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RESUMEN:

La variabilidad en genes reproductivos, como aquellos que codifican los receptores para las
hormonas foliculo estimulante (FSHR) y luteinizante (LHR) ha disminuido en las ultimas décadas,
tanto en ganado lechero especializado como en el ganado Criollo. Curiosamente en esta Ultima raza
se sugiere una alta variabilidad importante para el mejoramiento genético y su conservacion. El
objetivo de estudio fue contrastar la frecuencia de los genes FSHR y LHR en las poblaciones bovinas
Holstein y Criolla de la provincia del Azuay mediante un ensayo basado en la reaccion en cadena
de polimerasa y la identificacién de fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (PCR-RFLP) a
partir de ADN de ambas razas. Se identificd la presencia de tres genotipos: CC; CG y GG para
FSHR, y uno solo (GG) para LHR, siendo la totalidad de la poblacién homocigota para este locus.
Para FSHR, el 56% de los individuos fueron homocigotos CC, con mayor porcentaje de éstos en el
ganado Holstein (67%); mientras que, en el ganado Criollo, el 55% fueron heterocigotos, siendo el
alelo C predominante en ambas razas. Se observé una heterocigosis mayor para el locus FSHR, en
el ganado Criollo con heterocigosidad observada (Ho) (0,5517) superior a la esperada (He) (0,3995);
mientras que el ganado Holstein presentd una heterocigosis moderada; ademas, en ambas razas
no se evidenci6 presencia de consanguinidad. Tanto la diferenciacion genética como las distancias
entre estas dos razas fueron pequefas. El total de la poblacién se encontré en equilibrio genético
para FSHR, estos resultados permitieron caracterizar a la poblacion de estudio como no
endogamica, con iguales frecuencias alélicas y con mayor variabilidad en la raza Criolla para este

locus.

Palabras claves: Frecuencias alélicas y genotipicas. Heterocigosis. Consanguinidad.
Diferenciacion genética.
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ABSTRACT:

Variability in reproductive genes, such as those that encode receptors for follicle-stimulating (FSHR)
and luteinizing (LHR) hormones, has decreased in recent decades, both in specialized dairy cattle
and in creole cattle. Curiously, in this last breed a high variability is suggested, important for genetic
improvement and its conservation. The objective of the study was to contrast the frequency of the
FSHR and LHR genes in the Holstein and Creole bovine populations of the Azuay province by means
of an assay based on the polymerase chain reaction and the identification of restriction fragments of
polymorphic length (PCR- RFLP) from DNA of both races. Three genotypes were identified: CC; CG
and GG for FSHR, and only one (GG) for LHR, the entire population being homozygous for this locus.
For FSHR, 56% of the individuals were CC homozygous, with a higher percentage of these in
Holstein cattle (67%); while, in the Criollo cattle, 55% were heterozygous, being the C allele
predominant in both breeds. Greater heterozygosity was observed for the FSHR locus, in Criollo
cattle with observed heterozygosity (Ho) (0.5517) higher than expected (He) (0.3995); while Holstein
cattle presented moderate heterozygosity; Furthermore, in both breeds there was no evidence of
consanguinity. Both the genetic differentiation and the distances between these two races were
small. The total population was found in genetic equilibrium for FSHR, these results allowed
characterizing the study population as non-inbred, with the same allelic frequencies and with greater

variability in the Creole race for this locus.

Keywords: Allelic and genotypic frequencies. Heterozygosity. Consanguinity. Genetic
differentiation.

Xavier Alejandro Cuzco Paida 3



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

o

+

INDICE DE CONTENIDO

RESUMENT: ...ttt h e bt b e bt et e e bt et e ea bt e ateeabesaeesheesaeesbeesbeenbeebeenbeanbeeareeas 2
AB ST R A T ettt h bt e s bt e bt e bt et et e et e sat e e h et ea e e e htesh e e e bt e bt e bt ekt e bt et eabeeabeeabenaeenaee 3
INDICE DE CONTENIDO.......oiiieiieeiieeteeete ettt s sae et s sae s sse s st esassesssesssesesasaesas 4
INDICE DE TABLAS ...ttt sttt st sa e a s sa et sae s st s sesasae s 7
INDICE DE FIGURAS.......ooiteteeeteeeee ettt sttt st na et se s sa et sas s s snsesesasaesans 8
INDICE DE ANEXOS.......ouiiiteiieeieeeete ettt ettt ae sttt sae s s s st essstes s snsesesasaesans 8
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt ettt sh e st she e sb e e s bt e s beesbeesbe e be e bt ebeebeenbeeabeeanes 11
DEDICATORIA ettt h e b e s bt e bt e bt et e et e et e sat e s ae e sabesbeesheesbe e beenbeebeenbeeabeebeentes 12
ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA ...ttt sttt 13
CAPITULO I: INTRODUGCCION .....couvtiriireireeieeieiseesessssisssssessessse s sssss s ssssssssssssssssesssessneees 14
OBUIETIVOS . ...ttt ettt ettt ettt st e s te e ettt e b te ettt e ateaaee s beeesbte e beeerbeeenstesbaeenbeeenseesnseeensaesseeans 16
(@ T L= (Ao o 1T aT=T = | SRR 16
ODJELIVOS ESPECITICOS .uiiiiiiiiiie ittt e et e et e e e st e e e e st et e e e anab e e e e e anbaeeeeaas 16
HIPOTESIS DE INVESTIGACION. .....ooovieeeieeeeeeeeeee e eeeee s ese e s sasasss st s sesesas s s sesanans 16
CAPITULO II: REVISION DE LITERATURA ..ot eeeeeee e ves e aes e s nasssnenans 17
2.1 Variabilidad en genes reproductivos y su implicancia en lareproduccion de los
bovinos de raza HoISteiN Y Criolla . ... 17
2.1.1 Caracterizaciéon de genes ligados a los receptores de FSH y LH, en ganado
bovino Holstein y otras razas especializadas. ..........ccccveeeviee i 18
2.1.2  Caracterizacion de genes ligados a FSHR y LHR en ganado bovino criollo. ..... 19
2.2 PARAMETROS GENETICOS POBLACIONALES ......ccooviieceeceeeeeeee e 21
22.1 NUmero de alelos POr 1oCUS (NQ) ..c.cccooiiiiiiiiiie e 21
222 Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (HE) ....ccccevveeeiiiiiiiiiieieee e, 21
2.2.3  Frecuencias alélicas y genOtiPiCas ......covuiiiiiie i 21
2.24  Equilibrio de Hardy-Weinbherg ...t 21
225 Estadisticos F de WIight ... 22
A T A =Y o = U o XSSP 23
2.3 CARACTERIZACION GENETICA MOLECULAR.......oiiiiriieieirenentseeeeie s 23
2.4 MARCADORES GENETICOS BASADOS EN POLIMORFISMOS........ccccveeeeveereeeennn. 23
25 TIPOS DE MARCADORES DE ADN HABITUALES ..ot 24

2.5.1 Marcadores basados en polimorfismos con repeticiones en tandem (VNRT) ... 24

Xavier Alejandro Cuzco Paida 4



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA
g

25.2 Fragmentos de restriccion de longitud polimaérfica (RFLP)....ccvveveeeiiiiiiiiienen. 24
2.5.3 Polimorfismos de un solo NUCIEOtIdO (SNP) .....cooiiiiiiiiiiiieiiie e 24
2.6 IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS .......cioiiiieeiieeeiesee et enseen e 25
26.1 P R R P e 25
2.6.2 P R e 25
2.6.3 Digestion y fraccionamiento del ADN .........coooiiiiiiiiiiin e 26
2.6.4  ElCCTIOTOIESIS .oiiiiiiiie ittt 26
CAPITULO I1l: MATERIALES Y METODOS .....ooviieeeeeeteteeeteeeteeeee st ese st s st snasasassssenanes 27
3.1 ArEa dE ESTUIO cucvivieiiiececeee ettt ettt ae s 27
3.2 Amplificacion y visualizacion de los productos de PCR especificos (FSHR, LHR) .. 27
3.21 BIOIOGICOS i 27
3.2.2 ReEACHIVOS Y SOIUCIONES ..ot e e e e s eeeeeas 27
3.2.3 EQUIPOS Y O1r0S MALEIAIES .....evviieeiie e 28
3.24 1Y 1= (o Yo o USROS 29

3.3 Materiales a usarse en los ensayos RFLP de los productos de PCR especificos
(FSHR y LHR) y la visualizacion de 10S MISMOS. ......cciiiiiiiiiiieiiee e 31
3.3.1 (2770 [oTo T ToXo 1 TP PP 31
3.3.2 ReEACHIVOS Y SOIUCIONES ... e e e et aeeeeas 31
3.3.3 EQUIPOS Y OtroS MAateriales .......ooiiiiiiiiiiiiiie e 31
3.34 1Y 1= (o Yo o SRR 32
3.4 Disefo experimental y analisis estadiStiCO ........ccccvvveiiie i 32
CAPITULO IV: RESULTADOS ...ttt seses et esss st sesss s sasss s assssssasessesssssssssssesenens 33
4.1 ENSAY0 PCR-RFLP ...ttt e e e s et e e e e e e e nnn e 33
4.2 PArametrOS gENETICOS ..oiiuuiiiiiieeiiie ettt ettt e st e e st et e sab e e e bt e e e bt e e ssbeeeenbeeesnneeeenes 37
4.2.1 Frecuencias alélicas ¥ geNOtiPICAS ......uuuieiiiiiiee e snee e 37
4.2.2 Heterocigosidad observaday €SPerada. .....ccccccceiieciuiiiiieeiee et ee e eeiivaree e e e 37
4.2.3 EQUIilibrio de Hardy-WeINDEIQ .......ueiieiiiiiiiiieiieee ettt e e e e e e e e e e e 38
4.2.4 EstadistiCOS F de WIIGNT ..o 38
4.2.5 DIStANCIAS GENEALICAS ..uveiiiiiiii ittt e e e e e e e e e e e e e s s bbb e e e e e e e e s esantbbaeeeeeaeaanns 39
4.2.6 ALCIOS NMUIDS ... 39
CAPITULO V: DISCUSION ..ottt seetesee s seses et esse s s sssssssassasassassssssasessesassssssssesssens 40
CAPITULO VI: CONCLUSIONES ...ttt eeeete s ssesses e sesesssss s sesassssss s ssesesessessssssssanssssnenns 44
CAPITULO VII: RECOMENDACIONES ......cocoieieeeeeeeeeeeeeeseteseese e sesasseses s sassessssessssssassessnens 45

Xavier Alejandro Cuzco Paida 5



UNIVERSIDAD DE CUENCA

(A WA

CAPITULO VIIIl: REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAPITULO IX: ANEXOS ..o eeeeeeeenn

Xavier Alejandro Cuzco Paida



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

o

+

INDICE DE TABLAS
Tabla 1. Descripcion de los marcadores de polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion

(RFLP) analizados. F(forward)= direcciéon 5-3"; R(reverse)=direccién 3°-5". LHR=receptor de la

hormona luteinizante; FSHR=receptor de la hormona foliculo estimulante. ...............ccceevinnnenn.n. 27
Tabla 2. Mezcla de reaccion PCR para LHR y FSHR. 40 MUESIIAS. .........ccceviiiiieeeniiiiee e 29
Tabla 3. Fragmentos RFLP y genotipos esperados para FSHR Y LHR. ............cccccieiiei i, 34

Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas de los genes FSHR y LHR en ganado Holstein y Criollo.

