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RESUMEN:

Objetivo. Caracterizar y asociar el polimorfismo FecB con la prolificidad natural en los biotipos de Ovino de Pelo Colombiano
(OPC) Etiope y Suddn. Materiales y métodos. En 300 nacimientos provenientes de 167 ovejas de OPC, de los biotipos, Sudin
(n=73)y Etiope (n=94), se midié el efecto del genotipo FecB, y de los factores no genéticos: nimero de parto de la madre, el padre,
la épocay el afio de concepcidn, sobre la prolificidad natural (coderos/hembra/parto). Para esto, los animales fueron genotipados
por PCR-RFLP (Avall) para FecB y los registros productivos del rebafio fueron analizados. Se calcularon las frecuencias alélicas y
genotipicas, las cuales junto con los factores no genéticos fueron asociados a la prolificidad usando un modelo GLM de efectos fijos.
Resultados. El alelo FecB® presenté menor frecuencia (0.379+0.152) que el alelo FecB* (0.62240.152) para todo el OPC. Estas
frecuencias variaron (p<0.05) entre biotipos (Sud4n: 0.486, Etiope: 0.271), lo mismo ocurrié con el genotipo FecBPP (0.078 en
Etiopey0.236 en Sudén). El genotipo FecB** fue més frecuente en Etiope (0.526) y el genotipo heterocigoto en Suddn (0.5) y para
el OPC (0.448+0.070). No se encontraron diferencias significativas entre biotipos para los factores no genéticos. La prolificidad
varié (p<0.05) entre biotipos (1.45+0.22 en Etiope y 1.34+0.03 en Suddn), con un promedio de 1.40+0.11 para el OPC. Ninguno
de los factores no genéticos al igual que los genotipos FecB afectaron la prolificidad natural del OPC (p>0.05). Sin embargo,
esta fue més alta en el genotipo FecBPB, Conclusiones. El locus estudiado fue polimérfico. La prolificidad no se afecté por los
factores no genéticos ni por el genotipo FecB. Estos resultados podrian ser utilizados en planes de seleccién asistida para aumentar
la productividad del OPC.

PALABRAS CLAVE: Frecuencias alélicas, gen BMPRI, recurso genético.

ABSTRACT:

Objective. Characterize and associate the FecB polymorphism with the natural prolificacy in the biotypes of Colombian creole
sheep (OPC) Etiope and Suddn. Materials and methods. At 300 births from 167 OPC sheep, from the biotypes, Sudan (n =73)
and Ethiopian (n = 94), the effect of the FecB genotype was measured, and of the non-genetic factors: number of parturitions of
the mother, the father, the season and the year of conception, on the natural prolificacy (litter size). For this, the animals were
genotyped by PCR-RFLP (Avall) for FecB and the productive records of the herd analyzed. The allelic and genotypic frequencies
were calculated, which, together with the non-genetic factors, were associated with litter size using a fixed-effect GLM model.

Results. The FecB allele presented lower frequency (0.37940.152) than the FecB™ allele (0.62240.152) for the whole OPC.
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These frequencies varied (p<0.05) between biotypes (Sud4n: 0.486, Etiope: 0.271), the same occurred with the FecBBB genotype

(0.078 in Etiope and 0.236 in Sudan). The FecB** genotype was more frequent in Etiope (0.526) and the heterozygous genotype
in Sudan (0.5) and for the OPC (0.448+0.070). No significant differences were found between biotypes for non-genetic factors.
The prolificacy varied (p<0.05) between biotypes (1.45+0.22 in Etiope and 1.34+0.03 in Sud4n), with an average of 1.40+0.11 for
the OPC. None of the non-genetic factors, as well as the FecB genotypes, affected the litter size of the OPC (p>0.05). However,

this was higher in the FecBBB genotype. Conclusions. The ucus studied was polymorphic. The litter size was not affected by non-
genetic factors or the FecB genotype. These results can be used in assisted selection plans to increase OPC productivity.

KeYwonrDS: Allele frequency, BMPR1gene, genetic resources.

