016b).

Un segundo planteamiento sugiere que altas concentraciones de Leptina aumentan las
concentraciones de la hormona de crecimiento GH que antagonizan el efecto del factor de
crecimiento insulinico IGF-1 y la hormona insulina, disminuyendo la produccion de
estradiol e interfiriendo en el desarrollo de los foliculos dominantes y la maduracion
oocitica (Spicer, 2001). Apoyando este planteamiento, un estudio realizado en vacas
Holstein- Friesian por Wathes et al. (2007) encontrd que altas concentraciones de leptina y
bajas concentraciones de IGF-lI antes del parto e inmediatamente después del parto
prolongan los IPC y los Intervalos al primer servicio en vacas multiparas. De igual manera,
estudios previos asociaron las bajas concentraciones de IGF-I en vacas post-parto, con el
aumento en el tiempo que tarda una vaca en reanudar el estro (Beam y Butler, 1999;
Pushpakumara et al., 2003).

Por ende, si el SNP A59V del gen leptina puede modular la actividad de la leptina antes del
parto y después de este, su accion en el foliculo en desarrollo y en el ovocito se daria de
manera adecuada y esto podria influir en las tasas de concepcidn tanto en vacas nuliparas

como en vacas multiparas (Clempson et al., 2011).

El genotipo CC del SNP A59V asociado a IPC en este estudio, también ha sido asociado
con edad temprana al primer parto y vacas mas jovenes al primer servicio (Clempson et al.,
2011; De Matteis et al., 2012). Clempson et al. (2011), sugieren que este SNP puede tener
un efecto conjunto con otros SNPs de este mismo gen como el UASMSL1 y el A1457G, que

se han reportado que tienen efectos significativos sobre NSC e IEP.
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e Polimorfismo rs41256848 del gen LHR
Este polimorfismo que es una mutacion no sindnima por generar un cambio de aminoacido

de tripsina a cisteina en la posicién 144, no se encontré asociado a ninguna de las
caracteristicas evaluadas en este estudio, sin embargo, podria estar asociado con la edad al
primer parto, aunque es necesario incrementar la muestra poblacional y el numero de
registros. Este SNP se ha asociado previamente a caracteristicas de fertilidad, tratamientos
de stper-ovulacion y vida productiva (Cochran et al., 2013; Hastings et al., 2006; Yu et al.,
2012). En adicidn, se ha comprobado que tiene un efecto significativo asociado a IEP y dias
al primer servicio, al evaluarlo como haplotipo, en particular con el SNP rs41256850
(Hostings et al., 2006); de igual manera podria estar en desequilibrio de ligamiento con

algun otro loci.

5. Conclusiones
Los resultados de este estudio sugieren que los SNPs de los genes LEP y Pit-1 podrian ser

utilizados en la seleccion asistida por marcadores para mejorar el intervalo parto

concepcion y la edad al primer parto, respectivamente, en el ganado Holstein en Honduras.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

e Se identificaron 3 polimorfismos en genes candidatos asociados a la fertilidad, el
polimorfismo A59V del gen Lepetina (LEP), el polimorfismo Hinfl del gen Factor
de transcripcion de la pituitaria (Pit-1) y el SNP rs41256850 del gen del receptor de
la hormona Luteinizante.

e Se establecieron las frecuencias alélicas y genotipicas para los genes candidatos
LEP, PIT-1y LHR.

e Se estimO los efectos de los marcadores de los genes candidatos asociados a
fertilidad sobre las caracteristicas evaluadas, donde el genotipo CC del gen LEP se
asocio favorablemente con la caracteristica intervalo parto concepcion y el genotipo
AA del gen Pit-1 con la caracteristica edad al primer parto.
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8. ANEXOS

Estadistica descriptiva de las variables evaluadas

Variables Numero Media DEestV;; g;';p I\/\I/iilicr)r:o I\/I\gior;o
EPP (dias) 145 908.296552  196.411774 518 1776
IPC(dias) 254 153.362205  89.1657132 41 446
IEP(dias) 185 434.859459  80.8610707 309 673
NSC 320 2.240625 1.43672376 1 10
PL305 266 5377.8985 1380.09508 1974 9720
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