Tabla 5. Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) en el gen FSHR. Ho = Heterocigosidad

observada;H.n.b = Heterocigosidad sin sesgo; He = Heterocigosidad esperada. .............cccccceueee. 37
Tabla 6. Estadistico FIS FSHR. IC: Intervalo de confianza. W&C: Weir & Cockerham. R&H:
RODEIMSON & Hill. ..t e e sttt e e st e e e et e e e e s snbae e e e e nnnneee s 38
Tabla 7.Estadisticos F de Wright para el locus FSHR en ganado Holstein y Criollo. ..................... 39

Xavier Alejandro Cuzco Paida 7



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

o

==

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Fragmentos amplificados del gen FSHR. Carril (M): marcador de peso molecular 100 bp
(Thermo scientific Cat. No: SM0321). Carriles (1-30): producto de amplificacion de 30 animales
(0 gTo] Lo TSI A 4 (1 (o (o F- ol PO RRSRRUSRROPR 33
Figura 2. Fragmentos amplificados de 303 bp del gen LHR. Carril (M): marcador de peso molecular
100 bp (Thermo scientific Cat. No: SM0321). Carriles (1-30): producto de amplificacién de 30
animales HOISTEIN. AMIfICIOS (F). cviivieicieee ettt ettt s rae s e s e e st e e s e e be e be e teenreenneenes 34
Figura 3. Productos de la digestion del gen FSHR mediante PCR-RFLP - HOLSTEIN. Genotipos:
CC, GGy CG. M: marcador de peso molecular 100 bp (Thermo scientific Cat. No: SM0321). Artificios
) TSRS 35
Figura 4. Productos de la digestion del gen FSHR mediante PCR-RFLP-CRIOLLOS. Genotipos CC
y GG. ND1: producto no digerido. M: marcador de peso molecular 100 bp (Thermo scientific Cat. No:
1Y [0 2 2 Iy AN g 1T (o 1 TR 36
Figura 5. Productos de la digestion del gen LHR mediante PCR-RFLP-CRIOLLOS. Genotipo CC.
M: marcador de peso molecular 100 bp (Thermo scientific Cat. No: SM0321). ND: muestra no
Lo 1o =T oo F= W AN g 11 {ToA (0 1SN ) SR 36

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Conteo de genotipos FSHR - LHR - HOLSTEIN. ......cc.ooiiiiiiiiiiiieeeeieee e 51
Anexo 2. Conteo de genotipos FSHR - LHR - CRIOLLO. ....cccoiuiiiiiiiiiiieeiiiee e 52

Xavier Alejandro Cuzco Paida 8



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Clausula de Propiedad Intelectual

Yo Xavier Alejandro Cuzco Paida, autor del trabajo de titulacion “Comparacion de aleios de
receptores para FSH y LH identificados mediante el ensayo PCR-RFLP en bovinos Holstein y Cricllo
de la provincia del Azuay”, certifico que todas las ideas, opiniones y contenidos expuestos en la
presente investigacion son de exciusiva responsabilidad de su autor.

Cuenca, 14 de Abril de 2021.

Xavier Alejandro Cuzco Paida

C.1: 0106838337

Xavier Alejandro Cuzco Paida



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Clausula de licencia y autorizacién para publicacién en el Repositorio
Institucional

Yo Xavier Alejandro Cuzco Paida encalidad deautor y titular de los derechos morales y patrimoniales
del trabajode titulacién “Comparacién de alelos de receptores para FSH y LH identificados mediante
el ensayo PCR-RFLP en bovinos Holstein y Criollo de la provincia del Azuay”, de conformidad con el
Art. 114 del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD
E INNOVACION reconozco a favor de la Universidad de Cuenca una licencia gratuita, intransferible y
no exclusiva para el uso no comercial de la obra, con fines estrictamente académicos.

Asimismo, autorizo a la Universidad de Cuenca para que realice la publicacién de este trabajo de
titulacién en el repositorio institucional, de conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de |a Ley
Orgénica de Educacidn Superior,

Cuenca, 14 de Abril del 2021,

| FE

)4ier Alejandro Cuzco Paida

C.1: 0106838337

Xavier Alejandro Cuzco Paida

10



UNIVERSIDAD DE CUENCA

AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, agradezco profundamente a mi madre por toda su fuerza entregada en sus
madrugadas, sus cuidados, su trabajo diario, su apoyo incondicional y las ensefianzas impartidas a
lo largo de todo este camino juntos y a mi padre por ser ese motor que ha mantenido y permitido

cumplir con los suefios de superacion de sus hijos.

Quiero expresar mis mas sinceros agradecimientos especialmente a los doctores Guillermo Guevara
y Antonio Vallecillo, por brindarme la oportunidad de acudir a sus capacidades y conocimientos y
compartir conmigo los mismos, pues su apoyo y guia fue fundamental para la culminacién de este
trabajo. De la misma manera agradezco a los miembros de mi tribunal, la Dra. Silvana Méndez y el

Ing. Raul Guevara por su amable trato y eficaz asesoramiento en la realizacion de la presente tesis.

Xavier Alejandro Cuzco Paida 11



jE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

Skt o

DEDICATORIA
Dedicado a mi familia por caminar pacientemente conmigo a lo largo de estos afios y a mis amigos:

Jessi, Xavier, Brian, Diana y Jenny, por todos los buenos y malos momentos universitarios

compartidos juntos.

Xavier Alejandro Cuzco.

Xavier Alejandro Cuzco Paida 12



..........

jg% UNIVERSIDAD DE CUENCA

ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

Abreviatura o simbolo:

Significado:

FSHR Receptor de la hormona foliculo estimulante
LHR Receptor de la hormona luteinizante
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
Taq Thermus aquaticus

rpm/min Revoluciones por minuto

h Hora

min Minuto

S Segundo

mm Milimetro

nm Nanometro

ml Mililitro

pl Microlitro

mM Milimolar

g Gramo

Mg Microgramo

mg Miligramo

ng Nanogramo

viv Volumen sobre volumen

TAE Tris-acetato-EDTA

Tris Hidroximetil-aminometano

EDTA acido etilendiaminotetraacético
MgCl; Cloruro de magnesio

bp Pares de bases

Ho Heterocigosidad observada

He Heterocigosidad esperada

Na/locus Numero de alelos por locus

SSR Secuencias simples repetidas

RFLP Fragmentos de restriccion de longitud polimorfica
SNP Polimorfismo de un solo nucleétido
dNTP’s Desoxinucledtidos trifosfatos

SDS Dodecetilsulfato sodico
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La seleccidn genética enfocada al mejoramiento productivo del ganado lechero Holstein y llevada a
cabo durante las Ultimas cinco décadas, ha resultado en disminucién de la variabilidad y
heterocigosidad de genes asociados con la fertilidad, reduciéndose esta Ultima, asi como la
heredabilidad de los caracteres reproductivos en estos animales (1). De esta manera, en distintos
genes como aquellos responsables de codificar los receptores tanto para FSH (FSHR) como LH
(LHR), directamente relacionados con fertilidad y reproduccién, se han observado diversos
panoramas con respecto a sus parametros genéticos poblacionales y/o el efecto de sus
polimorfismos sobre rasgos reproductivos, tanto en poblaciones bovinas especializadas como en el

ganado criollo, que confirman o no esta problematica.

Es asi que, en el ganado Holstein se reportd hatos con un 48,5% de heterocigosidad y 51,7% de
homocigosidad para un determinado polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) (A-320T) del gen
FSHR, asumiéndose en el primer caso, a los individuos heterocigotos con una menor eficiencia
reproductiva, con mayores servicios por prefiez e intervalos entre partos (2, 3). Mientras que, en
Holstein turcas se calculé frecuencias de homocigotos superiores al 50%, para ambos genes (4).
Por otro lado, se ha observado que el resultado de cruzamientos realizados en un poblacién bovina
de carne brasilefia para eliminar sus caracteristicas cebuinas y alcanzar una genética europea, se
representd en un 51% de los individuos siendo homocigotos para el gen FSHR (5). Por el contrario,
en un diferente hato brasilefio hibrido se evidencié que las contribuciones de diferentes razas que
lo compusieron, generd una gran diversidad en esta poblacion, con 58% y 54% de individuos

heterocigotos para FSHR y LHR, respectivamente (6).

En el ganado criollo por su parte, a pesar de estar expuesto a cruces indiscriminados, absorcion y
reemplazo por parte de un grupo de razas productivamente superiores, que reducen su poblacién
afectando su integridad genética, se estima que presentan niveles 6ptimos o inclusive altos de
variabilidad y heterocigosidad. En razas autdctonas indonesias y sudanesas, se han obtenido
valores de heterocigosidad del 51% y 47,50 % para LHR, respectivamente, sin embargo, para estas
Ultimas, el total de su poblacién fueron homocigotas para FSHR, esto como resultado de los factores
sistematicos antes mencionados, traduciendo su efecto en pubertades tardias y periodos postparto

aumentados (7, 8).