INTRODUCCION

La principal raza ovina en Colombia es denominada Ovino de Pelo Criollo (OPC), de la cual se pueden
establecer tres biotipos; Sudan, Etiope y Abisinio, con diferencias fenotipicas basadas en principalmente en
el color de pelaje y tamafio (1,2). En Colombia la produccién ovina se realiza en sistemas tradicionales y
familiares, con bajos requerimientos de insumos, los cuales estin generalmente relacionados con sistemas
mixtos de produccidn junto con otras especies como bovinos y caprinos (3). Se considera que el OPC es
adecuado para la produccién cérnica en sistemas extensivos, ya que la raza posee una buena adaptacion a
las condiciones productivas propias del clima tropical, tales como la tolerancia al calor, a ectoparasitos y la
capacidad de consumir pasturas de escaso valor nutricional (4,5,6). Actualmente la transferencia tecnoldgica
al sistema de produccién ovino, viene desde lugares de condiciones de produccién diferentes al trépico (7).
Asi, el mejoramiento genético en el OPC se basa en cruzamientos para aprovechar el vigor hibrido (3,5,8) en
caracteristicas asociadas al crecimiento, pero con poco efecto sobre la eficiencia reproductiva del rebafio (9).

La eficiencia reproductiva, puede ser medida por medio de varios pardmetros, entre ellos, la fertilidad, la
prolificidad y la supervivencia del cordero. La prolificidad (nimero de corderos nacidos sobre el total de ovejas
paridas) es el pardmetro més estudiado. Cambios en la prolificidad se dan principalmente por un aumento
en la tasa de ovulacidn, el numero de évulos fertilizados y la sobrevivencia embrionaria, que ocasiona un
aumento del ntimero de partos dobles y triples (8,10).

La tasa de ovulacidén estd determinada por efectos genéticos y no genéticos. Dentro de este tltimo factor
se pueden incluir la nutricién de la cordera previa a la pubertad y al servicio, la utilizacién de practicas
alimenticias como el “fushing”, la condicién corporal de la hembra, el periodo o época del ano de la monta el
cual estd directamente ligado a la disponibilidad de alimento, la edad cronoldgica de la hembra o el nimero
de parto y diferentes tratamientos hormonales (10,11). Entre los factores genéticos se pueden contar la raza,
los efectos de la consanguinidad y la accién de genes tnicos con efecto mayor (12). Estos son llamados genes
de fecundidad (Fec) (13). Los genes Fec codifican proteinas de bajo peso molecular de funcién regulatoria,
tanto en el desarrollo del ovario como del proceso de ovulacién (14). Los tres Fec més estudiados son el
Factor de Diferenciacién de Crecimiento 9 (GDF9) del cual se conocen cinco polimorfismos llamados FecG',
FecGE, FecGH, FecGT y FecGY™NS la Proteina Morfogenética Osea 15 (BMP15) con ocho variantes genéticas

descritas (FecX®, FecX™, FecX!, FecXR, FecX", FecX’, FecX® y FecX®) y el Receptor 1B de la Proteina
Morfogenética Osea (BMPR1B) del cual solo el fenotipo denominado Boorola (FecB) ha sido descrito hasta
el momento (8,15).

En el OPC se han estudiado los efectos de los polimorfismos genéticos FecXX, FecGH'y FecG! (8,16) con
la prolificidad. Sin embargo, se desconocen los posibles efectos del gen BMPRI1B — FecB sobre la misma. Por
tanto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar y asociar el polimorfismo FecB con la prolificidad natural
en los biotipos de OPC Etiope y Sudén.
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MATERIALES Y METODOS

Poblaciones, colecta de sangre y extraccién de ADN. En la presente investigacion se utilizaron 167 Ovinos
de Pelo Colombiano (OPC), pertenecientes a los biotipos, Suddn (n=73) y Etiope (n=94) de un rebafio
ubicado en el departamentos de Sucre, manejados bajo condiciones de pastoreo continuo en praderas de
Bothriochloa pertusa y Braquiaria brizanta, con disponibilidad de agua y sal a voluntad. Se obtuvieron
muestras de sangre periférica en tubos con anticoagulante (EDTA 7.2 mg) teniendo en cuenta para los
procedimientos de recoleccién de muestras, manejo y conservacion, las normas éticas, técnicas, cientificas y
administrativas para la investigacién en animales contenidas en la Ley 84 (Congreso Nacional de Colombia,
1989). El ADN se extrajo usando el estuche comercial QIAamp® DNA Mini Kit de QIAGEN. Se evalud la
cantidad y calidad del ADN usando el NanoDrop 2000™ (Thermo Fisher Scientific).

