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Resumen

Los parametros reproductivos de bovinos lecheros son dificiles de mejorar
genéticamente mediante métodos tradicionales de seleccion. El objetivo de la
presente investigacion fue determinar la asociacion entre la habilidad
reproductiva de vacas Jersey, y los genes FSHR (receptor de hormona foliculo
estimulante) y LHR (receptor de la hormona luteinizante), especificados mediante
polimorfismo de nucleétido simple, o por factores distintos. La poblacion utilizada
fueron 120 vacas Jersey. Mediante analisis estadisticos usando el procedimiento
MIXED en SAS 9.3®, se determind la habilidad reproductiva de la vaca para
guedar gestante, definida por un estimador de la habilidad reproductiva. El
andlisis genomico consisti6 en la extraccion de ADN de bulbo piloso y
determinacion de las variantes alélicas por medio de SNPs reportados en la base
genética HapMap-NCBI, utilizando la técnica de PCR en tiempo real. El modelo
utilizado para predecir la habilidad reproductiva fue yij=p1+Xpj+Auk+eij, en el cual
B determina los efectos de los marcadores moleculares. Usando el mismo
modelo, también se obtuvieron estimadores para las variables reproductivas
ndamero de dias abiertos y nimero de servicios por concepcion. La poblacion
estudiada tuvo mayor frecuencia de genotipo heterocigoto (CG) para FSHR, y en
el gene LHR-1 fue 0.99 para T y 0.01 para G. Con el andlisis de los marcadores
moleculares se identificé a rs41256849 como monomorfico (TT). La habilidad
reproductiva de las vacas Jersey se mostré mas influenciada por los marcadores
rs43745234 y rs449811104 para FSHR y por rs41256850 para LHR. Por lo
anterior, el uso de marcados moleculares representa una herramienta que podria
ser util para el mejoramiento genético de parametros reproductivos.

Palabras clave: estimador reproductivo, hormonas de la reproduccién y analisis
gendmico.

Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacion Ganadera, Posgrado en Produccion
Animal, Universidad Auténoma Chapingo

Autor: Veronica Caudillo Aguilar

Director de Tesis: Baldomero Alarcon Zuiiga



Abstract

The reproductive parameters of dairy cattle are difficult to improve genetically
through traditional methods of selection. The objective of this research was to
determine the association between the reproductive ability of Jersey cows with
the FSHR (follicle-stimulating hormone receptor) and LHR (luteinizing hormone
receptor) genes, using SNPs. The population used comprised 120 Jersey
females. Statistical analysis using PROC MIXED in SAS 9.3® determined the
reproductive ability of the cow to become pregnant defined by reproductive ability
estimator. Genomic analysis were undertaken by extraction of hairy bulb DNA and
determination of allelic variants by means of SNPs reported in the genetic base
HapMap-NCBI with the real-time PCR technique. The model used to predict
reproductive ability was yij=p1+XBj+Auk+eij, in wich B represents the effects of
the molecular markers. Using the same model, estimators were also obtained for
the production variables days open and number of services per conception. The
studied population showed higher frequency of the heterozygous genotype (CG)
for FSHR, for the LHR-1 gene it was 0.99 for T and 0.01 for G. The molecular
markers analysis identified rs41256849 as monomorphic (TT) for the studied
population. The reproductive ability of Jersey cows was more influenced by
SNPsmarkers rs43745234 and rs449811104 for FSHR and rs41256848 for LHR.
Therefore, the use of molecular markers represents a tool for genetic
improvement of reproductive parameters in Jersey dairy cattle.

Key words: reproductive estimator, reproductive hormones and genomic analysis
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1 INTRODUCCION GENERAL

La infertilidad es uno de los problemas méas importantes en los hatos lecheros.
Lucy (2001) menciona que en la industria lechera a nivel mundial se ha observado
una reduccion del porcentaje de concepcion. Este autor afirma que en 1951 se
lograba gestar 65% de las vacas servidas, mientras que en 2000 se obtuvo
menos que 40%. Velastegui (2012), menciona que México no ha sido ajeno a
este fendmeno, hace 30 afios mas de 50% de las vacas servidas quedaban
gestantes y actualmente es menor que 40%. Hernandez (2000) determiné que la
produccién de leche no afectd el intervalo entre partos, servicios por concepcion,
ni dias abiertos; sin embargo, puede ser un factor que influye la fertilidad cuando

se asocia con un manejo deficiente de la alimentacion.