Xavier Alejandro Cuzco Paida 14
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En nuestro pais, se ha evidenciado una alta diversidad genética en la raza criolla. El ganado criollo
Macabeo, por ejemplo, presenta valores de heterocigosidad mayores al 70% y un promedio de 7,5
alelos para cada loci estudiado y con respecto a razas comerciales como Hereford, Cebu y otras
europeas (9). En los bovinos criollos lojanos se ha obtenido una heterocigosidad del 74% y 8,14
alelos para 28 microsatélites determinados (10), reportandose ademas valores parecidos en
poblaciones criollas de Manabi (11), lo que determina en variedad genética idonea, susceptible para

su conservacion.

De esta manera, se observa que las diferentes variabilidades y polimorfismos en los genes FSHR y
LHR, varian entre poblaciones, siendo mdltiples los factores causales. Por lo descrito anteriormente,
considerando que de los rasgos reproductivos depende el crecimiento y mantenimiento de una
poblacién, sumado a que en la provincia del Azuay el 73,2% de su ganado es de la raza Holstein y
tan solo el 1,3% la conforma los animales criollos (12), junto con la nula disponibilidad de estudios
de esta indole, es importante conocer mediante el uso de técnicas moleculares como la identificacion
de fragmentos de restriccidbn de longitud polimérfica (RFLP), los polimorfismos, caracteristicas
genotipicas y el estado de equilibro con respecto a estos dos genes, directamente vinculados con
funcionalidad ovarica, tanto en poblaciones bovinas altamente productivas, cuyos caracteres
reproductivos se ven afectados, asi como también en el ganado criollo, por la posible alta variabilidad
genética que estos poseen, la misma que se encuentra en riesgo por la disminucién poblacional,

absorcion y cruces indiscriminados que esta poblacién ha sufrido.

La presente investigacion fue de utilidad pues nos permitid conocer la alta heterocigosis de FSHR
en ambas razas analizadas, sobre todo en la raza Criolla, la cual podria ser beneficiosa y justificaria

la conservacién de la misma, y la fijacién en las dos poblaciones del alelo identificado para LHR.

Por tal motivo, esta investigacion gener6 datos sobre la variabilidad y estructura genética en estas
poblaciones, necesarios para desarrollo de futuras investigaciones, asi como de estrategias en el
campo del mejoramiento genético y de conservacion de especies autéctonas como fuente de

biodiversidad.

Xavier Alejandro Cuzco Paida 15
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OBJETIVOS
Objetivo general

Contrastar la frecuencia de alelos de los receptores de FSH y LH identificados mediante el ensayo
de PCR-RFLP, en bovinos Holstein y Criollos.

Objetivos Especificos

Identificar los alelos de los locus FSH y LH mediante un ensayo PCR-RFLP.

Comparar las frecuencias génicas y genotipicas de los genes FSHR y LHR, entre ambas razas.
PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Existe diferencia en la frecuencia de los alelos y parametros genéticos de los genes que codifican

para los receptores de FSH (FSHR) y LH (LHR) entre las razas bovinas Holstein y Criolla?

Xavier Alejandro Cuzco Paida 16
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CAPITULO II: REVISION DE LITERATURA

2.1 Variabilidad en genes reproductivos y su implicancia en la reproduccion de los

bovinos de raza Holstein y Criolla

En las Ultimas décadas, se ha evidenciado una correlacién genética negativa entre la fertilidad y los
rasgos productivos, pues mientras mas ha aumentado la ganancia genética para la produccién de
leche, el desempefio reproductivo ha disminuido. Uno de los factores responsables de este
antagonismo, son las caracteristicas genéticas de los animales, tanto por la presencia de
polimorfismos en los genes relacionados con fertilidad, como por la pérdida de la variabilidad de los
mismos (13), la primera afirmacién se basa en que estos genes en diferentes poblaciones bovinas
presentan variaciones en su secuencia de ADN (polimorfismos), que los pueden dotar de efectos

positivos o negativos a los rasgos que estos codifican (14).

La segunda hace referencia a que existe una pérdida de la variabilidad y diversidad de estos genes,
en gran parte debida a la seleccion intensiva para rasgos productivos, asi como también a
migraciones, absorcion de especies, hibridacion, endogamia, etc. Esta pérdida ha sido més
acentuada y con efectos mayoritariamente adversos en razas bovinas altamente productivas, como
la raza Holstein, en la cual este tipo de seleccion afecté genes asociados con la fertilidad de machos
y hembras, responsables de pardmetros como: desarrollo testicular; espermatogénesis; movilidad
espermatica; desarrollo folicular, de ovocitos y embriones; implantacion y supervivencia embrionaria;
desarrollo de placenta; receptividad uterina; aborto espontaneo; tasas de gestacion; union
espermatozoide évulo, etc., demostrandose que se redujo y hasta se eliminé la variabilidad de estos
genes, traduciéndose en una disminucién de la fertilidad y baja heredabilidad de caracteres, como

la tasa de concepcion o tasa de prefiez (1, 15).

Por otro lado, se cree que las razas bovinas criollas, presentan un mayor polimorfismo,
heterocigosidad y distintas frecuencias alélicas y genotipicas en los genes especificos de fertilidad,
gue se asocian positivamente a los parametros reproductivos que codifican, esto a pesar de haber
sufrido una disminucién drastica de su poblacion, debido a la absorcidén y/o reemplazo por parte de
razas especializadas, que igualmente les coloca en una situacion de vulnerabilidad, de extincion o

propensos a sufrir los efectos de la consanguinidad y degradacién de la pureza (5, 7).
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Estas diferencias entre especies bovinas pueden ser documentadas mediante su estudio a nivel
molecular, a partir del empleo de herramientas genémicas como los marcadores moleculares que
permiten distinguir individuos por las variaciones en la secuencia de nucleétidos de un determinado
gen. Una de las aplicaciones de los mismos se ha realizado en la investigacion de los efectos que
los polimorfismos de genes de fertilidad como FSHR y LHR ejercen sobre los rasgos reproductivos
(16).

No obstante, en estas razas reconocidas empiricamente por estas caracteristicas, se han sometido
de forma limitada al andlisis de estos genes candidatos, que permitiria darles un valor de importancia
a las mismas (8).

2.1.1 Caracterizacién de genes ligados a los receptores de FSH y LH, en ganado bovino

Holstein y otras razas especializadas.

La caracterizacion de estos dos genes en estas razas, se ha realizado no solamente para conocer
su estructura y diversidad poblacional (polimorfismos, frecuencias alélicas y genotipicas,
heterocigosidad, etc.), sino también con el fin de relacionar los efectos que sus polimorfismos

provocan en los rasgos reproductivos de esta raza.

De esta manera, se ha logrado evidenciar resultados como los determinados en un grupo de vacas
Holstein, mediante el analisis del polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) (A-320T) del gen FSHR,
gue la seleccion a la que fue sometida esta poblacion, no fue lo suficientemente fuerte para generar
desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg, ya que no se presentaron diferencias significativas entre
heterocigosidad observada (Ho = 0,504 £ 0,028) y esperada (He = 0,466 + 0,013) y que presentaban
una tendencia baja a la endogamia, con valores FIS (Coeficiente de endogamia subpoblacional) =
0,285y FIT (Coeficiente de endogamia total) = 0,328, existiendo gran diversidad en la poblacion, la

cual permite a sus individuos responder de mejor forma a diversos retos ambientales (17).

En Holstein chinas, se ha investigado la asociacion del polimorfismo de dos SNP de FSHR con el
rendimiento a la superovulacioén, siendo el 51,7% del total de la poblacion homocigotos para A-320T,
mientas que el 67,8% fueron heterocigotos para G-278A, teniendo ademds, los genotipos
homocigotos para este ultimo SNP un efecto significativo para el numero total de 6vulos y de
embriones transferibles, concluyendo que este gen se presenta como un potencial marcador que

podria predecir la respuesta ovarica a la superovulacion (3).

En hatos turcos de Holstein, se examind la asociacién entre los polimorfismos de FSHR y LHR, con
la cantidad de inseminaciones artificiales por prefiez, informando que los genotipos homocigotos

predominaron en este hato para ambos genes, con frecuencias genotipicas superiores al 50% (4).
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En poblaciones hibridas de distintos propésitos, se ha estudiado si factores sistematicos como la
seleccion y los cruzamientos realizados para conformarlas, afectaron la variabilidad en ambos
genes. En un grupo de vaquillas hibridas se correlacion6 el polimorfismo de FSHR y sus efectos
sobre la respuesta a la ovulacion mdltiple, determinando que los cruzamientos para eliminar las
caracteristicas cebuinas y alcanzar una conformacion genética europea, se representd en un 51%
de los individuos siendo homocigotos AA para el gen ligado al receptor de FSH, relacionando

ademas a los genotipos heterocigotos con una respuesta menos eficiente a la superovulacion (5).

Por lo contrario, en un diferente hato hibrido brasilefio en el cual se caracteriz6 los genes FSHR y
LHR, con el fin de determinar su estructura genética, variabilidad de los mismos y el grado de
heterocigosis en la poblacion, se encontré un alto porcentaje de heterocigotos para FSHR (58%) y
LHR (54%), una diversidad genética total elevada (47%), siendo la diversidad intrapoblacional (HS
= 46%) la responsable de esta variabilidad. Ademas, se observo que la poblacién no sufria de
endogamia con un FIT = -0,22 y FIS = -0,23, concluyendo que la selecciéon genética aplicada en
estos animales no afecto la variabilidad de estos genes, haciéndolos idéneos para cruces con miras

a obtener rasgos reproductivos valiosos (6).

De esta forma, el estudio del polimorfismo de los genes FSHR y LHR, en razas especializadas como
la raza Holstein, a més de constituir el primer paso en el estudio de la genética poblacional, permite
conocer el estado de variabilidad de una poblacién y si la seleccion u otros procesos tuvieron impacto
0 no sobre la misma, informacidn necesaria en futuros estudios sobre los posibles efectos que estas
variaciones ejercen sobre rasgos reproductivos o en la utilizacién de variantes alélicas ideales como

herramientas de seleccion genética.
2.1.2 Caracterizaciéon de genes ligados a FSHR y LHR en ganado bovino criollo.