Amplificacién y genotipificacion del locus FecB. Se utiliz6 la técnica PCR-RFLP para obtener los
genotipos. Primero, se amplificé un fragmento de 190pb usando los cebadores F-5'-CCA GAG GAC AAT
AGC AAA GCA AA-3" yR-5'-CAA GAT GTT TTC ATG CCT CAT CAA CAC GGT C-3’ (17).
Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un volumen final de 25 pl que contenian 20 ng de ADN,
250 nM de cada cebador y 1X del stiper mix MangoMix'™ (Bioline®). El perfile térmico incluyé de una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 95°C por 30s, 60°C por 60s y
72°C por 60s. Las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador MasterCycler Nexus Gradient de
EppendorF . La visualizacién de los fragmentos amplificados se realizé en electroforesis de agarosa al 1.2%

tefiidos con GelRed ™ (Biotium). En un volumen final de 15 pl, que contenfan en 5 pl del producto de PCR, 1
U de la endonucleasa de restriccion Avall (G|GACC) y 1 X de tampon, se realizaron los cortes del fragmento
antes amplificado. La reaccién se incubd a 37°C durante dos horas, seguido por 80°C durante 20 minutos.
Los productos de digestion se visualizaron en geles al 9% de poliacrilamida (Acrilamida:Bis—acrilamida 37:1)
corridos a 150 V por 40 minutos y teiidos con GelRed™ (Biotium). El genotipo homocigoto FecB** solo
presenté un fragmento luego de la incubacién (190pb), genotipo FecB"® dos fragmentos (160pb y 30pb),

mientras que, el genotipo heterocigoto FecBB* present tres fragmentos (190pb, 160pb y 30pb) (14,17,18).

Andlisis de datos. Se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas para cada biotipo y en total (OPC).
Estas frecuencias se compararon entre biotipos utilizando el test de Fisher con una significancia del 5%. Todos
los andlisis fueron realizados con los programas Arlequin ver 3.5.2.2 (19) y GENALEX ver 6.5 (20).

A partir de los registros productivos del rebafo se calculé la prolificidad (coderos/hembra/parto) en 300
nacimientos (Etiope n=145 y Suddn n=155), adicionalmente, se contaron como efectos no genéticos el
ntimero de parto de la madre (1 al 5), la identificacién del padre (1 al 6), la época de concepcidn (seca-lluvia)
y el afio de concepcidn (2014-2018) para cada biotipo. Estos datos fueron analizados mediante estadistica
descriptiva y por el método de media de minimos cuadrados se evaluaron las diferencias entre estos valores,
usando el paquete estadistico R (21).

Se asocid la prolificidad observada en cada biotipo y para el OPC, con los genotipos FecB encontrados
utilizando el procedimiento GLM de efectos fijos, usando R (21) de acuerdo al siguiente modelo:

Y ikimn =+ A; +B;+Cxr+D;+F, +H, +€m

Donde:

Y jjtimn = prolificidad observada

u = Efecto de la media poblacional

A ; = Efecto del i-ésimo genotipo FecB*™, FecB®*, y FecBPP

B, = Efecto del del j-ésimo parto de la madrej = 1al 5

C; = Efecto del del k-ésimo padre £ = 1al 6

D, = Efecto del del I-ésimo ano de concepcion /= 2014 al 2018
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Fr = Efecto de la n-ésima epoca de concepcion 7 = seca (diciembre a abril) y lluvia (mayo a noviembre)
Hm = Efecto del m-ésimo biotipo Etiope o Sudén
¢ ijklnm = Efecto del error aleatorio

RESULTADOS

La variante FecB en el ovino de pelo colombiano fue polimérfico, con diferencias entre biotipos (Tabla 1).
El alelo FecB* presenté mayor frecuencia en el biotipo Etiope (p<0.05) y el alelo FecB® en el biotipo Sudin

(p<0.05). Para todo el OPC la frecuencia del alelo FecB® fue més baja (0.379 + 0.152). Se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) en la distribucién de los genotipos entre los biotipos de OPC. El genotipo

FecB™™ fue el mas frecuente en el Etiope, mientras que, el genotipo Fec®®* lo fue en el Sudin y en todo el

OPC. El genotipo de interés FecB®® fue mas frecuente en Sudan que en Etiope (p<0.05), con un promedio
paracl OPC de 0.157 + 0.111 (Tabla 1).

