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RESUMEN DEL CONTENIDO EN ESPANOL E INGLES

(Maximo 250 palabras — 1530 caracteres, aplica para resumen en espafiol):

Resumen La produccién ovina y caprina en Colombia actualmente ha tenido un
crecimiento productivo regional y cultural, dado de manera artesanal (esto debido a
que no son explotaciones que cuenten con un alto nivel tecnoldgico), y aunque en
gran parte la produccion de estos animales se ha basado en el uso de razas puras, otra
parte se ha enfocado en la implementacion de animales criollos y de cruzamientos
entre estas, para asi, poder fijar ciertas caracteristicas que son deseables en la
poblacion productiva. Tal y como lo es el crecimiento muscular, entre las cuales se
postularon el gen de la hormona del crecimiento GH y el gen de la hormona del factor
insulinico de crecimiento (IGF-1 e IGF-11), donde el principal objetivo fue identificar
las variaciones alélicas en genes relacionados a caracteristicas de crecimiento
muscular, a partir de una poblacién de 100 ovinos criollos colombianos,
pertenecientes a Cérdoba, piedemonte llanero y valles interandinos. Para ello se
determinaron las variaciones alélicas, para GH, como alelos A y B las cuales fueron
58.9 % y 41.41 % respectivamente, las frecuencias genotipicas, un 64,6 % de
heterocigosidad (AB), el 26,3% homocigotos para el genotipo AA, y para BB se
determind el 9,1%; IGF-1 en sus respectivos (IGFovl, IGFov2, IGFov3) se
obtuvieron para la frecuencia alélica los siguientes valores 36.87%, 53.76%, 56,81%
respectivo para el alelo A, mientras que para el alelo B, se obtuvieron 63.13%,
46.24%, 43,18%. Se calculé el Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW),
heterocigosidad esperada (He) y heterocigosidad observada (Ho) mediante el indice
de fijacion alélica utilizando el software Gen Alex. Se pudo determinar la presencia
de polimorfismos para cada uno de los marcadores, mediante la técnica PCR-SSCP,
logrando identificar genotipos AA, AB y BB, a partir de la estandarizacion de cada
una de las técnicas utilizadas dentro de la metodologia.

Abstract. The sheep and goat production in Colombia currently has a regional and

cultural productive growth, given that it is a technological factor, and although in a
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large part the production of these animals has been based on the use of pure breeds,
another part has focused on the implementation of Creole animals and crosses
between them, in order to be able to establish some characteristics that are desirable
in the productive population. As it is the muscular growth, between the things they
are postponed in the gene of the hormone of the growth GH and the gene of the
hormone of the insulinic factor of growth (IGF-I1 and IGF-11), where the main
objective was identified the allelic variations in genes related to the characteristics of
muscular growth, from 100 inhabitants of Colombian Creole sheep, belonging to
Cordoba, Piedmont foothills and inter-Andean valleys. For this, the allelic variations
were determined, for GH, as alleles A and B which were 58.9% and 41.41%
respectively, the genotypic frequencies, 64.6% heterozygosity (AB), 26.3%
homozygous for the AA genotype, and for BB was determined to be 9.1%; IGF-1 in
their respective (IGFovl, IGFov2, IGFov3) was obtained for the allelic frequency
the values 36.87%, 53.76%, 56.81% respectively for the allele A, while for the allele
B, it was obtained 63.13%, 46.24%, 43.18%. The Hardy-Weinberg Equilibrium
(EHW), expected heterozygosity (He) and observed heterozygosity (Ho) were
calculated using the allelic binding index using the Gen Alex software. It was
possible to determine the presence of polymorphisms for each of the markers, by
means of the PCR-SSCP, being able to identify the AA, AB and BB genotypes, from

the standardization of each of the techniques used within the Methodology.

AUTORIZACION DE PUBLICACION

Por medio del presente escrito autorizo (Autorizamos) a la Universidad de
Cundinamarca para que, en desarrollo de la presente licencia de uso parcial, pueda
ejercer sobre mi (nuestra) obra las atribuciones que se indican a continuacion,
teniendo en cuenta que, en cualquier caso, la finalidad perseguida sera facilitar,
difundir y promover el aprendizaje, la ensefianza y la investigacion.

En consecuencia, las atribuciones de usos temporales y parciales que por virtud de
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la Biblioteca de la Universidad; asi como a los usuarios de las redes, bases de datos
y demas sitios web con los que la Universidad tenga perfeccionado una alianza, son;
Marque con una “X”:

AUTORIZO (AUTORIZAMOS) Sl NO

1. Lareproduccion por cualquier formato conocido o por conocer. X

2. La comunicacién publica por cualquier procedimiento o medio X
fisico o electrdnico, asi como su puesta a disposicidén en Internet.

3. La inclusién en bases de datos y en sitios web sean éstos
onerosos O gratuitos, existiendo con ellos previa alianza
perfeccionada con la Universidad de Cundinamarca para efectos X
de satisfacer los fines previstos. En este evento, tales sitios y sus
usuarios tendran las mismas facultades que las aqui concedidas
con las mismas limitaciones y condiciones.

4. Lainclusion en el Repositorio Institucional. X

De acuerdo con la naturaleza del uso concedido, la presente licencia parcial se
otorga a titulo gratuito por el maximo tiempo legal colombiano, con el propésito de
gue en dicho lapso mi (nuestra) obra sea explotada en las condiciones aqui
estipuladas y para los fines indicados, respetando siempre la titularidad de los
derechos patrimoniales y morales correspondientes, de acuerdo con los usos
honrados, de manera proporcional y justificada a la finalidad perseguida, sin animo
de lucro ni de comercializacion.

Para el caso de las Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia, de manera complementaria,
garantizo(garantizamos) en mi(nuestra) calidad de estudiante(s) y por ende autor(es)
exclusivo(s), que la Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia en cuestién, es producto de
mi(nuestra) plena autoria, de mi(nuestro) esfuerzo personal intelectual, como
consecuencia de mi(nuestra) creacion original particular y, por tanto, soy(somos)
el(los) unico(s) titular(es) de la misma. Ademas, aseguro (aseguramos) que no
contiene citas, ni transcripciones de otras obras protegidas, por fuera de los limites
autorizados por la ley, segun los usos honrados, y en proporcion a los fines previstos;
ni tampoco contempla declaraciones difamatorias contra terceros; respetando el
derecho a la imagen, intimidad, buen nombre y demas derechos constitucionales.
Adicionalmente, manifiesto (manifestamos) que no se incluyeron expresiones
contrarias al orden publico ni a las buenas costumbres. En consecuencia, la|
responsabilidad directa en la elaboracion, presentacion, investigacion y, en general,
contenidos de la Tesis o Trabajo de Grado es de mi (nuestra) competencia exclusiva,
eximiendo de toda responsabilidad a la Universidad de Cundinamarca por tales
aspectos.
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Sin perjuicio de los usos y atribuciones otorgadas en virtud de este documento,
continuaré  (continuaremos) conservando los correspondientes derechos
patrimoniales sin modificacién o restriccion alguna, puesto que, de acuerdo con ld
legislacion colombiana aplicable, el presente es un acuerdo juridico que en ningun
caso conlleva la enajenacion de los derechos patrimoniales derivados del régimen
del Derecho de Autor.

De conformidad con lo establecido en el articulo 30 de la Ley 23 de 1982 y el articulo
11 de la Decision Andina 351 de 1993, “Los derechos morales sobre el trabajo son
propiedad de los autores”, los cuales son irrenunciables, imprescriptibles,
inembargables e inalienables. En consecuencia, la Universidad de Cundinamarca
esta en la obligaciéon de RESPETARLOS Y HACERLOS RESPETAR, para lo cual
tomara las medidas correspondientes para garantizar su observancia.

NOTA: (Para Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia):

Informacion Confidencial:

Esta Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia, contiene informacion privilegiada,
estratégica, secreta, confidencial y demas similar, o hace parte de la
investigacion que se adelanta y cuyos resultados finales no se han publicado.
SI___NO _X_.

En caso afirmativo expresamente indicaré (indicaremos), en carta adjunta tal
situacion con el fin de que se mantenga la restriccién de acceso.

LICENCIA DE PUBLICACION

Como titular(es) del derecho de autor, confiero(erimos) a la Universidad de
Cundinamarca una licencia no exclusiva, limitada y gratuita sobre la obra que se
integrard en el Repositorio Institucional, que se ajusta a las siguientes
caracteristicas:

a) Estara vigente a partir de la fecha de inclusion en el repositorio, por un plazo de 5
afios, que seran prorrogables indefinidamente por el tiempo que dure el derecho
patrimonial del autor. El autor podra dar por terminada la licencia solicitandolo a lal
Universidad por escrito. (Para el caso de los Recursos Educativos Digitales, la
Licencia de Publicacién sera permanente).

b) Autoriza a la Universidad de Cundinamarca a publicar la obra en formato y/o
soporte digital, conociendo que, dado que se publica en Internet, por este hecho
circula con un alcance mundial.

c) Los titulares aceptan que la autorizacién se hace a titulo gratuito, por lo tanto,
renuncian a recibir beneficio alguno por la publicacién, distribucion, comunicacién
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publica y cualquier otro uso que se haga en los términos de la presente licenciay de
la licencia de uso con que se publica.

d) El(Los) Autor(es), garantizo(amos) que el documento en cuestion, es producto de
mi(nuestra) plena autoria, de mi(nuestro) esfuerzo personal intelectual, como
consecuencia de mi (nuestra) creacion original particular y, por tanto, soy(somos)
el(los) unico(s) titular(es) de la misma. Ademas, aseguro(aseguramos) que no
contiene citas, ni transcripciones de otras obras protegidas, por fuera de los limites
autorizados por la ley, segun los usos honrados, y en proporcién a los fines previstos;
ni tampoco contempla declaraciones difamatorias contra terceros; respetando el
derecho a la imagen, intimidad, buen nombre y deméas derechos constitucionales.
Adicionalmente, manifiesto (manifestamos) que no se incluyeron expresiones
contrarias al orden publico ni a las buenas costumbres. En consecuencia, la
responsabilidad directa en la elaboracion, presentacion, investigacion y, en general,
contenidos es de mi (nuestro) competencia exclusiva, eximiendo de toda
responsabilidad a la Universidad de Cundinamarca por tales aspectos.

e) En todo caso la Universidad de Cundinamarca se compromete a indicar siempre
la autoria incluyendo el nombre del autor y la fecha de publicacién.

f) Los titulares autorizan a la Universidad para incluir la obra en los indices V|
buscadores que estimen necesarios para promover su difusion.

g) Los titulares aceptan que la Universidad de Cundinamarca pueda convertir el
documento a cualquier medio o formato para propésitos de preservacion digital.

h) Los titulares autorizan que la obra sea puesta a disposicion del publico en los
términos autorizados en los literales anteriores bajo los limites definidos por la
universidad en el “Manual del Repositorio Institucional AAAMO003”

i) Para el caso de los Recursos Educativos Digitales producidos por la Oficina de
Educacion Virtual, sus contenidos de publicacion se rigen bajo la Licencia Creative
Commons: Atribucién- No comercial- Compartir Igual.

oS0

j) Para el caso de los Articulos Cientificos y Revistas, sus contenidos se rigen bajo
la Licencia Creative Commons Atribucién- No comercial- Sin derivar.

[@oSle)

Nota:
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Si el documento se basa en un trabajo que ha sido patrocinado o apoyado por una
entidad, con excepcion de Universidad de Cundinamarca, los autores garantizan
gue se ha cumplido con los derechos y obligaciones requeridos por el respectivo
contrato o acuerdo.

La obra que se integrara en el Repositorio Institucional, esta en el(los) siguiente(s)
archivo(s).

Nombre completo del Archivo Incluida
su Extension
(Ej. PerezJuan2017.pdf)

Tipo de documento

(ej. Texto, imagen, video, etc.)

1. Evaluacion de polimorfismos de texto
nucleotido simple asociado al crecimiento
muscular en ovinos criollos

colombianos.pdf

En constancia de lo anterior, Firmo (amos) el presente documento:
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Resumen.

La produccion ovina y caprina en Colombia actualmente ha tenido un crecimiento productivo
regional y cultural, dado de manera artesanal (esto debido a que no son explotaciones que cuenten
con un alto nivel tecnoldgico), y aunque en gran parte la produccion de estos animales se ha basado
en el uso de razas puras, otra parte se ha enfocado en la implementacién de animales criollos y de
cruzamientos entre estas, para asi, poder fijar ciertas caracteristicas que son deseables en la
poblacion productiva. Tal y como lo es el crecimiento muscular, entre las cuales se postularon el
gen de la hormona del crecimiento GH y el gen de la hormona del factor insulinico de crecimiento
(IGF-1 e IGF-II), donde el principal objetivo fue identificar las variaciones alélicas en genes
relacionados a caracteristicas de crecimiento muscular, a partir de una poblacion de 100 ovinos
criollos colombianos, pertenecientes a Cordoba, piedemonte llanero y valles interandinos.

Para ello se determinaron las variaciones alélicas, para GH, como alelos A y B las cuales fueron
58.9 % y 41.41 % respectivamente, las frecuencias genotipicas, un 64,6 % de heterocigosidad
(AB), el 26,3% homocigotos para el genotipo AA, y para BB se determind el 9,1%; IGF-1 en sus
respectivos (IGFovl, IGFov2, IGFov3) se obtuvieron para la frecuencia alélica los siguientes
valores 36.87%, 53.76%, 56,81% respectivo para el alelo A, mientras que para el alelo B, se
obtuvieron 63.13%, 46.24%, 43,18%. Se calculo el Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW),
heterocigosidad esperada (He) y heterocigosidad observada (Ho) mediante el indice de fijacion
alélica utilizando el software Gen Alex. Se pudo determinar la presencia de polimorfismos para
cada uno de los marcadores, mediante la técnica PCR-SSCP, logrando identificar genotipos AA,
AB y BB, a partir de la estandarizacion de cada una de las técnicas utilizadas dentro de la
metodologia.

Palabras Claves: Genotipo, GH, IGF-I e IGF-II, SNP’s, Variacion alélica



Abstract.

The sheep and goat production in Colombia currently has a regional and cultural productive
growth, given that it is a technological factor, and although in a large part the production of these
animals has been based on the use of pure breeds, another part has focused on the implementation
of Creole animals and crosses between them, in order to be able to establish some characteristics
that are desirable in the productive population. As it is the muscular growth, between the things
they are postponed in the gene of the hormone of the growth GH and the gene of the hormone of
the insulinic factor of growth (IGF-1 and IGF-II), where the main objective was identified the
allelic variations in genes related to the characteristics of muscular growth, from 100 inhabitants
of Colombian Creole sheep, belonging to Cérdoba, Piedmont foothills and inter-Andean valleys.
For this, the allelic variations were determined, for GH, as alleles A and B which were 58.9% and
41.41% respectively, the genotypic frequencies, 64.6% heterozygosity (AB), 26.3% homozygous
for the AA genotype, and for BB was determined to be 9.1%; IGF-1 in their respective (IGFov1,
IGFov2, IGFov3) was obtained for the allelic frequency the values 36.87%, 53.76%, 56.81%
respectively for the allele A, while for the allele B, it was obtained 63.13%, 46.24%, 43.18%. The
Hardy-Weinberg Equilibrium (EHW), expected heterozygosity (He) and observed heterozygosity
(Ho) were calculated using the allelic binding index using the Gen Alex software. It was possible
to determine the presence of polymorphisms for each of the markers, by means of the PCR-SSCP,
being able to identify the AA, AB and BB genotypes, from the standardization of each of the
techniques used within the Methodology.