Las razas criollas han sido reconocidas por su adaptabilidad a diversos climas, la resistencia a
parasitos y enfermedades, excelente aprovechamiento de los nutrientes en pastos pobres,
longevidad, productividad, y por sus cualidades reproductivas, este Ultimo aspecto ha representado
un campo de interés, pues se estima que estas presentan mejores parametros reproductivos como:
inicio de la pubertad, edad al primer parto, intervalo entre partos, tasa de natalidad, etc., basandose
en que estas razas poseen y conservan una variabilidad alta e ideal de genes responsables de estos
pardmetros como FSHR y LHR. Por ende, en estas razas la variabilidad de estos dos genes también

han sido objeto de estudio, aunque de forma muy limitada (18, 19).
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En una poblacién de ganado Pasundan, una raza local de Java occidental, se estudié si el
decremento de su poblacion redujo la capacidad reproductiva del mismo, traducida en la disminucion
de la variabilidad del gen LHR, encontrando que la poblacion era polimérfica para el mismo, con una
heterocigosidad observada (51,3%), superior a la esperada (49,8%), indicando que la variacion de
este gen era alta, con potencial para ser empleada como marcador genético para la seleccion en

pro del mejoramiento de rasgos de reproduccion de este ganado (7).

De la misma manera, en un grupo de bovinos locales Luxi en Beijing, se correlacioné los
polimorfismos de FSHR y sus genotipos con los niveles de Estrogeno y las tasas de prefiez después
de la transferencia de embriones, detectandose el caracter polimorfico del mismo con dos alelos
resultantes (G y A) y una proporcién de heterocigotos del 47,7%, observando ademas que ninguno
de los genotipos afectaba la tasa de prefiez; sin embargo, el genotipo GG tuvo niveles de estrogenos

mas altos el dia de la transferencia (20).

No obstante, también se ha observado monomorfismo en el gen FSHR, como el reportado en tres
ecotipos de bovinos locales de Sudan, este caracter monoférmico podria ser un factor para la
desensibilizacién del receptor hacia la FSH, resultando en una transmision hormonal menos
eficiente. Por otro lado para LHR, el 47,5% de esta poblacién fue heterocigota, encontrandose la

misma en desequilibrio génico provocado por las fuertes presiones de seleccion y endogamia (8).

En nuestro pais, se ha determinado en distintas razas criollas una alta variabilidad para diferentes
locis estudiados. En ganado criollo Macabeo se determiné una amplia diversidad genética, con un
alto nimero promedio de alelos (7,5) y valores de heterocigosidad (>70%), para los locis estudiados
y con respecto a razas comerciales como Hereford, Cebl y otras europeas, pero con
consanguinidades altas de 0,089 + 0,12 (9). Igualmente, en un estudio realizado en 4 grupos de
bovinos criollos en el Cantén Gonzanama se observé una heterocigosidad del 74%, con un nimero
promedio de alelos de 8,14 por microsatélite estudiado (10), reportandose resultados parecidos en
poblaciones criollas de Manabi (11), lo que ha determinado en variedad genética idonea para la
implementacion de bancos de germoplasma y mantenimiento de ndcleos reproductivos para evitar

la absorcién completa de este tipo de animales por cruces indiscriminados con razas especializadas.
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2.2 PARAMETROS GENETICOS POBLACIONALES

Los indicadores como: el numero medio de alelos por locus (Na), las frecuencias alélicas y
genotipicas, la heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), el equilibrio de Hardy-Weinberg,
los estadisticos F de Wright y las distancias genéticas, son los indicadores mas frecuentes en los

estudios de caracterizacion y diversidad genética de una poblacion (11).

2.2.1 Numero de alelos por locus (Na)
Esta medida es el promedio de alelos por locus y nos aporta informacién complementaria a la
obtenida con los polimorfismos, su calculo Unicamente requiere el conteo de alelos detectados por

locus y obtener el promedio (10).

2.2.2 Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He)

La heterocigosidad observada se define como la proporcion de heterocigotos, que una poblacion
presenta y se obtiene mediante la divisiébn del numero de individuos heterocigotos de cada locus
para el total de individuos analizados. La He es la probabilidad de que cuando seleccionamos dos
alelos aleatoriamente, en una poblacién en equilibrio, estos sean diferentes. Su calculo se puede
realizar mediante la ecuacion: He = YX | xi2, donde xi es la frecuencia del alelo determinado y k es
el numero de alelos, estos dos parametros son los mas apropiados para estimar la diversidad de un

gen en una poblacion (11).

2.2.3 Frecuencias alélicas y genotipicas

Los individuos de una poblacion comparten entre si un grupo de genes cuyos alelos difieren entre
si, generando individuos con distintos genotipos en la misma poblacion. Por ello, un paso
fundamental de la genética poblacional es el calculo de las frecuencias tanto de los alelos como de
los genotipos que de estos resultan, y como cambian a través de las generaciones. Es decir, estos
parametros nos permiten observar la proporcion con que determinados alelos de un gen y sus
respectivos genotipos aparecen en una poblacion, aspectos fundamentales para estudiar la
variacion genética, distribucion de los genotipos o los procesos que afectan la composicion de un

conjunto de genes y si estos producen divergencia entre poblaciones (21).

2.2.4 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Esta ley que establece que en una poblacion grande que se reproduce mediante apareamientos al
azar, que no ha sufrido mutaciones, seleccién natural, ni migracion o flujo génico de poblaciones
externas, sus frecuencias alélicas y genotipicas con respecto a un gen o grupo de genes se
mantienen constantes a través de las generaciones, encontrandose en equilibrio. Por ende, esta ley
constituye una hipotesis nula, pues permite conocer si la estructura genética de una poblacion

cambid o no, debido al incumplimiento de estas condiciones para mantener ese equilibrio.
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2.2.5 Estadisticos F de Wright
También conocidos como indices de fijacion, estos permiten medir las desviaciones de las
frecuencias genotipicas de una poblacion al describir estadisticamente el nivel de heterocigosidad

de la misma y la proporcion esperada de su reduccion.

2251 Coeficiente de endogamia total (Fir)y de sub poblaciones (Fis)

El estadistico FIS indica el nivel de endogamia (consanguinidad) de los individuos de una poblacién
al medir la reduccién en la heterocigosidad debido a apareamientos no aleatorios. Es decir, cuantifica
la probabilidad de que dos alelos de un determinado gen de un individuo sean idénticos, al descender
estos de un mismo alelo de un antecesor, mientras que FIT, lo mide en la totalidad de la poblacion
(10, 22).

Un método basico para la medicion de FIS en un poblacién se basa en la relacién inversa que existe
entre la consanguinidad y la frecuencia de heterocigotos, pues mientras aumenta el nivel de la
primera la frecuencia de heterocigotos disminuye, por ende F se puede calcular mediante la
siguiente formula (11).
. He — Ho
"~ He
Donde, He, es la heterocigosis esperada y Ho es la observada en la poblacién, el resultado puede
variar entre -1 y +1. Si F (F = 0) presenta un valor negativo, indica exceso de heterocigotos
significando que ninguno de los dos alelos de un gen en un individuo, descienden de un mismo

ancestro; por el contrario, los valores positivos de F (F = 1) indican excesos de homocigotos (10).

2.2.5.2 Coeficiente de diferenciacién genética entre poblaciones (Fst)

Permite medir el grado de diferenciacion genética entre las poblaciones y asume a la deriva genética
como el factor responsable de dicha variabilidad pues ocasiona una pérdida de alelos al azar,
generalmente de los menos frecuentes fijando los més frecuentes, y que tiende a eliminar a los
genotipos heterocigotos, resultando esto en un cambio de sus frecuencias y una disminucion de la

diversidad genética de la poblacion (17).

Los valores de Fsr varian de 0 a 1, y a comparacion del Fis, este no puede tomar un valor negativo.
De esta manera un valor Fst= 0 indica nula diferencia genética entre las poblaciones estudiadas,
con iguales frecuencias alélicas para determinados genes y de manera contraria, un valor de 1 indica
diferenciacién o aislamiento genético entre las mismas con frecuencias alélicas fijadas y diferentes

en las poblaciones (11).
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2.25.3 Distancias genéticas

Se refiere al grado en que dos poblaciones que tuvieron un mismo origen, pero que histéricamente
se desarrollaron de manera distinta, divergen o se diferencian entre sus frecuencias alélicas; por
ende, ayudan a comprender las relaciones evolutivas entre poblaciones. El célculo de la distancia
genética entre dos poblaciones permite estimar relativamente el tiempo que ha pasado desde que

se inici6 la divergencia (8).

De esta manera, si entre dos poblaciones las distancias genéticas son pequefias, indican flujo
genético entre las mismas o también un completo aislamiento pero que se han separado
recientemente, pues mientras menos tiempo dure la divergencia, menor serd la diferencia entre sus

frecuencias génicas (10).

2.2.6 Alelos nulos

Los alelos nulos o silentes son aquellos que estan presentes en el ADN pero que no son amplificados
mediante PCR, ya sea por factores extrinsecos como problemas técnicos, o intrinsecos como la
presencia de variaciones o mutaciones en su secuencia o regiones de hibridacién de los primers,
generando un fracaso en la amplificacion ya sea de uno o ambos alelos de un locus. Su presencia
produce subestimacion de heterocigosidad que podria tener posibles efectos sobre los analisis

genéticos (22).

2.3 CARACTERIZACION GENETICA MOLECULAR

Esta herramienta que nos permite conocer las caracteristicas genéticas de una poblacién, se basa
en el andlisis de polimorfismos en marcadores de ADN y se trata del método mas rapido y rentable
para estimar la variacion genética a nivel de poblaciones. Este proceso comprende la recoleccion
de muestras bioldgicas (sangre y/o foliculos pilosos), de las que se extraen ADN, el cual se somete
a ensayos de laboratorio como el secuenciado o genotipado (15). Por ende, el uso de los marcadores
genéticos se ha justificado, pues nos permite el célculo de los parametros genéticos como los
genotipos, heterocigosidad, numero de alelos, frecuencias alélicas y genotipicas y el equilibrio

génico de las poblaciones, necesarios para el estudio de la variabilidad genética (10).

2.4 MARCADORES GENETICOS BASADOS EN POLIMORFISMOS

Los marcadores genéticos son regiones especificas de ADN de un gen o fragmentos de ADN sin
funcién conocida, que poseen caracter polimdrfico (con variaciones neutras o funcionales), cuya
ubicacion en el cromosoma se conoce y que se heredan de forma codominante, junto a los genes
con los que se encuentran relacionados o cercanos, por lo que se constituyen en puntos de
referencia para su localizacion y estudio (15) Estas caracteristicas son idéneas para estudios de

caracterizacién de la diversidad y variabilidad genética intra e inter poblacionales y en la busqueda
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de diversos alelos o variantes funcionales de determinados genes de importancia, permitiendo

cuantificar sus frecuencias genotipicas y alélicas en dichas poblaciones (23).