TABLA 1.
Frecuencias alélicas y genotipicas para el locus FecB en el OPC.

Frecuencias  |Frecuencias
Alelicas Genotipicas

Bioti
iohipolp. g FecElB FecB Fen:ElB FECEIBB
+ ++ +

Ftiope | 720% 0,271 0.526% 0 308 0.078° |

Sudan | 514°|0.486%|0.264°|0.500%| 0. 236

0.622 (0.379 |0.395 |0.448 |0.157
+0.152(£0.152(+0.185|+0.0701+0.111

OPC

- bLetras diferentes en la nisma columna,
difieren estadisticamente (p<0.05).

En las variables numero de parto de la madre, padre, época de concepcidn y afio de concepcidn, no se
encontraron diferencias estadisticas entre los biotipos. Por tanto, se presenta la estadistica descriptiva de
estos valores como promedios para el OPC (Tabla 2). En promedio cada hembra tuvo 2.7+1.5 partos. La
mayoria de las hembras tuvo un solo parto (39.5%), el 20.7%, 12%, 10% y 9% tuvieron dos, tres, cuatro y
cinco partos respectivamente. Las hembras fueron servidas por seis machos, los cuales sirvieron en promedio
15+6.4 hembras cada uno. En promedio, en cada época se sirvieron 7045.6 hembras en cinco afios con
promedio de 35+11 montas/afio.
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TABLA 2
Estadistica descriptiva para las variables evaluadas en la raza OPC.
Variable Promedio |\ 4 imofMisdimo|CV
+D E
pronficigsa® [140£0.01 1 |2 |7.o% ]|
Parto dela
b 2715 |1 5 55.6%
rmadre
Padre © 15+6.4 10 25 42.7%
Epaca de
g |70+£5.8 65 76 3.0%
concepcion
\aflo de
e 3511 27 48 31.4%
concepcion
Prumero de corderos/hembra/parto. bNL'unEn‘D de
parto de la madre. “Nimero de crias por padre.
]Nmnem e concepclones por epoca. *Nimero
de concepciones por afio.

El nimero de parto de la madre, el efecto del padre, de la época de concepcidn y ano de concepcion no
afectaron (p>0.05) la prolificidad en los biotipos de OPC estudiados. Por otro lado, la prolificidad promedio

st varid significativamente entre biotipos (p<0.05) con valor de 1.45 + 0.22 en Etiope y 1.34 + 0.03 para
Sudén (Tabla 3).

TABLA 3
Prolificidad promedio entre genotipos FecB para cada biotipo.

Genotipos |

. B i .
Biotipo FecB Promedios
FecB ' + FechD

Eriope 12604 |15620.6[1 608051 4520 27"

Sudin 133405 | 1324041388041 34000
lopc  |1.27+0.00)1.44£0.1]1 4040 1)1.40£0.11 |

bLetras diferentes en la misma columnna,
difieren estadisticamente (p<0.05).

Para toda la poblacién la prolificidad promedio encontrada fue de 1.40 + 0.11 con un valor maximo de
2 crias/hembra/parto.

La asociacidn ente genotipo y prolificidad no fue significativa (Tabla 3), aunque, esta fue mayor en el

genotipo FecB®® en los dos biotipos y para todo el OPC, respecto de los otros genotipos.
DISCUSION

La variante FecB consiste en el cambio de una Adenina por una Guanina (c830A>G), lo que ocasiona
el cambio no sindnimo en posicién 249 de la proteina, cambiando la Glutamina por Arginina (Q249R)
(14,15,22,23). Este es el primer reporte de la presencia de la mutacién FecB® en el OPC. En otras razas en el
mundo la frecuencia de este alelo fue de 0.35 en Kalehkoohi (22), 0.14 en Nilagiri (17), 0.61 en Garole (24),
1.0 en Hu (18), 0.63 en Han (18) y 0.5 en Bayanbulak (25). Mientras que, este alelo no se ha encontrado
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en las razas Barbarine, Queue Fine de L’Ouest, Noire de Thibar, Sicilo-Sarde, D’man, Romanov, Finn, East
Friesian, Teeswater, Blueface Leicester, D’Man, Chios, Mountain Sheep, German Whiteheaded Mutton,
Lleyn, Loa, Galician, Barbados Blackbelly y St. Croix (18,16).