El mejoramiento genético en hatos lecheros enfocado a incrementar la
produccion de leche por vaca ha desencadenado un descenso en el desempefio
reproductivo de las mismas. Esta disminucion significa un aspecto critico para la
mejora genética mediante seleccion, debido a la baja heredabilidad de las
caracteristicas relacionadas con la reproduccion (VanRaden et al., 2004). La raza
Jersey ha mostrado superioridad en fertilidad en condiciones de pastoreo
comparada con Holstein (Caraviello, 2004; Vargas-Leitdbn, Marin-Marin &

Romero-Zuaiiga, 2012).

Investigaciones relacionadas con el estudio de caracteristicas productivas de
animales domésticos y su relacion con la expresion de genes, han sido de tipo
estadistico, por ser el resultado de la interaccion entre factores ambientales y un
elevado nimero de genes (Solarte & Rosero, 2008). Una manera eficiente para
mejorar la fertilidad es la construccion de un indice de seleccién, utilizando
estimadores de los pardmetros genéticos y fenotipicos de las caracteristicas de

interés, ademas de sus respectivos valores econdmicos.



La seleccion mediante el uso de marcadores moleculares pretende optimizar los
esquemas de seleccion, proporcionando informacion del genoma de cada animal
y su relacidon con el desemperio fenotipico; permitiendo la seleccion de animales
superiores incluso antes de su nacimiento, ya que los mejores animales son los
que heredan segmentos de cromosomas asociados con mayor mérito genético

para caracteristicas de interés econdémico (VanRaden, 2008).

Las tecnologias moleculares permiten mejorar la seleccion para caracteres
fenotipicos dificiles de evaluar mediante métodos tradicionales de mejoramiento,
como los reproductivos y de longevidad. Los polimorfismos de nucleétido simple
(SNP) representan la variacion genética que ocurre de manera natural en el
genoma; consisten en una sustitucion de una base nitrogenada que produce dos
formas alternativas en la secuencia de ADN (Pearson & Manolio, 2008). Cuando
un SNP genera un cambio en la sintesis proteica, se produce un cambio en la
expresion fenotipica de un caracter, lo que involucra un cambio en la fisiologia
del individuo (Zhang & Hewitt, 2003).

Las funciones reproductivas engloban el funcionamiento del eje hipotalamo-
glandula pituitaria-gbnadas y sus interacciones, que reacciona a un estimulo
interno o externo hacia el sistema nervioso central, desencadenando la liberacion
de un neurotransmisor al hipotalamo y con ello la liberacién de GnRH, la cual
estimula a la adenohipdfisis para la secrecion de LH y FSH. Los genes receptores
de FSH y LH son expresados en las génadas, mientras que el gen receptor de
GnRH es expresado en la glandula pituitaria anterior (Themmen & Huhtaniemi,
2000). La regulacién de la expresion génica en células foliculares no esta
completamente definida, ya que, aunque el receptor de FSH (FSHR) esta
regulado especificamente a través del receptor de andrégenos, los mecanismos
reguladores inter e intracelulares pueden ser criticos para el crecimiento folicular

normal y la seleccion folicular (Spicer & Aad, 2007).



En el Capitulo 2 de esta tesis se presenta una revision de literatura mas detallada
acerca de las caracteristicas reproductivas mas importantes y sus posibilidades
de mejoramiento genético, mediante técnicas tradicionales y con el apoyo de la
genética molecular. En el Capitulo 3 se muestra un estudio realizado con el
objetivo de determinar si la habilidad reproductiva de las vacas Jersey esta
relacionada con el genotipo de reproduccién para los genes FSHR y LHR

(receptor de la hormona luteinizante).



2 Revision de Literatura

2.1 Caracteristicas reproductivas de bovinos lecheros

El desempefio reproductivo de las vacas en los hatos lecheros, ha representado
un aspecto critico para su mejora genética mediante seleccion, debido a la baja
heredabilidad y a la desfavorable respuesta correlacionada con el incremento en
la produccion de leche. VanRaden et al. (2004) mencionan que la seleccién de
animales por alto rendimiento de leche trae como consecuencia intervalos entre
partos mas largos, debido a una desfavorable correlacion genética (0.35) entre
el rendimiento lechero y dias abiertos.