Key Words: Genotype, GH, IGF-I and IGF-I1, SNP's, Allelic Variation



Resumo.

A producéo de ovinos e caprinos na Coldombia atualmente tem um crescimento produtivo regional
e cultural, dado que € um fator tecnoldgico e, embora em grande parte, a producdo desses animais
se baseou no uso de ragas puras, outra parte se concentrou em a implementacéo de animais crioulos
e cruzamentos entre eles, a fim de poder estabelecer algumas caracteristicas que sdo desejaveis na
populacdo produtiva. Como € o crescimento muscular, entre as coisas que sdo adiadas no gene do
hormonio do crescimento GH e o gene do horménio do fator insulinico de crescimento (IGF-1 e
IGF-11), onde o objetivo principal foi identificado as variacdes alélicas em genes relacionados as
caracteristicas do crescimento muscular, de 100 habitantes de ovelhas crioulas colombianas,
pertencentes a Cordova, sopé do Piemonte e vales inter-andinos.
Para isso, as variacdes alélicas foram determinadas, para GH, como alelos A e B, que foram 58,9%
e 41,41%, respectivamente, as frequéncias genotipicas, 64,6% de heterozigosidade (AB), 26,3%
homozigéticas para 0 genétipo AA e para O BB estava determinado a ser 9,1%; IGF-1 em seus
respectivos (IGFovl, IGFov2, IGFov3) foi obtido para a freqliéncia alélica os valores 36,87%,
53,76%, 56,81%, respectivamente, para o alelo A, enquanto que para o alelo B foi obtido 63,13%,
46,24%, 43,18%. O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), heterozigosidade esperada (He) e
heterozigosidade observada (Ho) foram calculados usando o indice de ligacéo alélica usando o
software Gen Alex. Foi possivel determinar a presenca de polimorfismos para cada um dos
marcadores, por meio do PCR-SSCP, podendo identificar os genotipos AA, AB e BB, a partir da
padronizacdo de cada uma das técnicas utilizadas na Metodologia.

Palavras-chave: Gen6tipo, GH, IGF-I e IGF-II, SNP, variagéo alélica
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INTRODUCCION.

La historia indica que los actuales ovinos viene de procedencia Asiatica desde los afios 12000 a
9000 A.C donde se dice que el principal antecesor de los ovinos es el muflon cuyo animal es
originario de Europa, este es un animal salvaje, casi sin lana, de caracter activo y asustadizo. En
las Antiguas civilizaciones como la Griega, Egipcia, Babil6nica entre otras comenzaron a utilizar
el vellon procedente de estos para cubrir ciertas necesidades basicas tales como lo es la vestimenta
y de igual manera utilizaron su carne para la alimentacion (Manual de ovinos 3° afio ciclo basico

agrario, s.f, pag. 9).

Mientras que los ovinos que se distribuyeron durante los viajes de Colon, constituyeron la base
racial actual del ganado ovino destinado a la produccién de lana en Ameérica; las razas de dicho
ovinos se explotaron y se reprodujeron sin orden alguno, lo que produjo un mestizaje que perduré
durante siglos. Con el paso del tiempo, dichos ovinos dieron lugar a las denominadas razas ovinas
criollas de América que persisten hoy en dia en forma de pequefios nlcleos, generalmente en zonas

marginales (ASCUE, 2013).

En cuanto los ovinos a nivel mundial son una especie que tiene mucha importancia y mas aun
cuando se refiere a paises que estan en su pleno desarrollo pero de igual manera no dejan de ser
una especie importante en paises desarrollados, del mismo modo las cabras y los cameélidos son
grandes contribuyentes substanciales tanto en la alimentacion para los seres humanos, y sus usos
derivados tales como la vestimenta, proteccion y preservacion ambiental (Bermejo & Baena,

2009).
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Ademas estas ovejas representan un alto porcentaje de las poblaciones en paises de Latinoamérica
(entre el 20 y el 90%) en Guatemala, México, Nicaragua, Bolivia, Colombia, Ecuador y Perd. El
pelaje del ovino presenta ciertas caracteristicas visibles tales como, el largo y muchas veces
presentan una variedad y diversidad de colores o este mismo puede ser en una sola tonalidad negra.
Su lana es gruesa y la produccion de este no excede de 1kg/afio; sin embargo, puede ser de gran
importancia para la industria artesanal de tejidos. Los mayores méritos de los ovinos Criollos es
que presentan una gran rusticidad, y su fécil adaptacion al terreno montafioso y su longevidad

(ASCUE, 2013).

La actual oveja doméstica se conoce cientificamente como Ovis aries, lo que indica su pertenencia
al género Ovis, el cual esté integrado en la familia Bovidae, y ésta a su vez en el orden Artiodactyla,
es uno de los mas importantes de los mamiferos desde el punto de vista zootécnico (Clutton-Brock,
1987). Estas razas locales integradas bajo el contexto y la denominacion del término “criollo”,
suponen unos recursos larvados para el desarrollo rural sustentable de los paises, un desarrollo
mirando hacia el interior, hacia las propias culturas y la integracion en los ecosistemas (Bermejo

& Baena, 2009).

La introduccion de esta especie animal a Colombia deriva de animales procedentes desde Africa
(oveja africana), junto con la llegada de los esclavos en las tripulaciones de los conquistadores
colonos, aumentando y manteniendo un numero grande de especies de africa occidental, cuyo
principal uso era la alimentacion de los mismos esclavos, pero posteriormente, se habla que la

introduccion de las ovejas a Colombia, y de que estas son introducidas por la costa Atlantica
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mediante comerciantes magdalenenses que mercadeaban junto con Aruba y Curazao, y

contrabandistas que viajaban entre las islas Caribe y la Guajira (Franco, y otros, 2014).

Partiendo de que esta especie animal es explotada en algunas poblaciones, es importante recalcar
ciertos factores y parametros zootécnicos como lo es el crecimiento, siendo esta una caracteristica
fisiologica que posee todo organismo pluricelular, el cual se va a ver afectado y/o beneficiados por
diferentes factores ambientales, nutricionales, hormonales y pardmetros genéticos obteniendo
como respuesta un incremento en el tamafio fisico del mismo organismo. Dicho crecimiento se ve
regulado principalmente por la hormona de la somatostatina o también conocida como la hormona
del crecimiento la cual ejerce un efecto dentro del organismo a partir de su produccién en el
hipotalamo y su regulacion en la glandula pituitaria la cual la secreta a nivel sanguineo, de ahi

Ilegara a células satélites o también o receptores (Diaz, 2012).
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PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA.

Teniendo en cuenta que Colombia posee una gran diversidad climatica y diversidad paisajistica,
donde se destacan las grandes llanuras, altiplanicies, zonas montafiosas, sabanas y zonas aridas, en
los cuales existen diferentes tipos de produccién, pero al mismo tiempo existen un sinfin de
problemas en cuantos a los rendimientos productivos pecuarios debido a que muchos productores
se han enfocado a mantener razas y lineas netamente puras, dejando de lado el potencial de los

animales criollos.

En Colombia los sistemas de produccién ovina se han caracterizado por tener un nivel tecnoldgico
bajo y por ser un sistema artesanal, sin contar que la informacion que se tiene sobre este gremio es
sesgada, es escasa, cargada de imprecisiones, desactualizada y fuera de contexto estratégico, sin
contar, que los ovinos estan distribuidos por todo el pais, pero que sin embargo la densidad y el
tipo de la poblacién ovina varia en las diferentes regiones del pais (L6pez, s.f). Como se menciona
anteriormente si bien la produccion ovina en Colombia esta dada de manera artesanal, y la cria de
animales, se da de forma extensiva, se establece en lugares donde la produccion y el consumo son

de caracter regional y cultural (Vargas Bayona, Bello, Serrano Novoa, & Rivera., 2016)

Y que en nuestro pais los diferentes sistemas de produccion animal buscan mejorar los parametros
productivos y de rendimiento animal, para esto, durante estos procesos se pretende aplicar
diferentes herramientas que ayuden a optimizar dichos parametros en el mejoramiento genético
y la seleccion de animales, existen diversos factores que inciden dentro de la produccion, tales

como la genética, la nutricion, la secrecion hormonal, y el medio ambiente en el que se encuentre
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la poblacién, En la actualidad son muy pocos los estudios realizados en torno a modificaciones
genéticas en la hormona del crecimiento, asociados al crecimiento muscular en el ovino criollo
colombiano, partiendo de los pardmetros fisiol6gicos productivos de rendimiento animal, para la
identificacion de animales con potencial genético que puedan incluirse en programas de

reproduccion.

Dentro de los planes de mejoramiento se pretendera dar conocer el valor de la genética de los
ovinos criollos, siendo individuo importante para alcanzar los parametros benéficos de produccion,
como factor indispensable a manera de producto de alta calidad y que sustente la capacidad de
respaldar la necesidad bésica del hombre, a partir del consumo de proteina de origen animal y
mejorar ciertas caracteristicas que ayudan directamente a la adaptabilidad, conversion alimenticia

como capacidad productiva.
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JUSTIFICACION.

Se plantea realizar una evaluacion de polimorfismos de nucledtidos simples en las hormonas
asociadas al crecimiento muscular en ganado ovino criollo, para asi aumentar porcentualmente los
pardmetros genéticos en la seleccion de nuevos individuos destinados a mejorar los rendimientos
productivos en la ganaderia ovina colombiana, de igual manera determinar si se ve afectado o
beneficiado el crecimiento de los mismos, partiendo de los factores hormonales que rigen y se
enlazan en la secrecion y recepcion hormonal que contribuyan al desarrollo muscular de los

animales.

Dentro del mejoramiento genético cuantitativo es importante entrelazar la biologia molecular, ya
que partiendo de sus herramientas para el mismo andlisis, permite el estudio hereditario de las
diferencias genéticas de los individuos, siendo este el principal precursor del mismo mejoramiento
ya sea cuantitativo o cualitativo, siempre desde el punto de vista de que el mejoramiento genético
es un conjunto de procesos de seleccion, donde su principal objetivo es aumentar la frecuencia de
genes que tiene algin efecto a partir de la combinacidn genética, las cuales pueden llegar a ser
benéficas para la poblacion cumpliendo con el principal objetivo e interés econdémico para el

hombre (Raimundo Nonato Braga L6bo & Lébo, 2007).

Actualmente segun reportes de la FAO desde el afio 2000 al 2014 Colombia cuenta en promedio
con 2,721,953.27 cabezas de ganado ovino, dato que es significativamente bajo en comparacion
con el nimero de cabezas de ganado vacuno, en Colombia el cual cuenta en promedio con
25,315,171.80 cabezas de ganado, sin contar que las producciones ovinas se enfatizan en la

produccidn con razas netamente especializadas, pero en las cuales se puede implementar el uso
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de animales criollos ya que estos presentan mejor adaptabilidad a los diferentes climas que se
tienen en nuestro pais, Aunque la seleccion que se realiza en muchos establecimientos es a partir
por caracteristicas fenotipicas (el animal mas grande, rustico, etc.) no quiere decir que sus

caracteristicas genotipicas sean expresadas en su totalidad a sus progenies.

Entre las caracteristicas fenotipicas que méas son observadas en los individuos es el crecimiento y
fisiologicamente la llega a la pubertad etapa en la cual dicho animal es netamente productivo tanto
a nivel nutricional (capacidad que tiene un animal en transformar los nutrientes en leche, carne,
lana), pardmetros reproductivos y un mejor sistema de defensa contra parasitos, para asi ir
disminuyendo costos en produccion, estas deben ser un aspecto claro para su mejora y a donde
todo pequefio, mediano o grande productor debe apuntar para maximizar los rendimientos
productivos, entre uno de los tantos problemas que se encuentra en los sistemas de produccion son
la seleccion de nuevos individuos, siendo este uno de los principales factores que llegan a afectar

la rentabilidad de los sistemas de produccién.



22

OBJETIVOS

Objetivo general.

e Identificar las variaciones alélicas en genes relacionados a caracteristicas de crecimiento

muscular en poblaciones de ovinos criollos Colombianos.

Objetivo especifico

e Estandarizar la técnica de extraccion de DNA gendmico de alta calidad mediante el uso
de fenol cloroformo isoamil, a partir de sangre de ovino criollo colombiano.

e Seleccionar una serie genes candidato involucrados con caracteristicas fisiologicas del
desarrollo y crecimiento muscular en ovinos.

e Genotipificar muestras de ovinos criollos colombiano mediante el uso de la técnica PCR-
SSCP.

e Determinar frecuencias alélicas y genotipicas de los genes candidatos seleccionados en este

estudio.
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MARCO REFERENCIAL.

1. Ovino cultura.

La cadena ovina y caprina en Colombia se ve diferencia en dos sistemas de produccion, en la
primera, se encuentra la produccion cérnica y la elaboracion de productos artesanales, mientras
que el segundo sistema esta enfocado en la produccién lechera y sus derivados, esta cadena inicia
su proceso productivo con la cria de reproductores y hembras destinadas a vientres para la
produccion de reemplazo, en el cual se desea mantener la genética de los animales que se destinan
a la produccion, buscando que estos animales presenten una buenas caracteristicas, productivas,
explotacion y adaptativas, en estas encontramos la adaptabilidad del usos forrajero presente en la
region climatografica y también tiene una buena aptitud materna (Espinal, Covaleda, &

Amézquita, 2006).

Posterior a la colonizacion, esta cadena se encuentra ubicada principalmente en los departamentos
de Magdalena y Cesar, la zona desértica de La Guajira, y en Santander en la Hoya de rio Suarez y
el Cafion del Chicamocha, zonas clasificadas como bosque seco tropical, monte espinoso
premontano, y bosque seco premontano, partiendo de dichas caracteristicas geograficas, la
produccidn ovina y caprina ha sido dada en forma artesanal y siendo criadas en forma extensiva,
lugares donde la produccién y el consumo son de carécter regional y cultura, pero en donde la
produccién del animales criollo ha sido caracterizada por innumerables factores positivos tales
como: longevidad, resistencia a enfermedades, excelente aclimatacion a ambientes aridos y

produccidn de leche aceptable (VVargas Bayona, Bello, Serrano Novoa, & Rivera., 2016).
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La produccion ovina en Colombia se ha basado en la utilizacion de animales netamente de raza,
algunas producciones con razas criollas y/o el cruzamiento entre estas para mantener y fortalecer
el vigor hibrido para la produccion cérnica, caracterizandose en produccion semi-intensivo con
bajo a medio nivel tecnoldgico (Vergara Garay, Llorente M, Ramos C, Bustamante Yanez, &

Simanca Sotelo, 2016).

2. Origen de los ovinos.

Se habla que los actuales ovinos viene de procedencia Asiatica desde los afios 12.000 a 9.000 A.C
donde se dice que el principal antecesor de los ovinos es el muflon cuyo animal es originario de
Europa, este es un animal salvaje, casi sin lana, de caracter activo y asustadizo. En las Antiguas
civilizaciones como la Griega, Egipcia, Babilonica entre otras; comenzaron a utilizar el vellén
procedente de estos para cubrir ciertas necesidades basicas tales como lo es la vestimenta y de
igual manera utilizaron su carne para la alimentacion (Manual de ovinos 3° afio ciclo basico

agrario, s.f, pag. 9).