El tamano de la camada tiene un gran impacto en la eficiencia reproductiva de las ovejas. La prolificidad,
estd directamente relacionada con la tasa de ovulacion (22) que es el resultado de la variacién en la sensibilidad
de la liberacién de gonadotropinas y a los efectos de retroalimentacion de los esteroides gonadales (26,27).
Estas pueden ser afectadas tanto por factores genéticos (FecB) como no genéticos (8). La prolificidad
promedio encontrada en esta investigacion (1.40+0.11) fue més alta que lo reportado por otros autores para
este mismo grupo racial (4,8,28).

Diversos autores muestran un efecto significativo (p<0.01) en el aumento de la prolificidad en las ovejas
con genotipo FecBB® (15,18,22,23). Ast, el gen BMPRIB es uno de los genes candidatos clave para el control
genético de la tasa de ovulacién y el consiguiente aumento de la prolificidad en diferentes razas ovinas. Se ha

demostrado que el alelo mutado (FecB®) produce un aumento en la tasa de ovulacién, que, adicionalmente
aumenta entre +1 a +1.5 dvulos liberados por cada copia del alelo FecB® (29). Luego, en promedio, las ovejas
con genotipo FecB®® o heterocigotas (FecBB+) tienen entre 0.64 y 0.35 mds crias al parto, respectivamente,
que las ovejas con genotipo FecB**. Lo anterior convierte al alelo FecB® y al genotipo FecB®® como objetos
de interés zootécnico.

En este trabajo no se encontré una asociacién significativa entre genotipo y prolificidad, sin embargo,
en ambos biotipos y en general para el OPC el genotipo FecB®® presentd la mayor prolificidad. Lo cual
representd 0.4 y 0.05 més crias en Etiope y Suddn, respectivamente. Para el OPC este aumento en la

prolificidad fue de 14.7%.

El biotipo Suddn presenté mayor frecuencia del alelo y del genotipo de interes (FecB® y FecBP?) respecto al
biotipo Etiope (p<0.05), sin embargo, la prolificidad observada fue mayor en el biotipo Etiope (p>0.05). Lo
anterior sugiere, que la prolificidad natural para la raza OPC, estd seguramente bajo el control de otros genes
no determinados hasta el momento. Al respecto, se han genotipado y asociado los polimorfismos genéticos

FecXR, FecGH y FecG! (8,16) con la prolificidad en el OPC, con resultados no significativos.

Al igual que en este trabajo, Pineda et al (8) reportan que los factores clasificados como no genéticos
(ntimero de parto de la madre, padre, de la época y afio de concepcién) no afectaron (p>0.05) la prolificidad
en la poblacién de OPC estudiada.

Varios autores reportan que la prolificidad natural de la oveja aumenta con la edad del animal (4,30,31).
Una posible explicacién al fenémeno puede atribuirse a la edad (32) y al peso corporal de la oveja al momento
de apareamiento, ya que conforme la oveja madura y alcanza su desarrollo corporal y fisiolégico, se hace
mas eficiente para mantener una gestacién, producir mas leche y expresar su habilidad materna (33). El
crecimiento compite con la gestaciéon y los procesos reproductivos por la obtencién de nutrientes circulantes
en el organismo, lo que disminuye los pardmetros reproductivos. Asi es, como sucede en la mayoria de los
sistemas de produccién extensivos tropicales, donde el sistema de apareamiento es continuo y las ovejas son
aparcadas generalmente entre los 20 y 26 kg (34).

El efecto del padre no afecto la prolificidad de la hembra OPC, estas diferencias en el efecto del macho,
pueden estar intimamente relacionadas con la condicién corporal, el estado nutricional, estado sanitario, la
proporcién machos:hembra en los lotes de monta y descanso del macho entre épocas o estaciones de monta,
las cuales repercuten de una u otra manera sobre la calidad espermdtica y la funcién reproductiva (8,35).

Las dos variables relacionadas con la fecha de concepcién de las crias no tuvieron relacion significativa con
la prolificidad, aunque el afio 2014 y en la época de lluvia esta fue mayor. En ovinos Pelibuey x Blackbelly
y sus cruces con Dorper y Katahdin en México reportaron efecto significativo del ano, pero no de la época
sobre la prolificidad (31). En la raza Lacaune encontré efecto del afio (35).

Conflicto de intereses.
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