2.5 TIPOS DE MARCADORES DE ADN HABITUALES

2.5.1 Marcadores basados en polimorfismos con repeticiones en tandem (VNRT)

Un gran porcentaje del genoma se encuentra conformados por secuencias cortas de ADN que se
repiten, las mismas que varian segun el nimero de sus repeticiones o la composicién de sus
nucledtidos. Tenemos los: micro satélites o SSR (secuencias simples repetidas), son de tamafio
pequefio, entre 2 a 6 pares de bases, se encuentran diseminados por todo el genoma, son muy
polimérficos y generan decenas de alelos de un mismo locus o gen, por ende contindan siendo
elegidos para estudios de diversidad, estructura genética de poblaciones y estudios de migracién; y
los mini satélites los cuales se diferencian de los primeros en la longitud de sus repeticiones, entre

diez y varios centenares de pares de bases (15, 24).

2.5.2 Fragmentos de restriccién de longitud polimdrfica (RFLP)

Son polimorfismos originados por variaciones en secuencias de ADN de entre cuatro a ocho acidos
nucleicos que se encuentran en un gen, ya sea en intrones o exones, o entre ADN existente entre
genes, que varian entre individuos y son reconocidos por una enzima de restriccion, que se une a
estas y las corta (24). Actualmente se los emplea conjuntamente con la PCR (PCR-RFLP), como
marcadores de localizacién en el ADN, lo que permite detectar diferentes alelos de genes que varian
en su secuencia, permitiendo diferenciar entre individuos heterocigotos y homocigotos, aspectos

necesarios en el estudio de la composicién y variabilidad genética de una poblacion de estudio (25).

2.5.3 Polimorfismos de un solo nucledtido (SNP)

Son marcadores de nueva generacion, representan el mas comun y amplio tipo de variaciones
encontradas en el genoma. Estos consisten en variaciones de un solo nucle6tido en la secuencia de
ADN. Se encuentran mas frecuentemente en intrones (regiones no codificantes), y en menor medida
en los exones codificantes, en los cuales el cambio de un solo nucleétido de la secuencia ya sea
transiciones (Purina por Purina o Pirimida por Pirimida) o transversiones ( Purina por Pirimida y
viceversa) pueden producir variantes funcionales como por ejemplo cambios en aminoacidos
puntuales de las proteinas resultantes, que podrian afectar la funcion de las mismas, producir
enfermedades o mayor susceptibilidades a las mismas, de alli la importancia de los estudios de

asociacion genética con estas variaciones (24, 26).
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2.6 IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS

Actualmente se disponen de técnicas basadas en marcadores genéticos que permiten identificar y
evaluar las diferencias o polimorfismos a nivel de ADN, aportando informaciéon importante sobre la
composicion genética de individuos especificos o poblaciones enteras con respecto a determinados

genes responsables de caracteristicas importantes (16).

2.6.1 PCR-RFLP

Este método se basa en la deteccion de variaciones en las secuencias de ADN, especificamente en
el sitio de escision del mismo. La identificacion de los polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP), se realizan mediante enzimas de restriccion o endonucleasas que reconocen y
cortan regiones especificas de ADN que previamente fueron amplificadas mediante PCR (27). Estos
fragmentos digeridos, se resuelven mediante electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, para
su visualizacion. La presencia de variaciones en la secuencia altera el sitio de corte dando como
resultado la presencia o ausencia del mismo, o fragmentos de diferente tamafio o peso. Esta técnica
es de gran utilidad para detectar alelos que un determinado gen posee, cuyas variaciones
secuenciales determinaran la presencia o no de un sitio de corte permitiendo la diferenciacién entre
individuos (24).

2.6.2 PCR

Para el estudio de los alelos de un gen o determinado segmento de ADN es necesario obtener miles
de copias de los mismos, esto se realiza mediante la técnica de reaccion en cadena de polimerasa
(PCR), que permite amplificar dichos segmentos con la ayuda de secuencias de nucleétidos
iniciadoras denominadas cebadores o primers y que posteriormente es completada mediante la

enzima ADN polimerasa (11).

El principio del método se basa en realizar tres pasos sucesivos a distintas temperaturas, cuyo
componente principal es la enzima ADN polimerasa aislada de Thermus acuaticus, microorganismo
adaptado a la supervivencia a muy altas temperaturas. El primer paso consiste en la
desnaturalizacion del ADN a una temperatura de 90 a 95 °C con el fin de separar las dos cadenas
complementarias que serviran como plantilla, a continuacién se produce la hibridacién o unién de
los cebadores especificamente disefiados, derivados de genes de interés o de secuencias obtenidas
de bases de datos, de tal manera que se complementen con la cadena molde de ADN
desnaturalizado y que definan con exactitud el tramo de ADN a replicar, proceso realizado a una
temperatura de 45 a 65 °C, finalmente se complementa la secuencia iniciada por los primers,

mediante la enzima ADN polimerasa a una temperatura en la que esta ejerce su funcién a 72 °C en
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el caso de la Tag-polimerasa. Estos tres pasos se pueden repetir entre 25 a 45 veces (ciclos), para

generar un crecimiento exponencial y obtener suficientes amplicones (10, 15, 21).

2.6.3 Digestion y fraccionamiento del ADN

En muchas ocasiones los fragmentos de ADN obtenidos suelen ser muy grandes, por ende, se
emplean enzimas de restriccion también conocidas como endonucleasas de restriccion, que
permiten obtener fragmentos de tamafio apropiado, estas enzimas son de origen bacteriano en
donde sirven para digerir ADN foraneo como el viral, protegiéndolas de su infeccion. Estas
reconocen secuencias especificas (palindromos) de ADN (sitios de restriccién), uniéndose y
cortando las mismas. Existen varias enzimas de restriccién como: Hpall; Haelll; EcoRI o Notl, y su
eleccion depende del sitio de corte para obtener un fragmento especifico, es gracias a estas
caracteristicas que se las emplea para detectar polimorfismos en las secuencias objetivo,

permitiendo la diferenciacion poblacional (21, 24).

2.6.4 Electroforesis

Es una técnica fisico-quimica que permite separar las moléculas segun la carga eléctrica o su peso
molecular, permitiendo la visualizacion de las mismas. En el caso del ADN, este es de carga negativa
debido a los grupos fosfato que posee en los enlaces, al cargar el ADN sumergido en una sustancia
tampdn, en pocillos con geles de agarosa o poliacridamida, este medio se electrifica y se produce la
migracion del ADN, desde el polo negativo al anodo (27). Los poros que contienen los geles actian
como coladores permitiendo que los fragmentos pequefios migren rapidamente y una mayor
longitud, mientras que con los grandes fragmentos ocurre lo contrario. Esta técnica es muy
importante en la investigacion de polimorfismos, pues cuando estos existen los fragmentos
visualizados pueden ser mas o menos largos, o cuando se emplea la técnica PCR-RFLP, nos
permite observar la presencia o no de bandas, generada segun la existencia o no de los sitios de

restriccion en la secuencia analizada (11).
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CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS

3.1  Areade estudio

Las muestras de ADN utilizadas formaron parte de la investigacion: “Caracterizacidon genotipica del
ganado criollo de tipo Ibérico de la provincia del Azuay” (Cédigo del proyecto: DIUC_XIV_2016 015),
obtenidas a partir de muestras sanguineas, provenientes de bovinos fenotipicamente considerados
criollos de hatos localizados en Dugdug, Paute, El Pan, Tarqui, Huachi, Trigo Pampa y Girdn, y de
bovinos Holstein pertenecientes a tres hatos ubicados en la misma provincia del Azuay, las mismas
permanecen almacenadas en el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, en el cual se realiz6 el analisis para la caracterizacion
genética de FSHR y LHR, mediante PCR-RFLP.

3.2  Amplificacion y visualizacion de los productos de PCR especificos (FSHR, LHR)
3.2.1 Bioldgicos

Muestras de ADN almacenadas (200 ng de ADN por muestra) pertenecientes al ganado bovino de
raza Holstein y Criollo.

3.2.2 Reactivos y Soluciones

e Agua grado biologia molecular: (Sigma, Cat. No.: W4502); se prepar6 alicuotas de 1 mly se
almaceno6 a temperatura ambiente, protegida del polvo.

e Enzima Tag ADN polimerasa: Enzima Taq ADN polimerasa con el Tampon 10X de
amplificacion y Solucion de MgCl; (Invitrogen, Cat. No: 10966-033).

e Soluciéon de dNTP’s (Desoxinucleotidos trifosfatados) (ANTP's set, Thermo-Scientific, Cat.
No: R0182).

e Setde primers: Especificos para la amplificacion de FSHR y LHR, almacenados a solucion - 20

°C, y protegida de la luz directa (Invitrogen) (28).

Tabla 1. Descripciéon de los marcadores de polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) analizados. F(forward)= direccion 5°-3"; R(reverse)=direccion 3°-5". LHR=receptor de la
hormona luteinizante; FSHR=receptor de la hormona foliculo estimulante.

Tamafios de los
Gen Secuencia productos PCR
obtenidos
FSHR F: CTGCCTCCCTCAAGGTGCCCCTC 306 bp
R: AGTTCTTGGCTAAATGTCTTAGGGGG
LHR F: CAAACTGACAGTCCCCCGCTTT 303 bp
R: CCTCCGACCATGACTGGAATGGC
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Agarosa (Invitrogen, Cat.No. 16500-100).

Solucién tamponada TAE IX: Solucién a 40 mM Tris-acetato, pH = 8.0 (Sigma, Cat. No: T4661)
y 1 mM EDTA (Sigma, Cat. No.: EDS).

Solucién de Bromuro de Etidio: Solucion a 10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma, Cat. No:
E7637)

Solucion tamponada de carga para ADN 6X: Solucion a 10 mM de Tris-HCI, ph 8.0 (Sigma,
Cat. No: T4661); 60 mM de EDTA (Sigma, Cat. No.: EDS). 0.03% de Azul de Bromofenol (Sigma,
Cat. No: B8026); 0.03% de Xilencianol (Sigma, Cat. No: X4126) y 60% de Glicerol.