El muflén europeo (ver figura 1) es uno de los ovinos méas pequefios que existe con una altura a la
cruz de 65-75 cm en hembras y de 70-80 cm en machos, con una longitud de 120 a 140 cm desde
el tronco a la cabeza, sus extremidades son largas y delgadas, la cabeza es proporcional al tamafio
del cuerpo, pero sus orejas son pequefias, cuello largo y delgado, una caracteristica fisica que solo
poseen los machos es la presencia de cuernos en forma de espiral de hasta 90 cm de longitud y

4,5-6 kg de peso (Moreno, Diaz, & Sebastian, 2004).
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Los ovinos que se distribuyeron durante los viajes de Colon, en conquista de nuevos territorios
produjeron la base racial del ganado ovino actual destinado a la produccion de lana en Ameérica;
las razas se explotaron, sin orden alguno en la reproduccion, lo que produjo un mestizaje que
perdurd durante siglos. Con el paso del tiempo, dichos ovinos dieron lugar a las denominadas razas
ovinas criollas de América que persisten hoy en dia en forma de pequefios nicleos, generalmente

en zonas marginales (ASCUE, 2013).

Después de la llegada de los espafioles a tierras americanas y del mestizaje se pudo determinar dos
razas principalmente, siendo estas razas ovinas indigenas de Latinoamérica, partiendo del ovino
criollo de pelo de las masetas, el cual desciende de la raza churras y merina, las cuales son
provenientes de la peninsula ibérica. Pero de igual manera se encuentran coincidencias con el
ovino originario de Africa el cual es introducido en la época de comercio de esclavos (Teruel,

2001).

3. Ovinos criollos colombianos.

El ovino criollo colombiano también llamado, pero no bien visto oveja africana, camuro o pelonas,
dependiendo de la region donde se crie, es un animal originario del continente africano, con
posterioridad partiendo del afio 1940 con la llegada de ndcleos de ovinos africanos rojos (Etiope)
incorporandose en la zona de venadillo, Armero y Honda; y en 1990 el INCORA (ahora llamado
instituto colombiano de desarrollo rural INCODER) importaron ejemplares de la raza persa blanca
cara negra para realizar procesos de mejora en las explotaciones, dando caracteristicas propias al
lugar de explotacion, en la costa Atlantica animales tipo Sudan y en la zona Andina animales tipo

Etiope (Dorado, Huertas, Rivera, & Escobar, 2002).
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas del ovino criollo colombiano, a partir del estudio de 102

hembras ovinas criollas y 9 machos ovinos criollos. (Pastrana & Calderon).

Hembras Macho

Promedio | Desviacion Valor Valor Promedio Desviacion Valor Valor

Parametros , .. . . - , .
cm estandar minimo maximo cm estandar minimo maximo
cm cm cm cm

Longitud corporal 64.05 3.53 55 74 67.78 5.59 59 75
Ancho del térax 19.98 2.33 15 26 19.56 3.13 13 24
Ancho de la espalda 25.15 2.61 20 33 25.67 3.39 22 32
Profundidad de 31.3 3.20 26.10 35.65 28.87 2.22 21.33 35.33
pecho
Tamario corporal 50938 13727 31912 72868 42436 7096 28303 66276
(cc)
Alzada 62.81 4.80 47 73 69.22 6.22 60 76
Altura de la grupa 63.59 4.91 46 73 68.33 5.48 59 74
Perimetro del torax 90.61 6.93 67 111 98.33 10.05 82 112
Perimetro de la 7.98 0.69 7 10 9.17 1.00 8 11
cafa
Longitud del craneo 25.47 1.72 21 31 28.78 3.36 24 33
Longitud de la cara 18.03 1.77 145 23 18.22 1.39 16 20
Ancho de la cara 20.58 1.77 16 27 22.72 3.32 17 27
Longitud de la oreja 11.12 1.18 9 15 10.78 1.06 9 125
Ancho de las orejas 6.83 0.71 5 8 7.61 0.55 7 8.5
Largo de los 2.88 0.56 2 6 - - - -
pezones
Perimetro testicular - - - - 31.17 3.04 26.5 37
Longitud testicular - - - - 17.72 2.39 13 21
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Taxonomia

Los ovinos y caprinos son mamiferos, cuadripedos, originario de Europa es una de las especies
utilizadas en la produccion animal. Estos animales poligastricos (tiene cuatro cavidades
estomacales) por lo cual pertenece al Dominio: Eucariota, Reino: Metazoo; Phylo: Chordata;
Subphylo: Vertebrata; Clase: Mammalia; Orden: Artiodactilo; Suborden: Ruminantia; Familia:
Bovidae; Genero: Ovis; Especie: Ovis aries (Invasive Species Compendium, 2013).

Tabla 2: taxonomia del ovino actual, informacion tomada de Ovis aries (doméstica) Linnaeus,

1758; (Legorreta, 2005).

Chordata
Mammalia
Artiodactyla
Bovidae

Ovis aries

3.1. Caracteristicas generales de la raza criolla.

Raza Africana.

La oveja africana se caracteriza por tener un pelo corto, fino, suave y delgado, lo que permite poder
obtener una visualizacion de las venas, es un animal de tonalidad colorada, que van desde un rojo
oscuro, cereza a una tonalidad amarilla palida, en la region craneal, se caracteriza por ser acorno,

buena conformacion, ojos grandes y vivos, orejas pequefias, todo proporcional al tamafio del
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cuerpo. Posee buena agilidad, es rustico, de buena fecundidad y con una muy buena adaptabilidad

a los diferentes ecosistemas (Gutierrez, 1992).

Raza Sudan.

Dentro de este grupo de ovejas procedentes de Africa se habla que estas se clasifican en tres grupos
recalcando principalmente de los animales de desierto y nil6ticos (Ockerman & Aziz, 1985). Las
ovejas del desierto son de los principales animales de produccion de carne ovina y leche en los
trépicos, pero a ello se vincula el correcto manejo, promoviendo la productividad (Mufarrih &

FAO, 2017)

Raza etiope

La raza etiope, originaria de Africa es constituida o llamada como oveja indigena, estos animales
se caracterizan por tener una buena adaptabilidad a medio ambientes adversos como la sequia

(Tucho, 2004).

3.2. Caracteristicas de procedencia.

Como se ha mencionado anteriormente la raza ovina criolla colombiana esta determinada y basada
en caracteristicas raciales de animales provenientes de diferentes paises y continentes, los cuales
han caracterizado la base racial actual; debido a ello se exponen algunas caracteristicas de las

principales razas, que constituyen la base racial (ASCUE, 2013).
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Raza Churra.

La raza churra es un animal, procedente de Espafia, principalmente de Castilla y de ledn, siendo
un animal con gran adaptabilidad a climas frios (invierno), si bien esta raza de oveja es netamente
productora de leche, cuenta con una gran rusticidad. (San Primitivo, 2000).

Sus principales caracteristicas fisicas son que presenta pigmentacion negra en sus orejas, alrededor

de los ojos, regién nasal, bucal y a nivel de las pezufias.

Raza Merina.

Como principal antecesor se encuentra el Ovis Aries Vignei, el cual es considerado el antecesor
del ovino de la raza merina, posterior a una serie de procesos, originandose este animal desde Asia
menor hasta la peninsula ibérica, aunque no se conoce en su totalidad el proceso de desarrollo que
esta especie ha tenido en ese tiempo trayendo consigo algunas mutaciones adquiridas atras ves del
espacio y el tiempo (Asociacién Argentina Criadores de Merino., 2006). En cuanto a
caracteristicas fisicas es una animal que posee sus mucosas Yy pezufias des pigmentadas, su lana se
encuentra agrupada en ‘“mechones” gruesos (raza productora de lana), posee una gran
adaptabilidad a climas templados, tropicales, aridos y semiaridos (Direccion provincial de la

educacion tecnico profesional direccion de educacion agraria, s.f).
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3.3. Ubicacién actual.

Los departamentos en los cuales existe una mayor produccién ovina y caprina en Colombia son en
su orden Boyaca, Guajira, Cundinamarca, Narifio, Santander, Cauca, Norte de Santander, Caldas
y Tolima (Gutierrez, 1992).

Segun datos reportados por el ICA en el censo agropecuario, dice que la explotacion de la especie
ovina se distribuye porcentualmente en los departamentos de La Guajira (46,69%), Boyaca
(8,04%), Magdalena (7,71%), Cordoba (5,55%) y Cesar (5,41%), pudiéndose agrupar el 73,39%,

registrandose la existencia de 1°423.274 ejemplares. (ICA, 2016).

Figura 1: ubicacion geografica de zonas establecidas de produccién ovino y caprina en el pais.
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Tabla 3: tomada del Censo pecuario Nacional, tabla de poblacién ovina por municipio y

departamento, 2016, Instituto Agropecuario Colombiano (ICA, 2016).

DEPARTAMENTO

AMAZONAS
ANTIOQUIA
ARAUCA
ATLANTICO
BOLIVAR
BOYACA
CALDAS
CAQUETA
CASANARE
CAUCA

CESAR

CHOCO
CORDOBA
CUNDINAMARCA
DISTRITO-CAPITAL
GUAINIA
GUAVIARE
HUILA
LA-GUAJIRA
MAGDALENA
META

NARINO
NORTE-SANTANDER
PUTUMAYO
QUINDIO
RISARALDA
S.ANDRES/PROVID
SANTANDER
SUCRE

TOLIMA

VALLE

VAUPES
VICHADA

Total general

TOTAL OVINOS 2016

0
32.336
13.249
9.688
19.908
105.937
9.509
23.731
13.897
16.014
88.370
1.326
87.304
44,723
648

0

3.045
5.129
619.940
110.844
27.292
12.507
16.343
4177
578
1.122
134
64.137
32.733
48.821
8.783

0

1.241
1.423.466
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3.4. Caracteristicas fisiol6gicas y anatomicas.

Las caracteristicas anatdmicas que se pueden distinguir en los ovinos criollos en cuanto a su
morfologia son el tamafio de su cabeza, cuello, oreja y su direccion, el perfil craneal, nivel de
inclinacion de la grupa, y la profundidad de la ubre este Gltimo en el caso de las hembras, también
se pueden observar, caracteristicas fisioldgicas que van de acuerdo al color de la capa, presencia
de pigmentacién en las mucosas nasales, pezufia y ubre. En cuanto a su morfologia el tronco
presenta una forma lineal, con costillares arqueados, térax poco ancho pero presenta una buena
profundidad. La linea dorso-lumbar es ligeramente descendente hacia la grupa, mostrando la
alzada a la cruz mayor valor que la alzada a la grupa. La cola es relativamente larga y presenta
nacimiento medio-bajo. El abdomen es amplio, de buena capacidad con tendencia a ser cilindrico
(Donicer V. Montes, 2013).

Pero a nivel del craneal el animal presenta un perfil ligeramente cdncavo, observandose las
prominencias supra orbitarias, cuanto a sus orejas estas se insertan en forma horizontal, con un

tamafo pequefio 0 mediano (Bravo & Sepulveda, 2010).

4. Fisiologia de crecimiento muscular.

Los animales presentan un crecimiento a partir de la funcién del tiempo, siendo representada a
partir de la linea sigmoidea, durante el crecimiento, el individuo pasa por ciertas fases o estadios,
aumentando asimismo la tasa de peso, entre los estadio fisioldgico se encuentra la pubertad, en
dicha etapa el animal se encuentra en una fase de desarrollo y crecimiento lineal el cual es

constante (Bridi, s.f).
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Ganho de peso didrio

Idade desde a concepgio

Figura 2: grafico tomado de: crecimiento e desenvolvimiento do tejido muscular (Bridi, s.f).

Cada fibra muscular es formada durante el desarrollo embrionario por la fusion de un nimero de
células mono nucleadas, no diferenciadas, conocidas como mioblastos, en una sola celda
multinucleada cilindrica, esta pudiendo diferenciarse del musculo esquelético debido a que este
completa en su desarrollo posnatal, y estas fibras caidas difieren continua aumentando el tamafio

del mismo (widmaier, s.f).

El crecimiento muscular estd definido por dos momentos en su desarrollo la hiperplasia y la
hipertrofia definiéndose como hiperplasia el crecimiento o el aumento en el niamero de celular
musculares, y la hipertrofia, hace referencia al aumento del tamafio de las células musculares
siendo estos los factores determinantes en el proceso de crecimiento muscular (Mohammad

Koohmaraie, 2002).

De igual manera el crecimiento y el desarrollo son procesos continuos los cuales se ven

beneficiados médiate procesos fisioldgicos durante el desarrollo del mismo organismo, dentro de



34

los parametros fisiologicos que intervienen directamente en el proceso del crecimiento se integra
todas aquellas necesidades y funciones bésicas del organismo, entre las méas relevantes se
encuentra la nutricion, eficiencia del metabolismo y las respiracion, regulacion hormonal,
respuesta inmune, el mismo estado fisiologico y condicion del animal y por ultimo el

mantenimiento homeostatico (instructional materials service).

Durante el proceso de crecimiento muscular, el musculo sufre varios cambios en cuanto a su
composicion quimica (a partir de la edad), su tamafio el cual se da a partir del tiempo y el
desarrollo, pero a medida que el desarrollo y el crecimiento del animal aumenta, su eficiencia
alimenticia tiende a decrecer, partiendo de que los requerimiento nutricionales de mantenimiento

aumentan, siendo esta una caracteristica asociada al peso corporal (Bridi, s.f).

Pero el crecimiento también puede ser definido como un aspecto del mismo desarrollo, siendo este
un proceso en el cual existe un aumento de tamafio, reflejandose en la altura, longitud, volumen,

esto cuando se satisfacen las necesidades fisioldgicas basicas (Rodriguez, 2010).

En los mamiferos se observa una mayor influencia genética en el fenotipo, siendo este trasmitido
por la madre a sus progenies, entre factores méas representativos se encuentran efectos maternos
que contribuyen a estas influencias siendo este atribuido sobre el impacto fenotipico del individuo
manifestandose este en aspectos como la fertilidad, gestacion, lactacion, siendo este presente en

mayor periodo de vida (Faria, 2006).
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En cuanto al musculo esquelético se dice que constituye aproximadamente el 50% del cuerpo,
siendo asi el 6rgano mas grande en el cuerpo, para ello hay que tomar en consideracion el
metabolismo de dicho musculo esquelético, jugando este un papel de suma importancia en la
regulacion electrolitica de Potasio, Calcio, glucosa y pH (5,6), pero en cuanto a las necesidades
metabdlicas del musculo esquelético varian de acuerdo al musculo, en el caso de los misculos
contréctiles son dependientes del uso de ATP y bajo la regulacién hormonal (Ehrenborg & Krook,

2009).

Fisiolégicamente el crecimiento del musculo esquelético se basa en la proliferacion e
incorporacion de células satélites en las fibras musculares y los cambios en la sintesis y
degradacion proteica en el musculo, haciendo que el crecimiento de las fibras multinucleadas se
rijan por el aumento de su longitud, y nimero de ntcleos (ADN, ARN total) y la proteina presente,
esto debido que después del nacimiento no hay un aumento por hiperplasia, pero si en la cantidad
total de proteina y el peso del musculo, siendo el crecimiento del musculo esquelético regulado

por la activacion de la transcripcion nuclear en las fibras musculares (Beermann, 2014).