Caraviello (2004) estim6 un mejor comportamiento reproductivo de vacas Jersey
en pastoreo comparado con Holstein, aun cuando Jersey produce mas leche
(corregido por energia) por unidad de peso vivo; ademas, este autor menciona
gue considerando la problematica reproductiva que se tiene en hatos lecheros,
Jersey mostré 1.4 unidades puntuales menos, escala 1 a 5, para dificultad al
parto. Por otra parte, Vargas-Leiton et al. (2012) reportaron para Jersey un
intervalo de dias abiertos de 137, mientras que para Holstein fue 150.

En cuanto a la disminucién de la fertilidad a través del tiempo, razas como
Shorthorn, Jersey y Ayrshire tuvieron decrementos menores que Guernsey,
Brown Swiss y Holstein (VanRaden et al., 2004).

2.2 Heredabilidad de pardmetros reproductivos

La heredabilidad de variables reproductivas en vacas ha sido estimada desde el
siglo pasado. Para intervalo entre partos y formacién del primer cuerpo lateo
(periodo del parto a la primera ovulacion) se han reportado heredabilidades
aproximadas a 0.13 (Darwash, Lamming & Woolliams, 1997); valores que pueden
considerarse bajos. Sin embargo, los mismos autores mencionan la importancia
de incluir las caracteristicas reproductivas de los animales a seleccionar, ya que
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solo considerar sus caracteristicas productivas puede afectar la fertilidad del
hato.

La heredabilidad para dias al primer parto en Jersey fue reportada por VanRaden
et al. (2004), 0.04+0.01, valor menor que los estimados en otras razas. Esta
caracteristica se relaciona con los dias al primer celo, evento manifestado por la
madurez folicular; sin embargo, la regulacion de la expresion génica en células
foliculares no esta completamente determinada, ya que, aunque el FSHR esta
regulado especificamente a través del receptor de andrégenos, los mecanismos
reguladores inter e intracelulares pueden ser criticos para el crecimiento folicular

normal y la seleccidn folicular (Spicer & Aad, 2007).

VanRaden et al. (2004) estimaron que la heredabilidad para largo de gestacién
en vacas de dos a cinco lactancias varié de 0.33 a 0.36, mientras que en vacas
de primera lactancia de 0.46 a 0.47. Estos autores mencionan que esta
caracteristica influye poco en la varianza del intervalo entre partos; sin embargo,
una desviacion estandar de 1.6 dias es un componente importante para la
caracteristica dificultad al parto. Los mismos autores reportaron la correlacion de
tasa de prefiez de las hijas con la vida productiva de las mismas, 0.46 en Holstein

y 0.23 en Jersey.

Veerkamp, Koenen, y De Jong (2001) encontraron heredabilidades para
condicion corporal de 0.38, fertilidad de 0.01 a 0.07, nUmero de servicios por
concepcion de 0.25, y concepcion al primer servicio de 0.05; asi como
desviaciones estandar genéticas de 9 dias para dias al primer servicio e intervalo

entre partos.

2.3 Factores no genéticos

La infertilidad es uno de los problemas mas importantes en los hatos lecheros.

Lucy (2001) menciona que en la industria lechera a nivel mundial se ha observado



una reduccion del porcentaje de concepcion. Este autor afirma que en 1951 se
lograba gestar 65% de las vacas servidas, mientras que en 2000 se obtuvo
menos que 40%, este fendbmeno también se ha presentado. En México, hace 30
afios mas de 50% de las vacas servidas quedaban gestantes, hoy dia es menor
que 40% (Velastegui, 2012). Herndndez (2000) determiné que la produccién de
leche no afectd el intervalo entre partos, servicios por concepcion, ni dias
abiertos; sin embargo, puede ser un factor que deprima la fertilidad cuando se

asocia con un manejo deficiente de la alimentacion.

El manejo alimenticio de los hatos lecheros es complemento importante para la
fertilidad de las vacas. Veerkamp et al. (2001) mencionaron que un alto valor
genético para el rendimiento lechero afecta desfavorablemente la fertilidad,
aunque la correlacion genética sugiere que la adecuada condicién corporal en
algunas etapas de la lactancia podria ayudar a reducir el efecto desfavorable de

la seleccion para un mayor rendimiento en la fertilidad.