Marcador de peso molecular para ADN (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo scientific
Cat. No: SM0321).

2.3 Equipos y otros materiales
Micropipetas (De diferentes volimenes) (1 ml, 200 ul ,20 ply 10 pl con puntas estériles).
Vortex.
Nanocentrifuga.
Cabina de PCR.
Termociclador. Nexus (Eppendorf).
Congelador a -20 °C, sin descongelamiento automético (Almacenado de enzimas y algunos otros
reactivos).
Fuente de poder.
Camara de electroforesis horizontal.
Balanza (Mantener calibrada).
Horno de microondas.
Transiluminador UV.
Fotodocumentador UV- Impresora.
Potenciometro (pHmetro).

Platina de agitacion y calentamiento.
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3.2.4 Método

Paso N° 1. Se descongel6 en hielo los reactivos necesarios para la amplificacién (Agua grado
biologia molecular, Solucién tampon de amplificacion 10X, Solucién de MgCl,, Solucién de dNTP’s,
Soluciones de oligonucleétidos y las Soluciones de ADN total correspondientes a las muestras a
analizar).

Una vez descongelados todos los reactivos necesarios, se prepar0 la premezcla en el volumen
requerido para el nimero de muestras a analizar, colocandolos en el orden indicado los siguientes

reactivos (Tabla 2).

Tabla 2. Mezcla de reaccién PCR para LHR y FSHR. 40 muestras.

Volumen
Reactivo de premezcla por reaccion
Agua grado Biologia Molecular 636 pl 15,9 ul
Buffer de amplificacién 10X 100 pl 2,5 ul
Solucién enhancer 10X 100 pl 2,5ul
Solucion MgSO4 40 pl 1ul
Solucion dNTP's 20 pl 0,5ul
Oligonucledético Forward 8 pl 0,2 ul
Oligonucledtico Reverse 8 ul 0,2 ul
Enzima Pfx ADN polimerasa 8 ul 0,2 ul
Muestra de ADN total 80 ul 2ul
Volumen Final 1000 pl 25 ul

Paso N° 2. Se tom¢ los tubos de PCR (200 pl) requeridos y se identific6 de manera adecuada cada
uno de ellos.

Paso N° 3. Se coloc6 segun corresponda en cada tubo de PCR 2 ul de la solucién ADN total de las
muestras a analizar. El volumen total debe ser colocado en el fondo del tubo evitando tocar las
paredes del mismo mientras es dispensado con las micropipetas.

Paso N° 4. Se adicioné a la premezcla 8 ul de la Solucién de la enzima Tag ADN polimerasa, se
procedi6 a mezclar en vortex por 3 segundos, colectando todo el volumen con una breve
centrifugacion.

Paso N° 5. Se dispensd un volumen 23 ul de la premezcla en cada uno de los tubos de PCR a los
gue se les colocé la correspondiente solucion de ADN a la premezcla, evitando tocar la solucién de
ADN previamente colocada en cada uno de los tubos.

Paso N° 6. Se homaogenizé en vortex el contenido de los tubos de PCR y se colecto el volumen total

por centrifugacion en la picofuga.
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Paso N° 7. Se colocé los tubos en el Termociclador previamente programado con el perfil de
temperatura correspondiente, antes de iniciar la actividad del termociclador se cercior6 que los tubos

estén bien cerrados.

Paso N°8. Una vez concluido el proceso de amplificacion, se retiraron los tubos del Termociclador,
y se procedidé inmediatamente al andlisis de los productos generados mediante electroforesis en gel

de agarosa-TAE.

Paso N° 9. Para la electroforesis de los amplicones obtenidos se prepard un gel grande de agarosa
al 1,5%, adicionando 1,35 g de agarosa en 90 ml de solucion TAE (Tris-Acetato-EDTA) AL 1X,
disolviendo completamente en el horno microondas hasta obtener una composicién homogénea y
transparente.

Paso N° 10. Se enfrid ligeramente la solucion de agarosa-TAE, posteriormente se le afadié 3
microlitros de Bromuro de Etidio.

Paso N° 11. Se vertidé el gel en la camara horizontal de electroforesis, previamente armada,
esperando hasta que gelifique, se coloco el volumen suficiente de la solucion TAE y se retird
posteriormente el peine para formacion de los pocillos en el gel y demas aditamentos de la camara.
Paso N° 12. Se colocé en cada uno de los pocillos 5 pl de la muestra previamente mezclada con 2-
3 pl de la solucién tamponada de carga 6X. En el pozo nimero 15, se coloc6 5 pl de la Solucion del
marcador de peso molecular de 100 bp.

Paso N°13. Unavez concluida la carga del marcador de peso molecular y las muestras, se ensamblé
el circuito eléctrico de la camara de electroforesis con la fuente de poder, posteriormente se inici6 a
electroforesis (80 V, por 40 minutos).

Paso N° 14. Conseguido el resultado deseado en la resolucion de los productos de PCR en la
electroforesis, se procedié a documentar la imagen del gel en el Fotodocumentador e imprimir la

fotografia para generar un respaldo fisico del resultado.
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3.3 Materiales a usarse en los ensayos RFLP de los productos de PCR especificos (FSHR

y LHR) y la visualizacion de los mismos.

3.3.1 Bioldgicos

Ensayos de los polimorfismos de los fragmentos de restriccion (RFLP) de los productos de PCR
especificos de cada una de las muestras a analizarse.

3.3.2 Reactivos y soluciones

Soluciones de los productos de PCR: Amplificadas de cada una de las muestras de ADN total.
Se almacen¢ a - 20 °C, protegidas de la luz directa.

Enzimas de restriccion: Hhal (Thermo Scientific. No. Cat: ER1851) y Alul (Thermo Scientific
No. Cat: ER001) para LHR y FSHR, respectivamente. Con sus soluciones tamponada de
reaccion 10X.

Dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma, Cat. No.: 71725)

Agarosa (Invitrogen, Cat.No. 16500-100).

Solucién tamponada TAE IX: Solucién a 40 mM Tris-acetato, pH = 8.0 (Sigma, Cat. No: T4661)
y 1 mM EDTA (Sigma, Cat. No.: EDS).

Solucién de Bromuro de Etidio: Solucién a 10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma, Cat. No:
E7637)

Solucién tamponada de carga para ADN 6X: Solucion a 10 mM de Tris-HCI, ph 8.0 (Sigma,
Cat. No: T4661); 60 mM de EDTA (Sigma, Cat. No.: EDS); 0.03% de Azul de Bromofenol (Sigma,
Cat. No: B8026); 0.03% de Xilencianol (Sigma, Cat. No: X4126) y 60% de Glicerol.

Marcador de peso molecular para ADN: (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo scientific
Cat. No: SM0321).

3.3.3 Equipos y otros materiales

Micropipetas (De diferentes volimenes) (1 ml, 200 pl ,20 ply 10 pl con puntas estériles).
Vortex.

Nanocentrifuga.

Congelador a -20 °C, sin descongelamiento automatico, (almacenado de enzimas y algunos
otros reactivos).

Fuente de poder
Camara de electroforesis horizontal.

Balanza (Mantener calibrada).
Horno de microondas.
Transiluminador UV.

Fotodocumentador UV —Impresora.
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e Potenciémetro (pHmetro).

¢ Platina de agitacién y calentamiento

3.3.4 Meétodo
Paso N° 1. Se adicion6 a los productos de PCR (8 ul), 1 pl de la enzima de restriccion
correspondiente, se mezclé en vortex brevemente (3-5 seg), y luego se colecté el volumen total de

la reaccion centrifugandola por 3 a 5 seg.

Paso N° 2. Se coloco inmediatamente las reacciones en la incubadora bacteriologica a 37°C durante

1-2 horas.

Paso N° 3. Una vez concluido el proceso de digestion, se adicion6 a cada una de las reacciones 2
pl de la Solucién tamponada de carga de muestras de ADN 6X, y se homogenizé en vortex
brevemente (3-5 seg), colectando el volumen total de la reaccion centrifugandola por 3-5 seg. Para
el caso de los amplicones de FSHR digeridos, al Buffer de carga se le afiadié SDS, que permitio la
desnaturalizacion de las proteinas, en este caso de la enzima Alul, calentandolos posteriormente
durante 10 min a 57 °C, esto con el fin de permitir una mejor visualizacién de los amplicones

digeridos

Paso N° 4: Se procedi6 a realizar la electroforesis en gel grande de agarosa al 1,5% vy la

documentacion de su imagen, se siguieron los procedimientos descritos anteriormente.

3.4 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado, empleando un total de 60 muestras
de ADN; 30 muestras de animales de raza Holstein y 30 de raza Criolla, tomadas al azar, esta
cantidad se considera suficiente para obtener un panorama confiable de los caracteres distintivos
de la raza y su diversidad (15). Cada una de estas fue sometida al procedimiento de PCR-RFLP,

especifico para el estudio de FSHR y LHR.

Con los datos obtenidos por el andlisis en el laboratorio, se realiz6 las estimaciones de los
pardmetros genéticos tanto para el gen FSHR y LHR, en ambas poblaciones bovinas de estudio.
Los parametros genéticos poblacionales determinados fueron: el nimero total de alelos (Na); las
frecuencias alélicas y genotipicas; heterocigosis observada (Ho) y esperada (He); el coeficiente de
endogamia total (FIT) y poblacional (FIS); el nUmero de alelos nulos; el cumplimiento del equilibrio
de Hardy-Weinberg y las distancias genéticas entre estas dos razas, mediante los programas
Genepop y Genetix. Las desviaciones del nimero de genotipos observados de los genotipos

esperados se evaluaron mediante la prueba de Chi-cuadrado.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Ensayo PCR-RFLP
La amplificacion de los genes FSHR y LHR, mediante PCR, produjo fragmentos de 306 bp y 303 bp

respectivamente (Figura 1y 2).