5. Factores que influyen en el crecimiento muscular.

Como se ha mencionado anteriormente el crecimiento se ve influenciado por diferentes factores
entre los cuales se recalcan aquellos como el medio ambiente, nutricion, y factores genéticos, desde
el punto de vista y la funcionalidad de las variabilidades como herramienta para la toma de

decisiones en una poblacion (Faria, 2006).
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El crecimiento se ve influenciado por diversos factores entre ellos se encuentran, caracteristicas
ligadas al genotipo fetal y el medio uterino en el que se desarrolla el organismo, dentro de este se
aprecia factores genéticos y ambientales a nivel de los parentales, como el tamafio materno y la
disponibilidad o capacidad de suplir los nutrientes al feto, actuando intrinsecamente con el patrén
del crecimiento del feto, dentro de los parametros que influyen se encuentra la carga génica, estos,
debido a que algunos genes contribuyen directamente al crecimiento fetal y al peso al nacimiento,
estudios demuestran que existe una influencia materna y paterna, estd presente, durante el
desarrollo fetal y estas son transmitidas al feto durante el desarrollo (Timothy R. H. Regnault,

2015).

El sistema nervioso también juega un papel de suma importancia en la regulacion hormonal para
el crecimiento debido a que este actla sobre la regulacion endocrina del crecimiento y desarrollo
pos-natal, siendo la fisiologia del crecimiento en animales de carnes regulado por factores
influyentes en el metabolismo y procesos de crecimiento celular en el tejido, la somatostatina (ST)
juega de igual manera un importante uso en la particion de nutrientes para el crecimiento entre los
tejidos, estimulando e crecimiento éseo y del musculo esquelético (Beermann, 2014).

6. Fases del crecimiento

6.1.Desarrollo prenatal en ovinos.

Existen diferentes factores que juegan un papel de suma importancia en el desarrollo placentario
y fetal, como lo es el factor insulinico del crecimiento (IGF-1 e IGF-I1), siendo estos péptidos mito
génicos que cumplen una funcion reguladora del crecimiento fetal debido a su capacidad como

estimulador en el aumento y diferenciacion de diferentes tipos celulares (J M Brameld, 2000).
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Dentro del desarrollo prenatal existen diferentes factores que influyen en el crecimiento,
lograndose clasificar en nueve grupos, tal como los son: Genotipo, tamafio de la placenta, tamafio
y edad de la madre, nutricion materna, sexo del feto (lograndose evidenciar que el feto del macho
posee una tasa de crecimiento mayor con respecto a la de la hembra), Numero de crias al parto,
temperatura ambiental, sanidad y hormonas, aunque se cree que existe relacion entre la hipdfisis
y la secrecién de la somatostatina (ST) no es necesaria para la diferenciacion o el crecimiento
intrauterino, en cambio hay atribuciones acerca de la accion de la glandula tiroidea (Rodriguez,
y otros, 2005).

Tabla 4: comparacion de las etapas del desarrollo en diferentes especies animales de interés

zootécnico, de crecimiento y desarrollo (Chopa, s.f)

ESPECIE
Bovino Ovino Equino Porcino
cigoto 15 12 12 13
ETAPA
Embrionario 45 34 60 31
Fetal 215 104 263 71
Nacimiento 275 150 335 115

Se ha descrito la composicién fetal y los cambios que este presenta mediante tasas de crecimiento,
calculadas a partir de ecuaciones ajustadas (ecuacion de Gompertz, “Propiedades matematicas del
modelo de Gompertz y su aplicacion al crecimiento”) la cual fue desarrollada originalmente para

mediciones lineales de los esqueletos fetales (McDonald, Robison, Fbaser, & Smart, 1979)
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Aunque en diferentes postulaciones y estudios realizados por diferentes autores referentes al
crecimiento y desarrollo prenatal o fetal se restringen a hablar al ltimo tercio de la gestaciéon y en
la descripcién de los cambios en la relacion al peso y la edad, logrando realizar estimaciones del

tamarnio fetal, pero no siendo exactas (Robinson, 1981).

De igual manera el desarrollo embrionario cuenta con ciertas etapas que permitiran el correcto
desarrollo y crecimiento, siendo estas la segmentacion, blastulacion, gastrulacion y organogénesis,
en esta Ultima etapa se lleva a cabo el proceso de formacion de 6rganos, entre los cuales cada
division epitelial cumple una funcion especifica. De donde del ectodermo derivan tal como la
epidermis, las glandulas anexas, el tejido nervioso, el esmalte de los dientes. Del mesodermo se
originan: los musculos esqueléticos, el tejido conjuntivo, el sistema circulatorio, las células
sanguineas y linfaticas, los rifiones, etc. Mientras que del endodermo se originan: el higado, el
pancreas, el epitelio y las glandulas intestinales, los pulmones, la traquea, las glandulas tiroides

(Chopa, s.1).
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Figura 3: Estadios de la formacién embrionaria en ganado; en placenta mamifero Modificado
en blastula llamada blastocitos, (Chapter 2: Animal growth, Development, Meat, and slaughter).
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6.2. Desarrollo posnatal en ovinos.

En una primera medida referente al crecimiento postnatal en rumiantes es la relacion que existe
entre la nutricion y el desarrollo prenatal a nivel uterino, debido a que madres con bajo nivel
nutricional no cumplira con los requisitos energéticos, también encontrandose una relacion con el
porcentaje de ingesta proteica materna durante el primer y segundo trimestre de gestacion (en el
caso de los bovino y su tiempo de gestacion) debido a que si esta es baja se tendré una reduccion
en el peso al nacimiento, esto debido a la restriccién proteica (Bell & Greenwood, 2016).

El desarrollo posnatal es el proceso en el cual existe un incremento en la masa muscular
esquelética, a traves de un proceso denominado hipertrofia, es decir, es el aumento en el tamafio
de las células musculares, que a su vez induce al musculo esquelético a una respuesta a la actividad
contraccion, pero también a hipertrofia muscular puede ser producida cuando la tasa de sintesis

proteica supera la tasa de degradacion de las misma (Stefano Schiaffino, 2013).

Las curvas de crecimiento en los animales se ve relacionado de acuerdo a la edad, estos se puede
calcular mediante modelos no lineales, donde la asociacion de este parametro determina una
caracteristica productiva y reproductiva de los animales como herramienta en programas de
mejoramiento (McManus, y otros, 2003). Los animales seleccionados para musculatura,
crecimiento y/o grasa se ven determinados por valores estimados en crias, ejerciendo efecto a nivel
celular y metabdlico, influenciandose por factores nutricionales, aunque en el proceso de
hipertrofia del crecimiento del musculo esquelético estd dado por principios geneticos y
ambientales, existe una regulacion en la acumulacion proteica y actividad celular en el musculo,

actuando como reguladores miogenicos (miogenina), factores de crecimiento similares a la
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insulina (IGF1 e IGF2) con sus respectivos receptores tipo 1 (IGF1R), estos genes son importantes
en el desarrollo muscular postnatal en el crecimiento muscular, pero no se tiene claro hasta qué

punto estos genes regulan la hipertrofia muscular (Nattrass, y otros, 2006).

7. Genes reguladores del crecimiento muscular

7.1. Hormona del crecimiento.

La hormona del crecimiento (GH) es un poli péptido de 191-aminoacidos la que es liberada por
somatotrofos en la glandula de la pituitaria anterior (hormone, 1998). Como se menciona
previamente la GH es una hormona poli peptidica producida y expresada a nivel hipofisario y
periférico, la cual dentro del organismo desempefia una variedad de funciones més alla de las
funciones metabdlicas y del mismo crecimiento longitudinal del cuerpo, al igual que esta es un
producto de secrecion adenohipofisiaria que esta estrictamente sujeta a la regulacién hipotalamica

por la hormona de GH y somatostatina (Devesa, Devesa, & Reimunde, 2010).

Al igual la hormona del crecimiento cumple diferentes funciones dentro del organismos que van
desde el estimulo anabdlico de proteinas en diferentes tejidos, como el efecto del aumentos de
aminoacidos, la captacion y el aumento de la sintesis de proteina y la disminucion de la oxidacion
de las proteinas, mejorando la utilizacion de la grasa mediante la estimulacion de la ruptura de los
triglicéridos en los diferentes tejidos adiposos, ademas de tener efectos directos en el crecimiento
de los huesos, regulacion de la glucosa en sangre (instructional materials service). Como bien es
mencionado el efecto de la GH se ve reflejado en diferentes aspectos entre ellos, el crecimiento

del tejido visceral, a nivel 6seo, musculo y tejido adiposo (Rajni Kumari, 2014).
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La sintesis y la secrecion de GH estadn reguladas principalmente por dos neuropéptidos
hipotalamicos; la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH) y la somatostatina o
la liberacion de somatotropina la inhibicion de factor. GHRH estimula tanto la sintesis y la
liberacion de GH (Bideci & Camurdan, 2009). La GH es importante no solo en desarrollo
embrionario sino que también esta cumple efectos directamente sobre el metabolismo del
individuo y la expresion génica (B. A. Costine, 2004). Como se menciona anteriormente la GH
cumple funciones en el metabolismo, como también es el principal promotor de crecimiento de

organos y tejidos, principalmente en los 6rganos, hueso y musculo (J.L. Jia, 2014).

Igualmente dentro del crecimiento es importante recalcar la participacion, y el papel que juegan
otras hormonas en conjunto con la GH, dentro de estas se encuentra el factor insulinico del
crecimiento (IGF), los IGFs (I y Il) o somatomedinas, son moléculas que ayudan en la regulacién
del crecimiento siendo estas reguladas mediante la secrecion de GH y como factor influyente la

nutricion (Dominguez, Navarro, Martinez, Henrriquez, & Moreno, 2001).

La estructura del gen de la hormona del crecimiento en ovinos (ovGH) presenta una homologia
con la hormona del crecimiento en bovino (bGH), esta hormona se encuentra constituida alrededor

de 1800 pb (Cobra Moradian, 2013).

7.2. Factor insulinico de crecimiento (IGF.1).
La hormona IGF1 juega un papel importante en el desarrollo y formacion de musculo esquelético

durante el proceso gestacional, siendo su regulacion ain desconocida, la expresion genica del IGF1
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se ve influenciada a partir del cortisol (pudiéndose expresar este en sangre), relaciondndose con
cambios en el individuo tanto al momento del pre-parto como en el mismo desarrollo posnatal

como factor en la expresion génica sobre el desarrollo muscular (J. Li, 2002).

Otras hormonas que son importantes en la secrecion y la fisiologia del crecimiento, son la hormona
tiroidea, paratiroidea, insulinica, glucocorticoides y hormonas a nivel sexual. Como también las
relacionadas al metabolismo del calcio, calcitonina, parathormona y vitamina D. siendo estas un
importante mediador en el crecimiento y el desarrollo, lo que conlleva a hacer referencia al
crecimiento somatico, el cual se lleva a cabo a partir del desarrollo 6seo, siendo este un tejido vivo
que esta sufriendo constantes cambios en cuanto a formacién y resorcion, implicando dos tipos de
crecimiento uno a nivel longitudinal donde en los huesos se realiza un proceso de osificacion
endocondrial o el mismo remplazo del tejido cartilaginoso de crecimiento y otro a nivel de la
proliferacion celular y extracelular (Diaz, 2012).

e La interaccion hormonal que se presenta en relacion entre la GH y IGF1, esta dada en que
la insulina tiene un factor estimulador en la sintesis y secrecion de la GH, ademas la accion
hipoglucemiantes el cual genera estimulos en el control hipotalamico; mientras que la GH
cumple una funcién como facilitador en la liberacion pancreatica de la insulina (facilitando
la accion de los factores insulinico) dicho proceso asegura la participacién de la insulina
en la sintesis y excrecion de la IGF-1. De igual manera la GH ejerce una accién en tejido
y Organos bien sean: huesos, cartilagos, musculos, higado, corazén, pulmones, intestino,
pancreas, glandulas suprarrenales, etc. Promoviendo el crecimiento de los 6rganos y tejidos
presentando un papel anabdlico, sobre el metabolismo su principal accion es asegurar el

aporte de aminoacidos a los tejidos y la sintesis proteica (Simal, 2012).
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7.3. Otras hormonas.

La GH por si sola no tiene efecto sobre el crecimiento del organismo, para ello necesita la

conjuncion temporal de otras hormonas como los esteroides sexuales, insulina, hormonas tiroideas,

asi como el buen funcionamiento del higado y una buena nutricién. Y sobre todo necesita de la

participacion de la IGF-1 sintetizada en los tejidos diana de la GH. Salvo en el crecimiento

intrauterino donde actta una IGF-2 independiente de la GH (Simal, 2012).

Entre otras hormonas postuladas en el crecimiento muscular estan las siguientes hormonas:

e Factor de crecimiento hepatocito (HGF):

Esta hormona también conocida como factor disperso, fue identifica en 1984, como una
glicoproteina con actividad mitogenicas, en cultivos de hepatocitos, posteriormente se
determind que la HGF tenia acciones bioldgicas tales como: mitogenesis, angiogénesis,
morfogénesis y aumento en la motilidad celular y acciones anti-apoptosis, principalmente
en células epiteliales y endoteliales, asi como en tejidos durante el desarrollo embrionario
de higado, rifién, pulmon, glandula mamaria, masculo y tejido neuronal (Flores, Gastélum,

Rodriguez, & Borunda, 2004).

e Factor mecano crecimiento (MGF):
Es un péptido que se produce a través del corte y empalme, provocando un desplazamiento
del marco de lectura del cddigo genético. Siendo una variante del IGF-1, expresandose a
nivel celular, la MGF es producida en el higado, a través de algunos estudios realizados se
determind que esta es Gtil para mantener funciones musculares y esqueléticas, de igual

manera se demostrado que dicha hormona se expresa en varios tejidos como respuesta a un



44

estimulo, como la descomposicion, debido a que la MGF prolonga la vida media de las
secreciones, la cuales son de suma importancia, ayudando al crecimiento y reparacion del
tejido tanto muscular como esquelético, ayuda a la homeostasis de manera eficiente,
debido, a la capacidad mejorada de las células para mantener la funcionalidad en el ciclo

celular. (Rasa research, s.f.)

Factor de crecimiento fibroblasto (FGF):

Es un factor de crecimiento representativo al cual se le atribuyen efectos potenciales en
cuanto a la reparacion y regeneracion de tejidos, inicialmente se habia identificado como
una proteina capaz de promover la proliferacion de fibroblastos, FGF ejerce sus funciones
fisioldgicas uniéndose a los receptores de FGF (FGFR) de tirosina quinasa en la superficie
de células diana. Muchos estudios han informado que los FGF tienen funciones tales como
la proliferacion celular, la migracion, la diferenciacién y la angiogénesis en diversas células

y tejidos (Yun, y otros, 2010).

Citoquinas:

Son proteinas que poseen un bajo peso molecular, funcionando como mensajeros del
sistema inmune, regulando la intensidad y duracion a una respuesta inmune, pero también
puede estimular o inhibir la proliferacion celular, secrecion de anticuerpos o de otras
citoquinas; actuando sobre células diana que expresan en su membrana un receptor
especifico para cada tipo de citoquina (Curso de Inmunologia , 2009). Los factores de
crecimiento forman parte de uno de los tres mecanismos que poseen las células para

interrelacionarse, siendo las principales los factores de crecimiento. Entre sus acciones
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importantes, estan en el mantener la sobrevivencia celular, iniciar la mitogénesis, estimulan
la migracion de las células producen cambios en los fenotipos que influyen en la invasion

celular o la apoptosis (Brandan, 2002).