El incremento excesivo del nimero de vacas en hatos lecheros bajo condiciones
sanitarias o de manejo no completamente favorables también se asocia con la
baja fertilidad, afectada por la incorrecta deteccion de estros y mal manejo
sanitario, propiciando retencion de placentas, infecciones uterinas y abortos. El
mal manejo hormonal para la alteraciéon de la ovulacién puede inducir a la
presencia de quistes foliculares bovinos y con ello una alteracién en la expresion
de los receptores de gonadotropina en los foliculos, debido a los cambios en el
sistema de sefalizacion para las gonadotropinas (Marelli, Diaz, Salvetty, Rey &
Ortega, 2014).

2.4 Evaluaciones genéticas

Investigaciones relacionadas con caracteristicas productivas de los animales

domésticos y su relacion con la expresion de genes, han sido de tipo estadistico,



por ser el resultado de la interaccién entre factores ambientales y un elevado
namero de genes (Solarte & Rosero, 2008).

En afos recientes, en el mundo ha habido un progreso genético considerable en
la produccion de leche. Pryce y Veerkamp (2001) sefalan que los aumentos en
rendimiento lechero han estado acompafados por un aparente alargamiento del
intervalo entre partos, dias abiertos, dias al primer celo y una disminucion en las
tasas de concepcion, aparentemente tanto a nivel genético como fenotipico. Sin
embargo, Walsh, Williams y Evans (2011) mencionan que el balance energético
negativo es un factor importante que contribuye a la patogénesis de infertilidad,
recuperacion del utero, inflamacién e infeccién postparto; asi como la deteccién
del estro y la inseminacion en el momento correcto en relacion con la ovulacion,
considerando que para mejorar la fertilidad de las vacas lecheras en el largo plazo
es necesario centrarse en soluciones genéticas para lograr la prefiez de las

mismas.

El calculo de la heredabilidad de la fertilidad se determina a partir de fechas de
servicio, considerandose como la parte aditiva, las cuales tienen un valor
pequefio en comparacién con la variacion fenotipica, la cual es altamente
influenciada por el ambiente; por tanto, los estimadores de heredabilidad son
pequefios, generalmente menores que 0.05, aunque los coeficientes de variaciéon
genética son comparables a los de caracteristicas productivas (Pryce &
Veerkamp, 2001).

La forma mas eficiente para mejorar la fertilidad es la construccion de un indice
de seleccién, utilizando las estimaciones de los parametros genéticos y
fenotipicos de todas las caracteristicas de interés, ademas de sus respectivos
valores econdémicos. Se pueden incluir caracteristicas como intervalo entre
partos, dias abiertos, dias al primer servicio o edad al primer parto, pero también
se pueden incluir las relacionadas con el balance de energia, peso vivo y cambio

de condicion corporal, las cuales tienen mayor heredabilidad. Para restablecer el
9



equilibrio entre la fertilidad y la produccién, algunos paises publican evaluaciones
genéticas de caracteristicas relacionadas con fertilidad, incluyendo: Dinamarca,
Finlandia, Francia, Alemania, Israel, Paises Bajos, Noruega y Suecia. Los
calculos del modelo muestran que a pesar de la relativamente baja heredabilidad
de la mayoria de las variables relacionadas con fertilidad, existe una variacién
genética suficiente para incluirlas en un indice de mérito econdémico total (Pryce
& Veerkamp, 2001).

Las correlaciones genéticas entre produccion y fertilidad son indeseables, debido
a que la fertilidad disminuye con el aumento del mérito genético para la
produccion de leche. El impacto de esto es que, con la seleccion para rendimiento
lechero y un aumento del valor genético de aproximadamente 100 kg de leche
afiol, se espera que el intervalo entre partos aumente entre cinco y 10 dias en
los proximos 10 afios (Pryce, Esslemont, Thompson & Veerkamp, 1998).
Veerkamp et al. (2001) reportaron correlaciones fenotipicas entre la fertilidad y el
rendimiento de leche de -0.15 a 0.20, mientras que las correlaciones genéticas

entre estas caracteristicas fueron desfavorables (0.37 a 0.74).