TO2 1314 15 M

16 17 18 19 20 .21 22 23 24 2526 27 28 29 30 M

Figura 1. Fragmentos amplificados del gen FSHR. Carril
(M): marcador de peso molecular 100 bp (Thermo
scientific Cat. No: SM0321). Carriles (1-30): producto de
amplificacion de 30 animales Criollos. Artificios (*).
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Figura 2. Fragmentos amplificados de 303 bp del gen LHR.
Carril (M): marcador de peso molecular 100 bp (Thermo
scientific Cat. No: SM0321). Carriles (1-30): producto de
amplificacion de 30 animales Holstein. Artificios (*).

Los fragmentos RFLP esperados post digestidon de los amplicones de PCR obtenidos, se muestran
en la Tabla 3.

Tabla 3. Fragmentos RFLP y genotipos esperados para FSHR y LHR.

Gen Fragmentos RFLP esperados (Alul) Genotipos esperados

FSHR C G CcC CG GG
243

Peso molecular (bp) 243 193 243 193 193

Gen Fragmentos RFLP esperados (Hhal) Genotipos esperados

LHR T C T TC cc
303

Peso molecular (bp) 303 155/148 303 155/148

155/148
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Mediante la enzima de restriccion Alul, se evidencié la presencia de dos alelos para el gen FSHR: C
y G, dando como resultado genotipos CC, CG en ambas poblaciones y GG, observado Unicamente
en el ganado Holstein (Fig. 3 y 4), mientras que para LHR la digestion con Hhal permiti6 identificar

la presencia de un unico alelo: C, en ambas razas (Fig. 5).

B LS TR . : ». .
gttt R 11 12 13 14 15 M

CC

- L W W W -

P
. s p 3

IGAERERIENISR2OR21R92 23 24 25 26 27 28 29 30 M,

Figura 3. Productos de la digestidon del gen FSHR mediante
PCR-RFLP - HOLSTEIN. Genotipos: CC, GG y CG. M:
marcador de peso molecular 100 bp (Thermo scientific Cat.
No: SM0321). Artificios (*).
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Figura 4. Productos de la digestion del gen FSHR mediante
PCR-RFLP-CRIOLLOS. Genotipos CCy GG. ND1: producto no
digerido. M: marcador de peso molecular 100 bp (Thermo
scientific Cat. No: SM0321). Artificios (*).

10 11 12 1314 15 M

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

Figura 5. Productos de la digestiéon del gen LHR mediante
PCR-RFLP-CRIOLLOS. Genotipo CC. M: marcador de peso
molecular 100 bp (Thermo scientific Cat. No: SM0321). ND:
muestra no digerida. Artificios (*)
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4.2 Parametros genéticos
4.2.1 Frecuencias alélicas y genotipicas
Las frecuencias alélicas y genotipicas de los genes FSHR y LHR, se obtuvieron mediante recuento

directo y se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas de los genes FSHR y LHR en ganado Holstein y Criollo.

Gen Grupos Frecuencias alélicas (%) Frecuencias genotipicas (%)
C G CcC CG GG
ESHR HOLSTEIN 82 18 67 30 3
CRIOLLO 72 28 45 55 0
PROMEDIO 77 23 56 42,6 1,5
T C TT CT CC
LHR HOLSTEIN 0 100 0 0 100
CRIOLLO 0 100 0 0 100
PROMEDIO 0 100 0 0 100

Tanto en el total de la poblacién como en el analisis por razas se evidencié un mayor predominio del
alelo C para el locus FSHR vy, por ende, un mayor porcentaje de individuos homocigotos CC, sin
embargo, la raza criolla present6 valores menores de estos genotipos, en comparacion con la alta
frecuencia de los mismos en el ganado Holstein. Este panorama se revierte al comparar las
frecuencias de heterocigotos CG, entre ambas razas. A su vez, se observé que el alelo encontrado

para LHR se encuentra fijado en ambas sub poblaciones.

4.2.2 Heterocigosidad observada y esperada.

Para el locus FSHR se observo mayor heterocigosidad en la raza Criolla, mas del 0,10, con respecto
al ganado Holstein, ademas en esta raza la heterocigosidad observada (Ho) fue mayor que la
esperada (He) (0,5517 > 0,3995), lo que igualmente indica una mayor heterocigosidad en la misma
en comparacion al ganado Holstein (Tabla 5).

Tabla 5. Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) en el gen FSHR. Ho = Heterocigosidad
observada;H.n.b = Heterocigosidad sin sesgo; He = Heterocigosidad esperada.

Heterocigosidad

Holstein Criollo
Ho 0,3000 0,5517
H n.b. 0,3045 0,4065
He 0,2994 0,3995
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4.2.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg

La probabilidad de equilibrio de Hardy-Weinberg se obtuvo mediante la prueba chi-cuadrado (x?), a
través de las frecuencias genotipicas observada y esperadas, considerando que valores P no
significativos (p >0,05), aceptan la hipotesis nula (Ho), encontrandose la poblacién en equilibrio

génico, mientras que valores significativos la rechazan.

Para el locus FSHR, no existi6 diferencia significativa (p = 0,9049 > 0,05) entre el total de la poblacién
observada y esperada, por lo tanto, la misma se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg para

dicho gen.

4.2.4 Estadisticos F de Wright

Se analiz6 el nivel de consanguinidad total de la poblacion (FIT), de cada sub-poblacion (FIS) y la
diferenciacién genética entre estas dos (FST), mediante el calculo de los estadisticos de F Wright.
Los valores FIS, fueron obtenidos mediante dos métodos (Weir & Cockerham 1984 y Robertson &
Hill 1984), pues nos permiten corregir los problemas derivados del tamafio de la muestra y el nUmero

de subpoblaciones muestreadas (22).

En el ganado Criollo no se observé existencia de consanguinidad, pues su valor FIS fue de -0,37
mediante los dos métodos anteriormente mencionados (Tabla 6). Mientras que para la raza Holstein
este valor no fue significativamente diferente de cero, de hecho, sus intervalos de confianza
muestran que es posible encontrar valores de hasta 0,20 en esta raza, lo que indica una
consanguinidad nula o muy baja en la misma. Estos resultados conjuntamente con el estadistico FIT
negativo (Tabla 7) nos indican una poblacién no endogamica con exceso de heterocigotos para el
locus FSHR.

Tabla 6. Estadistico FIS FSHR. IC: Intervalo de confianza. W&C: Weir & Cockerham. R&H:
Robertson & Hill.

Estadistico FIS

Raza W&C R&H Valor medio IC 95%
Holstein 0,015 0,015 0,01509 (-0,20833 - 0,23684)
Criollo -0,366 -0,37 -0,36585 (-0,43590 - -0,24444)
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El indice de diferenciacion genética entre las dos poblaciones estudiadas (FST) fue de 0,01053,
indicando una diferenciacion genética pequefia entre estas dos razas (Tabla 7). Concluyendo que

las frecuencias alélicas para el locus FSHR son iguales en ambas razas.

Tabla 7.Estadisticos F de Wright para el locus FSHR en ganado Holstein y Criollo.

Estadistico
Raza
FIT FST
Holstein -0,18626 0,01053
Criollo -0,18626 0,01053
Ambos -0,18626 0,01053

4.2.5 Distancias genéticas

Se calcul6 la distancia genética segun Nei 1972, para tamafios de muestra pequefias, para FSHR,
entre ambas poblaciones, y se obtuvo un valor de 0,010; indicando que ambas razas no se
encuentran muy distantes para este locus lo que puede deberse a su origen europeo continental

comun.

4.2.6 Alelos nulos
En la raza Holstein se evidenci6 la presencia de alelos nulos para el locus FSHR, con una frecuencia

moderada de 0,1826; mientras que para la raza Criolla no se evidencio la presencia de los mismos.
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CAPITULO V: DISCUSION

En diferentes razas bovinas, se han reportado el caracter polimérfico del gen FSHR por la existencia
de variantes alélicas para el mismo. En hibridos brasilefios Ceblu x Bos taurus, se informé la
presencia de tres genotipos: CC (243 bp, 63 bp); CG (243 bp, 63 bp y 193 bp) y GG (193 bp, 50 bp)
(28), estos genotipos, pero sin la presencia de las bandas de 63 bp y 50 bp fueron observados tanto
en vacas turcas (4), como en las presentadas en este estudio. A su vez, en ganado de carne
mexicano de origen brasilefio se determiné la presencia de los genotipos: AA (243, 63 bp); AB (243,
63 bp y 306 bp), mayormente observados en B. indicus e Hibridos (Cebu x Europea) y CC (243 bp,
150 bp), solamente observados en B. taurus (Suizo Europeo) (5), mientras que en vacas cebu
sudanesas autoctonas unicamente se observo el genotipo CC (243 bp y 63 bp)(8). La presencia del
el alelo C, reportado tanto en el ganado hibrido brasilefio (Cebl/ Europeo), en el ganado sudanés,
y en menor frecuencia en el Suizo europeo, pues este Ultimo se formd a partir de ganado Cebu,
sugiere a dicho peso molecular, como caracteristica del ganado Cebl centro y sudamericano,
originado por cruces entre sus ancestros importados de Espafia e India (en el caso del ganado
sudanés) (8, 29, 30).

Las frecuencias genotipicas para FSHR revelaron una mayor frecuencia del alelo C (>70%) y por
ende de animales homocigotos CC en el total de la poblacién. En el analisis por razas, el ganado
Holstein presenté mayor porcentaje de estos individuos, sin embargo, en el ganado Criollo mas del
50% de su poblacion fueron heterocigotos CG. En otros hatos Holstein se han presentado
porcentajes similares de homocigotos CC (65.2%), y con una frecuencia del alelo C del 78.8% (4),
mientras que en cebus autdctonos sudaneses se ha identificado el caracter monomérfico del gen,

con un 100% de animales homocigotos CC (8).

En ganado carnico compuesto (Cebl x B. taurus) se ha presentado valores parecidos entre las
frecuencias de homocigotos y heterocigotos, en una de estas poblaciones se calculdé un 58% de
animales heterocigotos CG, con frecuencias similares entre sus alelos C (48%) y G (51%), siendo
aguellos animales conformados de 50% de Cebu y 50% europeo los que mayor porcentaje de estos
individuos presentaron (6); mientras que en una diferente poblacion con caracteristicas de
composicion parecidas, se evidencié un 51% de homocigotos CC para este gen (5). De esta manera
se puede asumir que los altos valores del genotipo CC del ganado Cebul sudanés y las frecuencias
moderadas de los mismos en hibridos de cebu, indica una presencia del genotipo B. indicus de

fuerte a moderada en estas razas.