8. Genbdmica en la produccion animal.

La seleccion gendmica comenz6 a ser implementada en la industria ganadera a nivel mundial,
siendo esta aclamada como la revolucion en la cria de animales, donde su principal énfasis ha sido
la clasificacion de los animales. Implementandose con una comprension limitada del impacto en
la ganancia en la carga genética, dicha prediccion gendmica ha sustituido las predicciones
convencionales de mejoramiento, trayendo consigo tres beneficios. En primer lugar permite
predecir los valores de seleccion en los candidatos, donde los valores incluyen informacion alélica.
Segundo permite restringir las relaciones parentales para disminuir la endogamia. Tercero se puede
utilizar para controlar las pérdidas de la variacion genética a través de la deriva genética (Henryon,
P.Berg, & A.C.Sorensen, 2014 ). Donde uno de los principales objetivos es apuntar a la utilizacion
de las variaciones alélicas, aumentando cualitativamente como cuantitativamente la produccion,
pero para ello hay que tener en cuenta que las caracteristicas de importancia econdémica son
propiamente datos cuantitativos, pero para hallar estas diferencias alélicas o polimorfismo se han
implementado técnicas que permitan evaluar el ADN, recientes estudios a partir del conocimiento
del genoma bovino ha permitido el desarrollo de métodos moleculares, que han permitido
identificar regiones cromosdémicas como también la identificacion de genes que han permitido

determinar caracteristicas asociadas a interés productivos (Marin, Cadavid, & Mufoz, 2013).
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El mejoramiento genético tradicional se basa en la informacién del fenotipo y mediante el pedigri,
para determinar los valores de las crias, pero dichos valores deben ser capaces de tener mayor
precision mediante el uso de informacidn sobre la variacion en las secuencias de ADN entre los
individuos. La seleccién gendmica es una forma de seleccion asistida mediante el uso de
marcadores genéticos que abarcan el genoma, que ayuden en la determinacion de locus de un
caracter cuantitativo (QTL), esto se ha llevado a cabo mediante la identificacion de SNP
descubiertos por la secuenciacién del genoma, la estimacion de valores genéticos ideal est4 dado

en la obtencion y enfocado en las secuencias para datos asociados SNP (Goddard & Hayes, 2007).

9. Mejoramiento genético animal.

El mejoramiento genético es la union de diversos principios entre los que se vincula la biologia,
economia y principios matematicos, con el fin de realizar una optimizacion y aprovechar al
maximo todas aquellas variaciones y caracteristicas genéticas que existe en una especie de
animales, maximizando su caracteristicas tanto fenotipicas como genotipicas (Valdenegro &

Pérez, 1998).

La produccién animal se deriva a partir de un conjunto de factores que ayuden a aumentar los
procesos productivos, entre los cuales se encuentra la genética y el medio ambiente, ademas los
altos estandares y/o niveles de produccion que pueden ser alcanzados mediante el mejoramiento
animal, vinculando los factores anteriormente mencionados, caracteristicas genéticas vy

condiciones medio ambiéntale en el desarrollo del animal (Pereiro, 2008).
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Dentro del mejoramiento genético cuantitativo es importante entrelazar la biologia molecular, ya
que partiendo de sus herramientas para el mismo andlisis, permite el estudio hereditario de las
diferencias genéticas de los individuos, siendo este el principal precursor del mismo mejoramiento
ya sea cuantitativo o cualitativo, siempre desde el punto de vista de que el mejoramiento genético
es un conjunto de procesos de seleccion, donde su principal objetivo es aumentar la frecuencia de
genes que tiene algun efecto a partir de la combinacion genética, las cuales pueden llegar a ser
benéficas para la poblacion cumpliendo con el principal objetivo e interés econdémico para el

hombre (Raimundo Nonato Braga L6bo & Lébo, 2007).

Los parametros genéticos trasmiten informacion impértate sobre la naturaleza genética a partir de
diferentes caracteristicas necesarias para el prondstico de respuestas directas y correlaciones en la
seleccion (José Ernandes Rufino de Sousa, 2006). Mientras que el potencial del individuo
destinado a la seleccion puede ser determinado matematicamente a partir del uso de técnicas
genéticas cuantitativas, utilizando su informacion como “medidor” dependiendo de sus
antecesores, descendientes y/o parientes, que ayuden a afianzar la identificacion de los genes a

evaluar, esto a partir de técnicas moleculares (Raimundo Nonato Braga L6bo & Lébo, 2007).

10. Polimorfismos.

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) son aquellas alteraciones que se presentan con
mayor frecuencia en el genoma, y proporcionan potentes herramientas para una variedad de
estudios de genetica médica (David G. Wang, 2007). El término de “polimorfismos” es utilizado

de manera ambigua por los mismos genetistas, técnicamente al hacer referencia, a un locus
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polimérfico es aquel donde el alelo tiene variaciones, tanto asi que este llega a presentarse con
menos del 99% de frecuencia en la poblacion; De esta misma manera se puede realizar la

asociacion a SNP’s (NJ Schorka, 2000).

El método mas utilizado para la deteccion de SNP’s es la secuenciacion de ADN obtenido a partir
de la amplificacion por la técnica de reaccion de cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés polymerase chain reaction), siendo este obtenido por varios individuos de una poblacion,
realizando el disefio y analisis de cebadores que permitan la amplificacion de dicho fragmento
especifico de la secuencia de interés, estos pueden aparecer tanto dentro como fuera de un gen,
cuando se encuentra fuera del gen no se vera afectando la expresion o funcion de la proteina (vet.

unicen).

Actualmente la de deteccién de los SNP’s incluye dos areas primordiales: siendo la primera la
secuenciacion de ADN con polimorfismos desconocidos y la segunda se enfoca en la seleccion de
individuos con polimorfismos conocidos a partir del analisis del genotipo, las “nuevas” tecnologias
enfatizadas en la deteccion de SNP son aplicables para cualquier organismo viviente en la tierra,
evolucionando mediante la adopcion de métodos bioldgicos, fluorescentes, algoritmos e
instrumentacion analitica sensible, el descubrimiento se centra en descubrir todos, los SNP en las

regiones de interés, partiendo de la secuenciacion de ADN (Chen, 2003).

El polimorfismo surge como un resultado de una mutacion, existen diferentes tipos de alteraciones
0 mutaciones, estos, dependiendo de su origen, el tipo de polimorfismo maés simple resulta por la

sustitucion de un solo nucledtido por otra base nitrogenada, produciendo un cambio,
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denominandose como polimorfismo de nucledtido simple “SNP”. Estos polimorfismos se
encuentran a lo largo del genoma, ubicandose entre exones, intrones (este puede influir
directamente sobre el empalme) y regiones intragénicas, en promotores o potenciadores, dicha
alteracion puede realizar una afectacion funcional o fisiologica, ya que este cambio en la
funcionalidad puede codificar a la modificacion directamente sobre una proteina y este sobre su

fenotipo (NJ Schorka, 2000).

Existen dos tipos de variaciones naturales, los cuales son de forma cuantitativa y variaciones
genéticas, dentro de una poblacién, dependiendo con la incidencia de la alteracion se puede
categorizar mutacion rara cuando su incidencia es menor al 1%, pero si es mayor se denomina

polimorfismo genético (Rodriguez, 2010).

11. Marcadores Moleculares y produccion animal.

Los marcadores genéticos son pequefios fragmentos obtenidos a partir del ADN los cuales se
encuentran ligados a una seccion (Locus) del gen candidato a analizar dentro una region del
genoma del individuo, esto puede aumentar el nivel de aplicacion en diferentes areas, permitiendo
la identificacion de genes, los que se relacionan con el aumento de caracteristicas que pueden
ayudar en la eficiencia selectiva del mejoramiento animal, el cual puede ser seleccionado pos
nacimiento para la expresion de caracteristicas que se mostraran a lo largo del desarrollo

(Raimundo Nonato Braga L6bo & L6bo, 2007).
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La utilizacién de los Primer’s o cebadores utilizados en la técnica de PCR, para la amplificacion
del fragmento que se desea analizar es importante la utilizacion de algunos compuestos que
permitan realizar la visualizacion del producto obtenido, este llevandose a cabo en gel de agarosa,
para ello, se da la adicion de syber Green como marcador de fluorescencia, el cual se intercala
entre las bases nitrogenadas, y al ser expuestas bajo los U.V estas tornan a un color verde que
permite su visualizacion. De igual manera al momento de observar el producto final se realiza la
adicion un marcador de peso molecular, el cual servira de indicador para determinar el tamafio del

fragmento amplificado (Patrinos, 2010).

12. Técnicas de aplicacion en la genética molecular animal.

PCR: La reaccion en cadena de la polimerasa, es un método, desarrollado por Kary Mullis en la
década de 1980. La PCR se basa en el uso de la capacidad de la ADN polimerasa para sintetizar
una nueva cadena de ADN que sea complementaria a la cadena madre o cadena molde. Debido a
que la ADN polimerasa puede agregar un nucleétido solo a un grupo 3'-OH, para ello se necesita
un cebador al que pueda agregar el primer nucledtido. Este requisito permite delinear una region
especifica de secuencia de plantilla que se quiere amplificar. Al final de la reaccién de PCR, la
secuencia especifica se acumulara en miles de millones de copias también denominandose como

ampliaciones (NCBI , S.f).

SSCP: El proceso de SSCP implica amplificacion por PCR del fragmento diana, desnaturalizacion
del producto bicatenario con calor. Durante la electroforesis, los fragmentos de ADN se pliegan

en una forma tridimensional dependiendo de su secuencia primaria. EI método de SSCP se basa
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en la observacion de que en condiciones desnaturalizantes, los fragmentos de ADN, que incluso
con una unica alteracion de la base puede dar como resultado un cambio conformacional, que
puede detectarse mediante la movilidad alterada de la molécula de ADN monocatenario mediante
esta técnica (Konstantinos, Panagiotis, Antonios, Agelos, & Argiris, 2008). Este método basado
en las diferencias en la movilidad electroforética ha demostrado la utilidad de la existencia de
diferentes formas de disposicion de los fragmentos de ADN como método para el analisis de

heteroduplex (Andreo & Catalina, 2013)

RFLP: los Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion; es una diferenciacion en las
secuencias homologas de ADN, que pueden ser detectadas a partir de fragmentos de longitudes
diferentes, esto posterior a un proceso de digestion enzimatica, mediante la adicion de
endonucleasas de restriccion, siendo estas especificas. EI RFLP es un marcador especifico para
una combinacion de clon/ enzima de restriccion Unica; la mayoria de estas son codominante (se
logran detectar ambos alelos en muestras heterocigotas) y en locus especificos. Una sonda de
RFLP es una secuencia de ADN marcada que se hibrida con uno o mas fragmentos de la muestra
de ADN digerida después de que se separaron mediante electroforesis en gel, revelando asi un
patron de transferencia Unico caracteristico de un genotipo especifico en un locus especifico

(NCBI, s.f).

12.1. Tipos de Marcadores.

Existen diferentes tipos de marcadores moleculares, pero cada uno de ellos depende de la

tecnologia que se utiliza para determinar la variabilidad de ADN, estos tambiéen varian de acuerdo
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a sus capacidad de deteccién de diferencias en individuos, el costo de aplicacidn, facilidad de uso,

consistencia, capacidad mdaltiple (evaluacion de diferentes locis simultaneamente); De igual

manera los marcadores moleculares se pueden clasificar en tres: Citogenéticas, Bioquimicos, y

basados en ADN, el cual se agrupa en dos; 1. Clonacion; 2. Los de impresion unica o huella digital

genética (Rios, Ruiz, & Castafieda, 2009).

Marcadores citologicos: en la citologia, las caracteristicas estructurales de los
cromosomas pueden mostrarse mediante el cariotipo cromosémico y las bandas. Los
patrones de bandas, que se muestran en color, ancho, orden y posicidn, revelan la diferencia
en las distribuciones de eucromatina y heterocromatina. Esto se utiliza no solo para la
caracterizacion de cromosomas normales y la deteccidn de mutaciones cromosémicas, Sino
que también se utilizan ampliamente en el mapeo fisico y la identificacion de grupos de
ligamiento (Jiang, S.f).

Marcadores Bioguimicos: Dentro de los marcadores bioguimicos se encuentran dos
subtipos, uno de ellos son los marcadores bioquimicos de proteinas, en el cual su principio
se basa en el uso de las proteinas de almacenamiento y diversidad genética, basada en el
hecho de que las proteinas de diferentes individuo, poblacion y especies son homologas, y
que estas al ser expuestas en geles y al ser separadas produciran bandas similares o
diferentes, ellas son detectadas en el gel por medio de técnicas generales de tefiido. Por
otro lado se encuentra los marcadores bioquimicos de isoenzimas, los cuales, presentan
una sensibilidad a electroforesis, lo que hace, que la técnica sea utilizada y haya
revolucionado en estudios de diversidad genética y en especies; Ademas una de las
principales caracteristicas de estas isoenzimas es su simplicidad, la cantidad minima de

material, bajo costo y una cobertura del 10 a 20 loci por especie; la expresion alélica es de
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tipo codominante, permitiendo comparar especies, poblaciones de una misma especie (V.
& C., 2000).

e Marcadores basados en ADN: Los marcadores basados en ADN, en teoria estan
disefiados para explorar toda la diversidad en secuencias de ADN existente bien sea en
animales y plantas, de igual manera los marcadores basados en ADN méas comidnmente
utilizados son basados en fragmentos de ADN clonado y normalmente secuenciados, entre
otros estan para los polimorfismos genéticos, los cuales se pueden a agrupar como

marcadores de huellas dactilares (Dodgson, Cheng, & Okimoto, 1997).

13. METODOLOGIA.

13.1. POBLACION

El presente estudio hizo parte de los macro proyectos investigativos, los cuales fueron
desarrollados en la Universidad Nacional de Colombia, trabajo llevado en conjunto con las sedes
ubicadas en Bogota, Palmira y Cérdoba, dichos proyectos titulados: “analisis genémico de
poblaciones ovinas mediante el uso de un microarreglo de alta densidad asociado a caracteristicas
de crecimiento y calidad de la carne, con una aproximacion a un sistema de clasificacion de
canales”. Y bajo el proyecto “evaluacion gendmica asociada a la calidad de carne de camuro
criollo colombiano ” durante el periodo de 2013 a 2014. De dicho proyecto se deriva la idea de
realizar un estudio titulado “evaluacién de polimorfismos de nucledtido simple asociados al
crecimiento muscular en ovinos criollos colombianos”. La poblacion destina al estudio estuvo
conformada por 100 ovinos de pelo, ubicados en los la zona de Piedemonte llanero, animales de

los Valles interandinos, y de Cérdoba, los animales fueron criados en un sistema de produccion
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extensivo, con un régimen nutricional compuesto a base de pasturas de pasto Angleton

(Dichantium aristatum), Para esto se emplearon los protocolos Rutinarios de manejo sanitario de

ovinos, vacunando los animales de acuerdo a la prevalencia de enfermedades registradas en cada

region.

13.2. MUESTRAS

Para la realizacion de este estudio se tomaron 100 muestras sanguineas, cada una de ellas con un
volumen 10 ml sangre total las cuales fueron extraidas y depositadas en tubos E.D.T.A, este tipo
de tubos es especialmente utilizado para la conservacion mediante el anticoagulante y proteccion
de las células sanguineas (Farmalatina, s.f.).