La seleccion mediante el uso de marcadores moleculares pretende optimizar los
esquemas de seleccién mendeliana proporcionando informacién del genoma de
cada animal para la comparacién con su desempefio fenotipico. Lo anterior
permite la seleccion de animales superiores incluso antes de su nacimiento, ya
gue los mejores animales son los que heredan segmentos de cromosomas
asociados con mérito genético mas alto para caracteristicas de importancia

econdmica (VanRaden, 2008).

La exactitud de la evaluacion genética depende de la heredabilidad de la
caracteristica evaluada, el nimero de animales de referencia en la poblacion y el
meétodo estadistico utilizado para estimar los efectos del SNP. El método BLUP
es atractivo porque la informacion previa requerida es la varianza genética aditiva

de la caracteristica en cuestion. La inclusién del valor genético promedio de los
10



padres se recomienda para capturar cualquier variacion genética no asociada

con los marcadores (Hayes, Bowman, Chamberlain & Goddard, 2009).

La seleccidon gendmica se refiere a la toma de decisiones basadas en valores
gendmicos (GEBV), los cuales se calculan por aditividad de los efectos de los
marcadores o haplotipos de estos marcadores, a través del genoma, y con ello
la identificacion de los loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) que contribuyen
a la variacion en un rasgo. El efecto de QTL, inferido de cualquiera de los
haplotipos o polimorfismo de nucle6tido simple, se estiman por primera vez en
una gran poblacion de referencia con informacion fenotipica, mientras que el
calculo del GEBV para las generaciones subsiguientes se hace a partir de la
informacion proporcionada por el marcador. Esta herramienta parece ser la
tecnologia que ha entregado el mayor incremento en la tasa de progreso genético
para la industria lactea en los ultimos 20 afios (Hayes et al., 2009).

2.5 Biotecnologia de la reproduccién

2.5.1 Gendmica

Las tecnologias moleculares permiten mejorar la seleccion para caracteres
fenotipicos dificiles de evaluar mediante métodos tradicionales de mejoramiento,
como los de la canal, reproductivos y de longevidad. Los SNP representan la
variacion genética en el genoma por la sustitucién de una base nitrogenada que
produce dos formas alternativas en la secuencia de ADN (Pearson & Manolio,
2008). Cuando un SNP genera un cambio en la sintesis proteica, esto producira
a su vez un cambio en la expresion fenotipica del caracter, lo que involucra un

cambio en la fisiologia del individuo (Zhang & Hewitt, 2003).

El aporte de técnicas de biotecnologia reproductiva desarrolladas inicialmente en

bovinos como: super ovulacién, cultivo de ovocitos, fertilizacion in vitro,
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maduracion 'y congelacibn de embriones, han sido implementadas

posteriormente en humanos (Hall, 2001).

Las funciones reproductivas engloban el funcionamiento del eje hipotalamo-
glandula pituitaria-gbnadas y sus interacciones, que reacciona a un estimulo
interno o externo hacia el sistema nervioso central, desencadenando la liberacion
de un neurotransmisor al hipotalamo y con ello la liberacion de GnRH, la cual
estimula a la adenohipdfisis para la secrecion de LH y FSH. Los genes receptores
de FSH y LH son expresados en las gbnadas, mientras que el gen receptor de
GnRH es expresado en la glandula pituitaria anterior (Themmen & Huhtaniemi,
2000).

El crecimiento folicular y la esteroidogénesis dependen de la unién de
gonadotropina a sus receptores en las células granulosa y teca de los foliculos
ovaricos. Marelli et al. (2014) han estudiado la expresién de receptores para FSH
y LH en células de la granulosa y de la teca en relacion con el tamafio de los
foliculos en vacas, mencionando que la expresion del RNA mensajero (RNAm)
de FSHR en células de la granulosa, es mas alta en foliculos pequefios y
disminuye significativamente a medida que los foliculos aumentan de tamario.
Asi mismo, dicha expresion se vuelve casi nula con la presencia de quistes. La
expresion del ARNm de LHR en las células de la granulosa es mayor en grandes
foliculos antrales que en los quistes, y no se detecta en las células de la granulosa
de foliculos pequefios y medianos. En las células de la teca, el nivel de expresion
del ARNm de LHR fue mayor en los foliculos medianos que en los foliculos
antrales pequefios y grandes, mientras que en los quistes foliculares fue mayor

en los foliculos pequefios y medianos que en los grandes.