Xavier Alejandro Cuzco Paida 40



5E% UNIVERSIDAD DE CUENCA
g

Un aspecto importante a considerar en la raza Criolla es que la misma se origin a partir de razas
Ibéricas traidas al continente por los colonizadores, que se formaron y adaptaron a diferentes
regiones por mas de 300 afios; sin embargo, desde el siglo XVIII se comenzo con la introduccion de
razas europeas y posteriormente cebuinas desde la India, las cuales se cruzaron con las razas
locales sustituyendo en parte el aporte original de las razas ibéricas, de cierta manera esto explica
la fuerte presencia del genotipo B.indicus, en esta raza, observada por el predominio del alelo C
para el locus FSHR (31).

En el ganado Holstein a su vez se debe tomar en cuenta la existencia de alelos nulos para FSHR,
puesto que su presencia produce un decaimiento alélico, en donde los individuos heterocigotos que
poseen un alelo nulo sean genotipificados como falsos homocigotos, produciendo una
subestimacion de la heterocigosidad que podrian tener posibles efectos sobre los analisis genéticos
(22).

Para LHR, el total de la poblacion fue homocigota para el alelo C, reportandose en otros hatos
Holstein frecuencias altas de estos individuos (97,6%) (4). Por otra parte, en razas compuestas se
ha observado que las frecuencias de homocigotos y heterocigotos varian de acuerdo al porcentaje
de razas de las que estan conformadas, por ejemplo, aquellas compuestas de 25% Cebu x 50%
Adaptado al trépico x 25% Europea presentaron valores promedio de homacigotos CC del 55%;
mientras que en aquellas con 50% Cebl y 50% Europeo, el 75% fueron heterocigotos para este gen
y con frecuencias para el alelo C superiores al 50% (6). Por su parte, en ganado autéctono como el
Pasundan, un tipo de ganado indigena indonesio, originado por cruces entre Bos javanicus (ganado
de Bali con introgresion de Cebu) y Bos indicus (Ongole y Madura) se observo polimorfismo para
LHR, con un 51.3% de animales heterocigotos para el SNP g.1337 C>T (7), valores cercanos a los
presentados en ganado indigena sudanés con el 47.50% heterocigotos CT (155/148 y 303 bp) (8),
demostrando la importancia de este tipo de cruces entre razas con diferentes composiciones
raciales, entre ellas B. indicus, generando de esta manera, 6ptima diversidad y/o variabilidad
genética, situacion no evidenciada en la poblacion de este estudio, por el caracter mono moérfico

observado para este gen (7, 8, 32, 33).

Xavier Alejandro Cuzco Paida 41



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

o

+

Considerando el locus FSHR, y que valores de heterocigosidad superiores al 50% indican una alta
variacion de un gen (7), el ganado Criollo presentd una elevada variabilidad genética, pues la
heterocigosidad observada fue superior a la esperada (Ho = 0,5517 > He = 0,3995), mientras que la
poblaciéon Holstein, presenté una variabilidad moderada para este mismo locus, encontrandose
ademas, el total de la poblacién en equilibrio genético para este gen (p = 0,9049 > 0,05). Valores
similares o superiores al 50% de Ho, fueron también observados en Holstein antioquefas (50,4%) y
ganado cebu-europeo (59%) (2, 6), indicando la alta variabilidad de este gen en distintas razas. Sin
embargo, para ambos genes, el total de la poblacion no se encuentra en equilibrio de HW,

desequilibrio originado por el caracter monomarfico de LHR.

Los valores negativos de FIT (-0,18626) y FIS (-0,370) en Criollo y valores no significativos en
Holstein, permitieron caracterizar a esta poblacion como no endogamica para FSHR, situacion
Optima considerando la gran poblacién de esta Ultima raza tanto en la provincia del Azuay, como en
el pais, de hecho, sus intervalos de confianza demostraron que es posible encontrar valores de FIS
de hasta 0,20. En Holstein colombianas, igualmente se ha observado una tendencia baja a la
endogamia con valores FIS=-0,285y FIT=-0,328 (17), por otra parte, se pudo evidenciar que cruces
entre B. indicus y B. taurus, genera una gran diversidad genética y una muy baja tendencia a la
endogamia (FIT =-0,22 y FIS =-0,23) (6).

El grado de diferenciacion genética para FSHR entre estas dos poblaciones fue bajo, pues ambas
tienen en comun su origen europeo, sumado a que valores entre 0,00 y 0,05 asi lo determinan (10),
por ende, se puede evidenciar que las frecuencias alélicas para este locus son iguales en ambas
razas y que la deriva genética no tuvo efecto sobre las mismas, este valor sumado a los valores de
FIT, FIS y heterocigosidad, nos permiten determinar una optima diversidad genética del locus FSHR

en la poblacién estudiada.

Los polimorfismos de FSHR y LHR se han asociado con diferentes parametros reproductivos. En
vacas compuestas de B. taurus y B. indicus, se evalu6 sus efectos sobre la precocidad sexual en
las mismas y aunque no existio un efecto estadisticamente significativo se observo que los genotipos
heterocigotos para ambos genes asi como el doble heterocigoto CT/CG mostraban una mayor tasa
de prefiez, 76%, 66% y 70%, respectivamente (28) A su vez, en un grupo de vaquillas Holstein que
requerian menos de 2 inseminaciones por prefiez, se evidencié que Unicamente presentaban el
genotipo homocigoto CC (155/148 bp) para LHR (4), en esta misma raza se ha estudiado el efecto
del SNP A-320T del gen FSHR sobre rasgos reproductivos, observando que aquellos individuos

heterocigotos para este polimorfismo de un solo nucleétido, presentaron menor eficiencia
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reproductiva con un mayor intervalo por nacimiento (427 dias) y servicios por prefiez (2,26 s/p) en
comparacion con los homocigotos (2), un panorama similar se present6 en Holstein Chinas para el
SNP G-278A, demostrandose asociacion estadisticamente significativa pues aquellos animales con
genotipos CC produjeron un mayor numero de 6vulos y mas embriones transferibles que los

genotipos heterocigotos CD y homocigotos DD (3).

De esta manera concluyen que los parametros genéticos como la respuesta ovarica a los protocolos
reproductivos, depende considerablemente del fondo genético y que los distintos polimorfismos de
estos genes condicionarian las respuestas reproductivas de estos animales, indicando ademas el
potencial de éstos como marcadores para la seleccién de animales, predictores de respuesta a
protocolos reproductivos y en programas de conservacidbn de especies, aprovechando la
heterocigosis, demostrando de esta manera la importancia de caracterizar la variabilidad alélica de

estos genes, dentro y entre poblaciones (3).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES
Mediante el ensayo PCR-RFLP para FSHR, se identificd la presencia de tres genotipos: CC, CG y
GG, se observé mayor frecuencia de animales homocigotos CC en la totalidad de la poblacion,
siendo el ganado Holstein quien presentd mayor porcentaje de estos individuos; sin embargo, existio
mayor frecuencia de heterocigotos CG en la raza Criolla. En cuanto a las frecuencias alélicas, el
alelo C predominé notablemente tanto en el total de la poblacibn como en cada sub poblacion

analizada; por otro lado, para LHR, se evidencio la fijacion del alelo C en estas razas.

Los valores FIS obtenidos indicaron nula 0 muy baja consanguinidad en ambas razas, con valores
altos de heterocigosis, sin embargo, la raza Criolla, presenté mayor heterocigosis en comparacion a

la raza Holstein.

Las dos sub poblaciones analizadas no se encuentran muy distantes para el locus FSHR, con una
pequefa diferenciacion genética entre estas, permiti€ndonos concluir que sus frecuencias alélicas

son similares.

Xavier Alejandro Cuzco Paida 44



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

b

CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Comprobar la presencia de alelos nulos para el locus FSHR, en la raza Holstein mediante una nueva

amplificacion utilizando diferentes primers a los utilizados en la primera PCR.

Correlacionar los polimorfismos observados para FSHR en ambas razas con diferentes parametros

reproductivos y/o a respuestas hacia tratamientos de esta indole.
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CAPITULO IX: ANEXOS
Anexo 1. Conteo de genotipos FSHR - LHR - HOLSTEIN.

PCR-RFLP FSHR - LHR HOLSTEIN
Muestra Id: Digestion Alul del Producto de PCR ( 306 bp) Digestion Hhal del Producto de PCR ( 303 bp)
Genotipos Resultantes Genotipos Resultantes
HO046-12 CcC CcC
H048-14 CcC CcC
H045-11 CcC cC
H053-453.2 CcC CcC
H019-523 CcC CcC
H028-651 CcC CcC
HO001-112 CC CC
nooz-12s |GG cc
H004-131 CcC CcC
H005-135 CG CcC
H054-502 CG CcC
H051-432 CcC CcC
H006-166 CcC CcC
H033-2 CG CcC
H008-62 CcC CcC
H018-520 CcC CcC
H063-617 CcC CcC
H026-647 CcC CcC
H062-582 CG CcC
H024-634 CcC CcC
H040-6 CG CcC
H029-653 CcC CcC
H061-578 CG cC
H007-59 CcC CcC
H064-682 CG CcC
H055-539 CcC CcC
H066-1280 CG CcC
HO057-544 CC CC
H060-571 CG CcC
H059-568 CcC CcC

Xavier Alejandro Cuzco Paida 51



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Anexo 2. Conteo de genotipos FSHR - LHR - CRIOLLOS.

PCR-RFLP FSHR - LHR CRIOLLOS

Lugar de procedencia Muestra Digestidn Alul del Producto de PCR ( Digestion Hhal del Producto de PCR (
(LOTE) Id: 306 bp) 303 bp)
Id: Genotipos Resultantes Genotipos Resultantes
1 CC CcC
9 3 CcC cC
s e cc
3 2 CcC cC
6 3 CcC cC
5 cC
3 cC
6 cC
9 cC
11 Sin genotipo
14 cC
17 cC
20 cC
21 cC
37 22 cC
23 cC
25 cC
28 cC
29 cC
31 cC
32 cC
34 cC
36 cC
37 cC
5,5 NO DIGERIDO SIN GENOTIPO cC
7,5 CcC cC
17 10,5 CcC cC
FEER DO cc
14,5 CcC cC
16,5 CcC cC
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