Una vez extraida la sangre de los animales se procedi6 a la rotulacion de cada tubo, con los datos
de los animales, tales como nimero de registro de la unidad productiva y procedencia, una vez
rotulados las muestras fueron llevada y almacenadas en una nevera de icopor a -4°C para ser
transportadas al laboratorio lugar donde se realizé su respectivo ingreso y procedimiento, una vez
las muestras se encontraban en el laboratorio de Genética Molecular Animal, en la Universidad
Nacional de Colombia sede Bogota, se llevaron a un temperatura de -20°C para su respectiva

conservacion hasta el momento en el cual fueran procesadas para la obtencion de ADN

13.3. EXTRACCION ADN GENOMICO

La extraccion de ADN se realizé a partir de la utilizacion de 200 pl de sangre, mediante la

implementacion del método de fenol cloroformo isoamil y lavado de la muestra mediante la
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adicién de T1o0E10 y agitacion, una vez realizada la lisis de los glébulos rojos, se realizé la lisis de
los globulos blancos mediante la adicion de la solucion Saltin Out + 10 pl de proteinasa k y
llevando las muestras a 56°C a bafio Maria (Queen University , 2005). Una vez realizado el
procedimiento de lisis de gldbulos blancos se procede a implementar el protocolo de limpieza con
fenol y cloroformo isoamil, los cuales se manejaron en volimenes iguales, para la respectiva
precipitacion del ADN extraido se utiliz6 NaCl [3M] + etanol frio, y se dejaron a -20°C por tres
horas (G. W. Montgomery, 1990). Una vez precipitado el ADN se realiza la dilucion con TioE;,
Posteriormente se realiz6 la cuantificacion del ADN mediante espectrofotometria, obtenidos los
datos de absorbancia valores dados en nanémetros (260 nm y 280 nm) se realiz, la cuantificacion
de pureza en la relacion 260/280 nm y de igual manera se calculé el factor de dilucién obteniendo
valores en nanogramos/microlitro (ng/ul), tal como lo expone Laura Patricia Alejos Velazquez.
De igual manera se realizo el corrido del ADN por electroforesis, en gel de agarosa al 1,5%, a 100
Volteos por 30 minutos, utilizando la adicion de marcador de fluorescencia Syber Green para asi

poder observar el ADN bajo exposicién de luz U.V, confirmando la presencia de ADN gendmico.

13.4. MARCADORES GENETICOS

Para el desarrollo del proyecto se utilizaron seis Primer’s, los cuales fueron disefiados por
investigadores del grupo de Genética Molecular Animal, para ser implementados en uno de los
estudios citados anteriormente, estos Primer’s fueron disefiados a partir de informacién que se
encuentran en las bases de datos emmsabl genome browser y National Center for Biotecnology
Information (NCBI), usando la secuencia de los genes IGF1 y GH de Bos taurus, estos genes

candidatos fueron seleccionados por su asociacion a caracteristicas de crecimiento (Rosa, 2016;
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Rodriguez, 2010; Garcia, 2009). Teniendo en cuenta que los bovinos comparten muchas zonas del
genoma se decidio utilizar estos marcadores en ovinos debido a la alta homologia presente entre
estas dos especies, las secuencias de cada marcador se exponen en la tabla 5.

Las muestras fueron amplificadas mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), técnica utilizada y aplicada en la biologia molecular para realizar la amplificacion de un
fragmento de ADN, generando un millén de copias de la misma secuencia de ADN (Mohini Joshi,
2010), donde se ajustaron, la temperatura correcta de anillamiento, y de igual manera se determiné
el volumen apropiado de MgCI*2, una vez se ajustaron dichos parametros para cada marcador, se
procedi6 a realizar el corrido de las 100 muestras de la poblacién para cada uno de los marcadores
postulados para el estudio.

TABLA 5: Secuencia de los iniciadores Forward y Reverse de los marcadores que se utilizaron en

el presente estudio.

Marcador Secuencia Tamario pb Autores
del fragmento

GH F:5-GCCAGTGGTCCTTGCATAAA-3’ 479 Grupo Genética
R: 5"-CTGGACTCAGGTGGTGGG-3 Molecular Animal

IGF1lovl F:5-CTGAGGGGAGCCAATTACAA-3’ 359 Grupo Genética
R: 5 -TGTGTTAGTGACAAGAGGAGCAG -3’ Molecular Animal

IGF1ov2 F: 5 -TGCTCTAGTTTTAAAATGCAAAGG -3’ 497 Grupo Genética
R: 5-TTTCTAAGCAGAAGCAAGCAG -3’ Molecular Animal

IGF1ov3 F:5-CACACGATGGAAATCAGTGG-3 255 Grupo Genética
R: 5-TGGAATATCAATTGGTTCCAGA-3 Molecular Animal

13.5. GENOTIPIFICACION

Para la amplificacion de las muestras se utilizaron termocicladores MULTIGENE. En donde se

implementaron las siguientes condiciones: denaturaciéon de iniciacion 95°C por 5 minutos, 32
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ciclos de denaturacion a 95°C por 30 segundos, temperatura segun corresponda al marcador a usar
por 1 minuto y 30 segundos, (tabla 6), fase de elongacion a 72°C por 1 minuto y posteriormente
se lleva a una etapa de elongacion final a 72°C durante 10 minutos. Dichos productos obtenidos
se visualizaron en geles de agarosa al 2%, utilizando como marcador de fluorescencia Syber Green
(Invotrogen, USA). De igual manera al momento de realizar la visualizacion de los productos
amplificados se lleva a cabo la adicion de un marcador de peso molecular Hyperladder, cuya
utilizacion esta dada para la determinacion facil del tamafio de fragmentos de ADN bicatenarios

lineales en geles de agarosa.

Tabla 6: parametros de corrido de los Primer’s utilizados

Marcadores temperatura de
moleculares anillamiento
GH 53,2
IGFovl 56
IGFov2 53
IGFov3 55,7

Posteriormente se realizo la genotificacion mediante el uso de la tecnica PCR-SSCP, la cual consta
de un método de deteccion de alteraciones en la secuencia gendmica dentro de un loci, dichas
alteraciones son producto de los cambios conformacionales en la cadenas de ADN, evidenciando
los diferentes alelos en una membrana de poliacrilamida. A los fragmentos de PCR obtenidos, se

les adiciona 12 ul de buffer de carga para acrilamida, la mezcla se denaturo a 95°C por 5 minutos
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y se lleva a refrigeracién a -20 °C por 5 minutos, posteriormente al proceso de desnaturalizacion
las hebras sencillas de ADN adoptan una forma tridimensional, mostrando asi una Unica estructura
(Patrinos, 2010). Para ello se lograron estandarizar los geles para seis marcadores, dichos
marcadores se lograron amplificar en geles de poliacrilamida 59:1 acrilamida-bis acrilamida en
una concentracioén 10X, ajustandose un tiempo de corrido especifico para cada uno, y tifiéndose
con nitrato de plata. Dentro de dichos marcadores propuestos se encontraron diferentes patrones
de bandeo en las muestras lo cual indica que son polimoérficas, las bandas obtenidas fueron
designadas con las letras A y B, y de acuerdo a la presencia de las bandas en cada individuo se
identificaron las diferentes combinaciones genéticas (AA, AB, BB) de acuerdo a la presencia y

posicion de los alelos.

13.6. ANALISIS ESTADISTICO

Durante el estudio se determinaron las frecuencias alélicas, frecuencias genotipicas,

heterocigosidad esperada (He) y heterocigosidad observada (Ho), Equilibrio de Hardy-Weinberg

(EHW), y coeficiente de endogamia (Fis). Utilizando el software GenAlex.
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RESULTADOS Y DISCUCION.
I.  Cuantificacion de ADN.

El ADN extraido a partir de sangre de los ovinos criollos Colombianos, se encontr6 en optimas
condiciones, para determinar sus concentraciones.

Para determinar la presencia de ADN, se realiz6 por la visualizacion en geles de agarosa al 1.5%
con adicion de Syber Green y un marcador de peso molecular, Hyperladder V, con el cual se puede
estimar el peso del producto y la concentracién mediante la luminosidad obtenida, para los ADN
extraidos en este proyecto se observa una contraccion promedio de 80 a 120ng/band (ver figura

10).

FiguralO: Gel de agarosa en concentracion de 1.5%, visualizacién y célculo aproximado de
concentracion en ng/Banda, costado izquierdo MP: marcador de peso molecular, costado derecho
ADN
Teniendo en cuenta que los marcadores moleculares seleccionados son disefiados a partir de las
secuencia del genoma del bos Taurus, se procedid a buscar determinar homologia de los
marcadores en el genoma ovino, para ello se hizo el uso de la herramienta bioinformatica BLAST

perteneciente a la base de datos NCBI, dando como resultado un empalme total de los primers

GH, IGFlovl, IGFlov2, IGF1lov3 de bovinos en las secuencias del genoma de ovinos.
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Il.  Genotipificacion.
Hormona del crecimiento.

En los ovinos este gen se encuentra ubicado en el cromosoma 11 y cuenta con 5 exones, con una
longitud de 1,958 pares de bases (NBCI, S.f). En estudios realizados por varios autores han
reportado asociacion de este gen a caracteristicas productivas por ser uno de los principales
reguladores del crecimiento (Supakorn, 2007; Balia, Garippa, & Vacca, 2011-2012; Ivan F.

Gorlov, y otros, 2017) (figura 5).

Figura 5: Estructura y ubicacién del gen GH ovino. Cromosoma 11 ovino cuadros rojos son

los exones (5), longitud del gen 1,958 pb (Ensembl, 2017)
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Este marcador esta estd ubicado entre el intron 1, exonl e intron 2 Mediante la PCR se logré
amplificar exitosamente un fragmento de 479 pb, para comprobar la correcta amplificacion del
producto este fue corrido por electroforesis de agarosa usando del marcador Hyperladder V (
Imagen 6). De acuerdo a la ubicacion de los Primer’s es importante realizar una secuenciacion, de
los productos, debido a que no se conoce si al estar ubicado el marcador entre estas zonas (intrones

y exones), exista una posible mutacion que afecta la funcionalidad o expresion del gen.



61

MP Producto amplificado

L —
—
[e—
—
—

Figura 6: Gel de agarosa al 2%para el marcador GH, carril 1 marcador de peso molecular, del
carril 2 al 11 producto obtenido de la amplificacion.

Una vez obtenida una amplificacion positiva se procede a realizar el proceso de genotipificacion
de la muestras para la identificacién de cambio o modificaciones en las secuencias de ADN. Los
productos de PCR de GH fueron corridos en geles de poliacrilamida a una concentracion de 59:1
10X, logrando observar la presencia de tres patrones de corrido, denominandolos como genotipo
AA, ABy BB. (Ver figura 7). Una vez obtenidos dichos los alelos se procede a realizar el analisis

de las frecuencias alélicas para la poblacion.

Figura 7: Gel de poliacrilamida genotipos del marcador GH; carril 1y 2, genotipo AB; carril: 3,
4,7, 8 genotipo AA,; carril: 5y 6, genotipo BB.
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Una vez obtenidos los genotipos para la totalidad de la poblacion se procedi6 a la determinacion
de las frecuencias alélicas y genotipicas. Para el marcador GH en la poblacion en general, la
frecuencia del alelo A (58,6%) fue mayor que la del alelo B.

En cuanto a las frecuencias genotipicas se presentdé una frecuencia genotipica del 64,6% de
heterocigotos mientras que para la poblacioén general el genotipo BB fue el que obtuvo menor
incidencia en la poblacion.

Asi mismo los andlisis de frecuencias genotipicas y genéticas fueron determinadas teniendo en
cuenta las tres diferentes zonas de procedencia de los individuos, donde se encontrd que en la
poblacion de valles interandinos, el alelo A esta presente con mayor frecuencia en comparacion a
las otras poblaciones, mientras que en la poblacion de Cérdoba se encontrd6 menor incidencia a
este alelo (Ver tabla 7), la diferencia de los valores obtenidos se ve influenciados principalmente
por los planes de mejoramiento y de reproduccion a los que los individuos estan sometidos a

endogamia, de esa manera aumenta en la poblacion la cantidad de individuos heterocigotos.
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Tabla 7: determinacion de las Frecuencias Alélicas, para el marcador GH, en la poblacién de
manera general y para cada poblacion, Valles interandinos, Cdordoba, Piedemonte Ilanero, y por

tipo de alelo (A y B)

Frecuencia alélica en la poblacion en general

Marcador Frecuencia alélica Frecuencia genotipica
A B AA AB BB
GH 58,59 41,41 26,3 64,6 9,1

Frecuencia alélica en cada poblacion

Alelo Valles interandinos Cérdoba Piedemonte llanero
A 0,675 0,478 0,556
B 0,325 0,522 0,444

El equilibrio genético busca determinar los Valores de Heterocigosidad esperada (He) y observada
(Ho), equilibrio de Hardy — Weinberg (EHW) y valores de Fis, de acuerdo al ponderado el
equilibrio de Hardy-Weinberg o también conocido como panmitico, es un modelo tedrico para la
genética de poblaciones. Este concepto de equilibrio de Hardy-Weinberg se basa en las siguientes
hipotesis:

1. Lapoblacion es panmictica (todos los individuos tienen la misma probabilidad de aparearse

y el apareamiento es al azar.
2. Lapoblacion es suficientemente grande (para minimizar las diferencias existentes entre los

individuos)
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3. La poblacion no esta sometida a migracion, mutacién o seleccion (no hay pérdida ni
ganancia de alelos).
4. Las frecuencias genicas y genotipicas se mantienen constantes de generacién en
generacion.

Bajo estos pardmetros se llega a la determinacion si una poblacion se encuentra o no genéticamente
en equilibrio (Kalmes & Huret, 2001).
Para la evaluacion de la poblacion para el marcador GH se evalué mediante la prueba de X2, se
estimaron los valores de heterocigosidad esperada (he) y observada (ho) y el indice de fijacion
(Fis) (tabla 8) respecto a la prueba de X2 se obtuvo un valor de 10,92, demostrando que la
poblacién para el Marcador de GH no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg, lo que quiere
decir que de acuerdo a los postulados, muy probablemente los animales han estado sometidos a
cruces de individuos emparentados, por lo tal no existe seleccion natural o reproduccién al azar,
y existen factores que producen mutaciones génicas en los individuos. En algunos casos muy
comunes en las en las producciones ovinas en colombianas, se presenta el cruce entre animales
emparentados, debido a que la mayoria de los productores bien sea el pequefio o mediano
productor, no cuentan con los recursos necesario para poder implementar otros planes de mejora
y reproduccion con animales que no tenga familiaridad, ya que eleva los costos en la produccién
la adquisicion de nuevos ejemplares. Debido a esto los cruces que se manejan en las poblaciones
son de animales nacidos y criados dentro de la misma produccion.
Para el marcador GH en la poblacion general el valor de Fis. Es de -0,367 con una correlacion de
(p<0,001) siendo altamente significativa, lo que quiere decir que el nivel de endogamia en general
es alto de entro la poblacion produciendo asi mas individuos heterocigotos, en cambio en la

poblacién de Cordoba, se obtuvo un valor de -0,394 y en la poblacion del piedemonte llanero fue
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de -0,238, fueron valores no significativos debido a la cercania del valor ideal (0) de la prueba, lo
que quiere decir que las poblacion no significativa cuenta con un nivel de animales homocigotos
y heterocigotos es proporcional entre ellos, en cambio los resultados obtenidos para la poblacion
perteneciente a los valles interandinos -0,481, obtuvo un nivel de significancia de (P<0.01) que la
poblacion cuanta con una tendencia a animales heterocigotos que homocigotos, pudiendo decir
que la proporcidén es semejante entre la poblacion.

Tabla 8: Valores de Heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho), equilibrio de Hardy —
Weinberg (EHW) y valores de Fis, Comparacion por marcador y poblacion.

Valores obtenido para la poblacion en general

Poblacién Locus Ho He Fis X2 Significancia

General GH 0,64 0,485 -0,367 10,926 falaied
Valores obtenido para cada una de las poblaciones

Poblacién Locus Ho He Fis X2 Significancia

Valles GH 0,650 0,439 -0,481 9,273 *x
interandinos
Cordoba 0,696 0,499 -0,394 3,569 ns
Piedemonte 0,611 0,494 -0,238 2,031 ns
Ilanero

Grados de libertad (nimero de alelos -1), niveles de significancia: ns=no significativo, * P<0.05,
** P<0.01, *** P<0.001, (Ho) Heterocigosidad observada, (He) Heterocigosidad esperada,
indice de fijacion (Fis) y prueba de chi-cuadrado (X2).

En comparacion el gen GH en bovinos es relativamente pequefio pero con una gran variedad de
efectos en el organismo, lo que ha motivado y facilitado su estudio. Se encuentra ubicado en el
cromosoma 19, tiene una longitud aproximada de 2856 pb, existen reportados aproximadamente
siete polimorfismos en este gen en bovinos, aunque en su gran mayoria estos se encuentran en
zonas no codificantes (Garcia, 2009).

La hormona del crecimiento en Bovinos bGH, al igual que todos los mamiferos es de suma

importancia para el crecimiento postnatal; en un estudio realizado, se utilizaron Primer’s con los
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cuales presentaba una homologia entre especies ovino y bovino (dicha homologia del primer se
presentd en el actual estudio, y en otro estudio realizado), donde en dicho trabajo se logro
identificar mutaciones, las cuales estan presentes en la regién promotora 'y en el exén quinto (5
exon), la region promotora, las mutaciones detectadas se localizan en las posiciones 253, 303 y
313, identificAndose la sustitucion de una Citosina por una Timina en cada una de las posiciones
indicadas, mientras que en el quinto exadn, se registrd el cambio de un aminoécidos en la posicion
127 del péptido conformado, donde el cambio de aminoéacido consistio entre una leucina y una
valina, produciendo que los animales tuviesen un bajo peso corporal y una baja ganancia de peso;
En el estudio en bovinos realizado por Supakorn, 2007 se determinaron tres alelos, los que fueron
designados, A2, B2 y C2 respectivamente, en ello encontraron que la mutacion ubicada en la
posicion del nucleétido 670 estaba dado por una transversion de Timina a Guanina y de Timina a
Citosina. debido a que en el genotipo homocigoto A2A2 se tenia como base la Timina, en la
posicion mencionada anteriormente, mientras que en el genotipo heterocigoto A2C2 se encuentra
una sustitucion de una Timina a Citosina, en la misma posicion, encontrando que los animales con
el alelo A2 obtuvieron un mejor crecimiento en comparacion a los individuos con el alelo B2.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se encontrd que existian mayor frecuencias
genotipicas con un 64,6 % de heterocigotos en el genotipo AB, en cuanto a la frecuencia alélica se
observa que el alelo A tiene un 58,59%, en comparacion al estudio realizado por Supakorn, donde
su poblacion era de bovinos, expone gque existia mayor frecuencia genotipica en la poblacién con
genotipo A2A2 con un valor del 90.0 % y en la frecuencia alélica del 95% en el alelo A, esta
diferencia puede estar dada a la existencia entre las especies, aunque siendo estas homologas

comparte regiones muy conservadas entre estos dos.
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En otro estudio en el que se determinaron la presencia de polimorfismos en el gen del crecimiento
en ovinos mediante la técnica SSCP, se evaluaron varios fragmentos de las regiones no traducidas
(UTR) del gen, en 5’UTR (fragmento 1), los exones 1-5 (fragmentos 11-V1) y 3'UTR (fragmento
V1), donde dos fragmentos VI y VII se caracterizaron por la presencia de 5 patrones con las
mismas frecuencias, a través, de secuenciacion se mostro la presencia de dos SNP en los dos
fragmentos (V1 y VII) ya mencionados, esto en la posicion 2655 y 2678, ubicados en una region
en que los dos fragmentos tienen en comun, determindndose que los patrones denominados como
Ay D tenian combinaciones de genotipo homocigoto, Pero dicha mutacién encontrada no tiene
ningun efecto sobre la proteina (Balia, Garippa, & Vacca, 2011-2012).

Aunque hasta ahora se han logrado detectar algunos polimorfismos en pequefios rumiantes
asociados al gen de GH, actualmente no se cuenta con publicaciones de estudios de polimorfismo
asociados al crecimiento y parametros biométricos (Ivan F. Gorlov, y otros, 2017).

De acuerdo a los sustentado anteriormente este estudio juega un papel muy importante ya que
permitié determinar la existencia de lo polimorfismos que se asocien al crecimiento, pardmetro de
suma importancia, pero de igual manera se debe realizar un proceso de secuenciacion para
determinar cudl es la modificacion especifica que se presenta en el marcador, perteneciente al gen
GH, con ello se permitira asociar directamente y evaluar el efecto sobre la expresion del gen.
Factor insulinico de crecimiento

El Factor insulinico de crecimiento tipo 1 (IGF-1) en los ovinos se encuentra ubicado en el
cromosoma 3, cuenta con una cantidad de 5 exones, y con una longitud de 4,132 pb (Ver figura 8)
(NCBI, S.1). En estudios realizados por diferentes se han reportado la asociacion y el efecto como

mediador y regulador en el crecimiento y las similitud que este posee en diferentes especies
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(Francis, Kerrie A. Mcneil, Ballard, & Owens, 1989; Thissen & Underwood, 1994; J. N. He, y

otros, 2012; Lateulade & Lago, 2012).

Figura 8: Estructuray ubicacion del gen IGF-1 ovino. Cromosoma 3 del ovino. (NCBI, 2017)
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Dentro del gen IGF-1 se han utilizado tres marcadores diferentes, denominados en el actual estudio

como IGFlovl, IGFlov2, IGFlov3.

Marcador IGFlovl

Dentro del gen IGF-1 en el genoma del ovino, se seleccion6 el marcador IGF1lovl, ubicado en el
intron 1, de la region perteneciente del gen, mediante la aplicacion de la técnica de PCR fue
amplificado correctamente un fragmento de 359 pb, para poder contemplar la correcta
amplificacion del producto se procede a realizar un corrido electroforético mediante un gel de
agarosa usando el marcador de peso molecular Hyperladder V. y exponiendo este a luz U.V para

poder visualizar las bandas obtenidas de la amplificacion (figura 9)
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Figura 9: Gel de agarosa al 2% para el marcador IGF1ovl, carril 1 marcador de peso molecular

Hyperladder V, del carril 2 al 10 producto obtenido de la amplificacion.

Tan pronto se ha obtenido una amplificacidn positiva se procede a realizar la genotipificacion de
las muestras para lograr visualizar y determinar los cambios obtenidos en las secuencias de ADN,
los productos para el marcador IGFlovl, se corrieron en geles de poliacrilamida a una
concentracion de 59:1 10X, logrando observar la presencia de tres modelos de corrido,
denominandolos como genotipo AA, AB y BB. (Ver figura 10) una vez obtenidos dichos los alelos
se procede a realizar el analisis de las frecuencias alélicas para la poblacién (ver tabla 9 y tabla

10).

Figura 10: Gel de poliacrilamida genotipos del marcador IGF1ovl; carril: 1, 3 y 4 genotipo AB;
carril: 2 genotipo AA; carril: 5y 6, genotipo BB
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Una vez realizado el proceso de genotipificacion en la poblacion total se procede a realizar la
evaluacion de las frecuencias alélicas y genotipicas, encontrando que en la poblacion general, para
el marcador IGFlovl, se obtuvo mayor frecuencia del alelo B (63%), siendo este mayor que en
comparacion al alelo A.

Mientras que para la frecuencia genotipica encontrdndose que el 57% de la poblacion es
heterocigota.

En comparacion para el andlisis de las frecuencias alélicas, de las tres poblaciones postuladas para
el presente estudio, donde se encontrd que en la poblacién de valles interandinos, el alelo B cuenta
con mayor frecuencia en comparacion a las otras poblaciones, mientras que la frecuencia A de la
poblacidn localizada en el piedemonte Ilanero, tuvo la frecuencia més baja (tabla 9).

Los valores presentan una diferencia debido a que cada sistema de produccién se rige bajo
parametros de seleccion diferentes, utilizando animales de la misma produccion como
reproductores lo que aumenta el porcentaje de animales que posean ambos genotipos
(heterocigotos), pero también es de suma importancia tener en cuenta, que la poblacién del alelo
A se encuentra en una menor proporcion lo cual, en un futuro se llevara un proceso de deriva

genética del alelo A, afectando la poblacion debido a la ausencia de este alelo.
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Tabla 9: determinacion de las Frecuencias Alélicas, para el marcador IGFov1 en la poblacién de
manera general y para cada poblacion, Valles interandinos, Cérdoba, Piedemonte llanero, y por
tipo de alelo (A y B)

Frecuencia alélica y genotipicas en la poblacion en general

Marcador Frecuencia alélica Frecuencia genotipica
A B AA AB BB
IGFlovl 36,87 63,13 8,08 57,58 34,34

Frecuencia alélica en cada poblacion

Alelo Valles interandinos Cérdoba Piedemonte llanero
A 0,415 0,348 0,329
B 0,585 0,652 0,671

La evaluacion de la poblacion del marcador IGF1lovl, se realizé mediante la prueba de X2, para
ellos se estimaron los valores de Ho, He, y Fis (ver tabla 10), aplicando la prueba de X2 se obtuvo
un valor de 5,552, demostrando que la poblacion para el Marcador de IGF1ov1l, no se encuentra
en equilibrio de Hardy Weinberg. Lo que indica que la poblacion esta sometida a una reproduccion
restringida entre individuos consanguineos, de igual manera se contempla la existencia de factores
que producen mutaciones génicas en los individuos.

Para el marcador IGF1ov1, en la poblacion general el valor de Fis es de -0,298 con una correlacion
de (p<0,05) siendo significativamente baja, determinandose que el grado de endogamia en la
poblacidn no es tan elevada para animales homocigotos, en comparacion a la proporcién presente

de heterocigotos. Asi mismo los valores obtenidos para cada una de las poblaciones, de valles
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interandinos 0,096 fue un valor no significativos debido a la cercania del valor ideal, en la
poblacion ubicada en Cdérdoba el valor de -0,533 (p<0,05), determindndose que el grado de
endogamia en la poblacidn no es tan elevada para animales homocigotos, y es significativamente
bajo. Por ultimo para la poblacion del piedemonte Ilanero con un valor de -0,489, medianamente
significativo (p<0.01), refiriendose que la poblacién cuanta con una tendencia a animales
heterocigotos que homocigotos semejantes entre si.

De acuerdo a los valores y el analisis realizado es importante realizar un proceso de secuencia del
marcador, para asi poder determinar el grado de asociacién a los polimorfismos identificados en
el genoma del ovino en este estudio. De igual manera dichos polimorfismos se pueden asociar a la
funcion que cumple este gen y su relacién con GH, debido a que el gen del IGF-1 realiza un proceso
de biosintesis y de transporte de aminoacidos al musculo y que regula la accién del GH en las

células dianas localizadas en la periferia a nivel muscular.

Tabla 10: Valores de Heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho), equilibrio de Hardy —
Weinberg (EHW) y valores de Fis, Comparacion por marcador y poblacion.

Valores obtenido para la poblacion en general

Poblacion Locus Ho He Fis )G Significancia

General IGFlovl 0,576 0,466 -0,298 5,552 *
Valores obtenido para cada una de las poblaciones

Poblacion Locus Ho He Fis X2 Significancia

Valles IGFlovl 0,439 0,485 0,096 0,375 ns
interandinos
Cordoba 0,696 0,454 -0,533 6,542 *
Piedemonte 0,657 0,441 -0,489 8,382 *x
Ilanero

Grados de libertad (nGmero de alelos -1), niveles de significancia: ns=no significativo, * P<0.05,
** P<0.01, *** P<0.001, (Ho) Heterocigosidad observada, (He) Heterocigosidad esperada,
indice de fijacion (Fis) y prueba de chi-cuadrado (X2).
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Marcador IGFlov2

El marcador IGF1ov2, ubicado en el intron 1, exdn 1 e intron 2, de la region perteneciente del gen
IGF-1, mediante la técnica de PCR se amplifico un fragmento con una longitud de 497 pb, para la
visualizacion del producto final se corrieron 5ul de producto de PCR en electroforesis de agarosa,

con la implementacion de un marcador de peso molecular Hyperladder 11 (ver figura 11).

MP Producto amplificado

Figura 11: Gel de agarosa al 2% para el marcador IGF1ov2, carril 1 marcador de peso molecular
Hyperladder V, del carril 2 al 11 producto obtenido de la amplificacion.

Una vez amplificado el producto PCR vy visualizado en gel de agarosa se procede a realizar el
proceso de genotipificacion de las muestras determinando la presencia de los cambios obtenidos
en las secuencias de ADN de los individuos, los productos del marcador IGFlov2, fueron
sometidos a corrido electroforético, en geles de poliacrilamida a una concentracion de 59:1 10X,
logrando observar la presencia de tres alelos, denominandolos como genotipo AA, AB 'y BB. (Ver
figura 12) una vez obtenidos dichos los alelos se procede a realizar el analisis de las frecuencias

alélicas y genotipicas para la poblacion (ver tabla 11).
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Figura 12: Gel de poliacrilamida genotipos del marcador IGF1ov2; carril 1y 6, genotipo AA,
carril 2 'y 3, genotipo AB; carril 4y 5, genotipo BB.

Cuando se ha realizado la genotipificacion en la poblacion para el marcador IGFov2, se procede a
determinar las frecuencias alélica y genotipicas, donde en la poblacion general, los valores para el
alelo A, la poblacion perteneciente a Valles Interandinos tiene mayor frecuencia para el alelo A,
encontrandose sobre 53%, mientras que la frecuencia de B esté en el 46% de la poblacion.
Referente al genotipo el 90% de la frecuencia es para los individuos heterocigotos AB, y con el
1% para el genotipo homocigoto BB, de igual manera los valores obtenidos en los individuos
muestra que la poblacion se “acerca” a un proceso de deriva génica, por perdida de alelo en la
poblacion, con ello se sugiere tomar una poblacion mas representativa de la zona y realizar estudios
que permitan tener un analisis més veridico.

Mientras que las frecuencias comparadas entre las poblaciones, de Cérdoba y Piedemonte llanero,
se encuentran en las mismas proporciones tanto para el alelo A como para el alelo B,
determinandose que una poblacién es a simple vista homogénea referente a su carga genética,
mientras que la poblacion perteneciente a valles interandinos presenta mayor frecuencia para el

alelo A.
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Tabla 11: determinacion de las Frecuencias Alélicas, para el marcador IGF1ov2 en la poblacién
de manera general y para cada poblacion, Valles interandinos, Cérdoba, Piedemonte Ilanero, y

por tipo de alelo (A 'y B)

Frecuencia alélica en la poblacién en general

Marcador Frecuencia alélica Frecuencia genotipica
A B AA AB BB
IGFlov2 53,76 46,24 8,60 90,32 1,08

Frecuencia alélica en cada poblacion

Alelo Valles interandinos Cérdoba Piedemonte llanero
A 0,585 0,500 0,500
B 0,415 0,500 0,500

Para el marcador IGF1ov2, El equilibrio genético de la poblacion se evalué mediante la prueba de
X2, se estimaron los valores de heterocigosidad esperada (he) y observada (ho) y el indice de
fijacion (Fis) (tabla 12) utilizando la prueba de X2 se obtuvo un valor de 62,038, demostrando que
la poblacién no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg. Lograndose deducir que la
poblacién estd sometida a procesos de reproduccion no al azar, y posiblemente esta cuente con
deriva genética, no cumpliendo con los postulados requeridos para que una poblacion esté en
equilibrio.

En el marcador IGF1ov2 se determin0 que para la poblacion general el valor de Fis. Es de -0,872

con una correlacion de (p<0,001) siendo significativamente alta, determinandose que el grado de
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endogamia en la poblacion es tan elevada que su conformacion casi en la totalidad es de animales
heterocigotos, en comparacion a la proporcién de individuos homocigotos.

De acuerdo a los resultados establecidos en la tabla 12. El valor obtenido para la poblacion de
cérdoba es -1,000 con un valor p<0.01 siendo este medianamente significativo, interpretando que
la poblacion tiene una tendencia de tener mayor ndmero de individuos heterocigotos que
homocigotos, en cambio los valores fueron altamente significativos para la correlacion del
marcador con un valor de -0,608, en la poblacion de valles interandinos y para la poblacion de
piedemonte llanero con un valor de -1,000, determinado con (p<0.001), donde la mayor parte casi
en su totalidad es heterocigo6tica, dichos valores obtenidos apunta a que los sistemas de produccion,
manejan un grado de endogamia alto, posiblemente esto asociado al manejo reproductivo y de
seleccion reproductores, que poseen parentesco entre ellos.

Tabla 12: Valores de Heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho), equilibrio de Hardy —
Weinberg (EHW) y valores de Fis, Comparacion por marcador y poblacion.

Valores obtenido para la poblacién en general

Poblacion Locus Ho He Fis )G Significancia

General IGFlov2 0,903 0,497 -0,872 62,038 falaied
Valores obtenido para cada una de las poblaciones

Poblacion Locus Ho He Fis )G Significancia

Valles IGFlov2 0,780 0,485 -0,608 15,148 falaied
interandinos
Cordoba 1,000 0,500 -1,000 18,000 *x
Piedemonte 1,000 0,500 -1,000 34,000 falaied
Ilanero

Grados de libertad (nimero de alelos -1), niveles de significancia: ns=no significativo, * P<0.05,
** P<0.01, *** P<0.001, (Ho) Heterocigosidad observada, (He) Heterocigosidad esperada,
indice de fijacion (Fis) y prueba de chi-cuadrado (X2).
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Marcador 1GFlov3:

El gen IGF-1 se encuentra conformado por diferentes regiones, en el caso del marcador IGF1ov3,
que se encuentra ubicado en la transcripcion de la variante X3 mRN, del mismo. Este fue corrido
mediante la técnica de PCR, obteniendo un fragmento de 298 pb, con el uso del marcador

Hyperladder V, se realizo la visualizacion del tamafio de este (figura 13).

MP Producto amplificado
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Figura 13: Gel de agarosa al 2% para el marcador IGF1ov3, carril 1 marcador de peso molecular

Hyperladder 11, del carril 2 al 12 producto obtenido de la amplificacion.

Cuando se ha confirmado la amplificacion positiva para las muestras, se efecta la genotipificacion
de las muestras, para lograr realizar la identificacion los cambios en la secuencias de ADN, los
productos del marcador IGF1ov3, fueron corridos en geles de poliacrilamida a una concentracion
de 59:1 10X, logrando observar la presencia de los tres alelos, denominandolos como genotipo
AA, ABy BB. (Ver figura 14) una vez obtenidos dichos los alelos se procede a realizar el analisis

estadistico para la poblacion.
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Imagen 14: Gel de poliacrilamida genotipos del marcador IGF1ov3; carril: 1y 2, genotipo AA;
carril 3 'y 4 genotipo AB.

Una vez se ha realizado el proceso de genotipificacion de las muestras de las poblaciones se
procede a realizar la evaluacion de las frecuencias alélicas y genotipicas, encontrando que en la
poblacion general de acuerdo a la tabla 13, Para el marcador IGF1ov3, la frecuencia del alelo A
fue mayor que la del alelo B, encontrandose por encima del 56% el alelo A, con una incidencia en
de la frecuencia genotipica del 57% para individuos heterocigotos.

En términos generales para la poblacion el genotipo BB fue el que no obtuvo ninguna incidencia
en la poblacion, esto posiblemente se ve asociado a directamente al manejo realizado en los planes
de mejora, lo cual ha llevado a la deriva génica en la poblacién estudiada.

En comparacion para el analisis de las frecuencias alélicas de las tres zonas, se encontré que en la
poblacion de Cérdoba, el alelo A obtuvo mayor frecuencia en comparacion a las otras poblaciones,
mientras que en la poblacion de piedemonte Ilanero se encontré que la incidencia entre el alelo A
y B eran semejantes, lo que quiere decir que la poblacién cuanta con una poblacion homogénea,
debido a la proporcion semejante de alelos, lograndose deducir que la poblacion ubicada en la zona
de piedemonte Ilanero cumple con ciertas caracteristicas de manejo y reproduccion, manteniendo

una proporcion de endogamia equitativa.
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Tabla 13: determinacion de las Frecuencias Alélicas, para el marcador IGFov3 en la poblacion
de manera general y para cada poblacion, Valles interandinos, Cordoba, Piedemonte llanero, y

por tipo de alelo (A 'y B)

Frecuencia alélica en la poblacion en general

Marcador Frecuencia alélica Frecuencia genotipica
A B AA AB BB
IGF1lov3 56,81 43,18 9 57 0

Frecuencia alélica en cada poblacion

Alelo Valles interandinos Cérdoba Piedemonte llanero
A 0,549 0,614 0,500
B 0,451 0,386 0,500

Para la poblaciéon destina al estudio con el marcador IGF1ov3, se calcul6 El equilibrio genético de
la poblacién se evalué mediante la prueba de Xz, se estimaron los valores de heterocigosidad
esperada (he) y observada (ho) y el indice de fijacion (Fis) (tabla 14) respecto a la prueba de X2 se
obtuvo un valor de 38,122, demostrando que la poblacion para el marcador no se encuentra en
equilibrio de Hardy Weinberg. Infiriendo que la poblacion no cuenta con reproduccion al azar, y
posiblemente esta cuente con deriva genética, y/o que no se cuente con una poblacion lo
suficientemente grande para el cumplimiento de los postulados requeridos para que una poblacién

esté en equilibrio.



80

En cuanto para la poblacion general el valor de Fis. Es de -0,504 con una correlacién de (p<0,001)
siendo significativamente alta, determindndose que el grado de endogamia es alta dentro de la
poblacion, confirmando la gran presencia de un porcentaje alto de animales heterocigotos.

De acuerdo a los valores obtenidos entre las zonas, la poblacion del piedemonte llanero con un
valor de -0,111 fue un valor no significativo debido a la cercania del valor ideal, determinandose
que esta cuenta con un nivel de animales homocigotos y heterocigotos proporcional entre ellos, el
valor fue altamente significativos para la correlacién con un valor de -0,822 en la poblacion de
valles interandinos determinado con (p<0.001), la poblacion perteneciente a Cordoba cuenta con
un valor de -0,630, su nivel de significacién esta determinado con un valor medianamente
significativo (p<0.01), refiriéndose que la poblacion cuanta con una tendencia a animales
heterocigotos mas que homocigotos, pudiendo decir que la proporcién es semejante entre la

poblacion (tabla 14).

Tabla 14: Valores de Heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho), equilibrio de Hardy —
Weinberg (EHW) y valores de Fis, Comparacion por marcador y poblacion.

Valores obtenido para la poblacion en general

Poblacion Locus Ho He Fis )G Significancia
General IGFlov3 0,670 0,446 -0,504 38,122 faleie
Valores obtenido para cada una de las poblaciones
Poblacion Locus Ho He Fis X2 Significancia
Valles IGFlov3 0,902 0,495 -0,822 27,718 Fhx
interandinos
Cordoba 0,773 0,474 -0,630 8,722 *k
Piedemonte 0,200 0,180 -0,111 0,309 ns
Ilanero

Grados de libertad (nimero de alelos -1), niveles de significancia: ns=no significativo, * P<0.05,
** P<0.01, *** P<0.001, (Ho) Heterocigosidad observada, (He) Heterocigosidad esperada,
indice de fijacion (Fis) y prueba de chi-cuadrado (X2).
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El IGF-1 de las ovejas adultas presenta una gran similitud al IGF-I humano y bovino (Francis,
Kerrie A. Mcneil, Ballard, & Owens, 1989). Estudios relacionados a la accidn de este gen, exponen
que los IGF, se producen en diferentes drganos y que ejercen efectos bioldgicos en la mayoria de
las células, La ubicuidad de los sitios de produccién y accién ha llevado al concepto de que estos
péptidos actlan por mecanismos autocrinos y paracrinos, asi como por mecanismos endocrinos
(Thissen & Underwood, 1994). En cuanto a estudios semejantes en la deteccion de polimorfismos
presentes en la hormona del factor insulinico del crecimiento, diferentes autores exponen a ver
encontrado dichas mutaciones en poblaciones bovinas. De acuerdo a estudios realizados por otros
investigadores y dando relacion a la accién que ejerce este gen en los ovinos y bovinos, las
mutaciones ubicadas en la regién promotora de este gen, ejerce un efecto significativo, sobre las
caracteristicas de crecimiento en animales, lo cual puede tener una accion sobre la transcripcion
génica, y sobre los rasgos fenotipicos (J. N. He, y otros, 2012). Otros estudios asociados a
caracteristicas de crecimiento realizada por diferentes autores, reportan que los efectos del
polimorfismo del gen IGF-1 se ven influenciados principalmente en las ganancias diarias de peso
(Lateulade & Lago, 2012).

En el caso de Silva, y otros (2006), se afirma que la relacion del gen IGF-1, en la poblacion de
animales estudiados (bovino de la raza Holandesa) fueron heterocigotos, mientras que en la
poblacion de animales Gyr estaba compuesta casi en su totalidad por animales homocigotos para
el gen, lo cual atribuye una alta frecuencia de individuos heterocigotos en la poblacion cruzada,
verificando las diferencias manifestadas en las frecuencias alélicas y genotipicas.

De igual manera en el estudio realizado por Laus da Rosas, 2016, determino la presencia de
polimorfismos en el gen IGF-1 mediante la técnica PCR y sometiendo los productos de la

amplificacion a un proceso de digestion con la enzima Hinf-I, por el método RLFP, en el cual se
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visualizaron en geles de agarosa corridos por electroforesis , tres patrones de migracion de bandas,
clasificandolas como homocigotas (VV, SS) y heterocigoto (VS), con ello se realiz6 la afirmacion
de la existencia de polimorfismos presentes en una region del gen de IGF-1.

En comparacion del trabajo realizado por Rodriguez (2010), estudio hecho en bovinos, se
obtuvieron los sigues valores para las frecuencias alélicas para tres poblaciones constituidas por la
siguiente base racial por Romosinuano, Ceb y Romosinuano cruce por Cebd, 94%, 54% y 65%
para el Alelo A, para el alelo B, 6%, 46%, 35%, lograndose observar que el alelo A primaba en
cada una de las poblaciones, en cuanto a la frecuencia genotipica los valores obtenidos para
homocigoto AA, fueron los siguientes, 90%, 25%, 32%, para heterocigoto AB, 8%, 55%, 66%,
mientras que para el homocigoto BB, 2%, 20%, 2% respectivamente al orden de la razas
estudiadas, con ello se puede determinar que los genotipos que sobresalieron en la poblacién
fueron Para Romosinuano heterocigoto con el 90%, Cebl y Romosinuano por Cebu del 55% y
66%, mientras que en la poblacion del presente estudio para el marcador IGFovl, IGFov2 y
IGFov3 se obtuvo que los genotipos que tienen mayor presencia en la poblacién son heterocigotos
(AB) con el 57,58%, 90,32%, 57%. De igual manera estos genotipos estan asociados, esto debido
a que al ser los bovinos y ovinos especies homologas, estas poseen regiones conservadas en su
genoma, por ende se presenta coincidencias en regiones especificas, en las cuales se han
obteniendo una compatibilidad genética del gen IGF-1, dando como resultado polimorfismos en

este mismo y obteniendo animales de genotipo heterocigoto con mayor incidencia en la poblacion.

En concordancia a los resultados obtenidos segun los expone Cuetia Londofio (2012), en su trabajo

realizado, las frecuencias alelicas para la identificacion de SNP’s, se ve influenciada por la
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seleccion de caracteristicas de la produccion, debido a que el apariemento no es dado al azar, por

dicho motivo no se espera que se encuentren las poblaciones en equilibrio de Hardy-Weinberg.

CONCLUSION Y RECOMENDACION.

Los resultados obtenidos mostraron que los marcadores GH, IGFovl, IGFov2 e IGFov3, disefiados
a partir del genoma de bovino son homdlogos y empalmaron perfectamente con las secuencia de
los genes GH e IGF1 de ovinos. Asi mismo se pudo identificar polimorfismos de dichos

marcadores en los ovinos criollos estudiados.

Se pudo determinar los valores requeridos para el andlisis de las frecuencias alélicas, genotipicas,
y el indice de fijacion, encontrando que la poblacién para el marcador GH, IGFovl, IGFov2,
IGFov3 no se encuentran equilibrio de Hardy Weinberg, esto debido a que los animales
seleccionados para el presente estudio estan sometidos a procesos de seleccién, planes de

reproduccion, etc.

Mediante el uso y la aplicacion correcta de la técnica PCR-SSCP se permiti6 realizar el proceso
de genotipificacion de muestras en la totalidad de la poblacion estudiada, de igual manera se
sugiere que para proximos estudios de realice la secuenciacion de los productos obtenidos a partir
de los fragmentos amplificados, para ellos se debe secuenciar fragmentos tanto de los genotipos

AA, AB y BB para confirmar los resultados obtenidos y asi ser mas veridicos en los resultados.
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Se encontr6 un alto porcentaje de individuos heterocigotos en todas las poblaciones con los
marcadores implementados en el estudio, determinado el nivel de fijacion de los alelos y de
endogamia expresados en los genotipos de los individuos, esto debido a las préacticas de manejo y

de reproduccion que se establecen en las producciones.

Se recomienda trabajar con un nimero mayor de poblaciones y de individuos para asi poder
realizar estudios méas exactos, implementando méas marcadores relacionados al crecimientos
muscular que sean reportados en literatura, de igual manera se recomiendo la utilizacién de
marcadores moleculares en producciones pecuarias y en programas de seleccion genética en

ovinos criollos colombianos.

Se concluye que las diferencias encontradas entre las poblaciones se ven determinada por los

procesos de manejo, nutricionales, ambientales y de reproduccion.
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