El analisis del foliculo dominante en bovinos ayuda a determinar los genes
identificativos de FSH, estradiol y LH que regulan su crecimiento y funcion,
manifestando una evidencia molecular para la hipotesis de que el foliculo

dominante experimenta una reduccidon en la dependencia de FSH, pero
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adquieren una mayor dependencia de LH a medida que crece bajo las ondas
foliculares (Mihm et al., 2006). En vacas lecheras hay evidencia de que los
genotipos para FSHR intervienen en la respuesta a los protocolos de
superovulacion. Cory, Price, Lefebvre y Palin (2012) encontraron que las vacas
Holstein con genotipo GG para FSHR presentan un mayor porcentaje de
embriones viables; ademas, los animales CG tienen menos ovocitos no
fertilizados y los animales homocigotos AA presentan menor rendimiento

embrionario después de tratamientos superovulatorios.

Li-Ping et al. (2012) relacionaron polimorfismos de los genes LHR y GnRH con la
calidad espermatica. Considerando un SNP (A883G) en el exon 2 de GnRH y dos
SNPs (A51703G y G51656T) en el intron 9 de LHR identificados en 274 toros,
estos autores encontraron que el SNP G51656T en LHR tuvo efecto significante
en la densidad del semen, mientras que para el SNP 51703, el semen fresco de
animales con genotipo AG tuvo mayor motilidad en comparacion con los animales
de genotipos AA y GG. La densidad de semen de animales con genotipo GG fue
mayor que la de los del genotipo TT en el SNP G51656T de LHR.

2.5.2 GnRH

La GnRH es secretada en el torrente sanguineo a la glandula pituitaria, que
contiene células gonadotropas donde la GnRH activa su propio receptor, lo cual
propicia la activacion de proteinas implicadas en la sintesis y secrecion de las
gonadotropinas LH y FSH. Estos procesos son controlados por el tamafio y
frecuencia de los pulsos de GnRH, asi como por la retroalimentacion de
andrégenos y estrégenos, la baja frecuencia de pulsos de GnRH conduce a la
liberacion de FSH, mientras que la alta frecuencia de pulsos de GnRH estimula
la liberacién de LH, posteriormente la GnRH es degradada por protedlisis en
pocos minutos (Pérez, 2016). El gen receptor de GnRH esta conformado por 3
exones y ubicado en el cromosoma 6 de Bos taurus, y es un gen de tipo
codificador de proteina (NCBI, 2016).
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2.5.3 FSH

El desarrollo folicular es inducido por FSH, mientras que en los testiculos
promueve el crecimiento de tubos seminiferos y con ello la espermatogénesis. El
FSHR contiene 10 exones, se encuentra en el cromosoma 11 de Bos taurus,
contiene 194,454 pares de bases y es un gen de tipo codificador de proteina
(NCBI, 2016). Milazzotto et al. (2008) encontraron una correlacion entre la edad
a la pubertad y los cambios del genoma en la posicion 2181, de timina por
adenina, en 2248 de citosina por timina, y en 2249 de timina por adenina, esto
para FSHR en ganado Nelore. Cory et al. (2012) sugieren que los alelos
especificos del gen FSHR bovino se asocian con variaciones en el rendimiento

del embrion y en el nimero de ovocitos no fertilizados.
254 LH

La LH promueve el desarrollo de células intersticiales, y la produccién de
testosterona en testiculos y la de progesterona en ovarios. El gen LHR esta
conformado por 12 exones, se encuentra en el cromosoma 11 de Bos taurus, se
compone de 64,581 pares de bases y es un gen codificador de proteina (NCBI,
2016).

Ademas, se han detectado polimorfismos en LHR. Vasquez-Marin, Marques-
Urdaneta, Seijas-Pedroza, De La Rosa y Aranguren-Méndez (2014) encontraron
un cambio de transversacion de guanina por timina (1410G>T), lo que ya habia
sido reportado previamente y una variante nueva de transicion de citosina por
timina (1337C>T) en ganado Carora, identificando dos alelos (G y T) y tres
genotipos (GG, GT, TT) para la variante reportada, y dos alelos (Cy T) y dos

genotipos (CC, CT) para la variante nueva.

Liron et al. (2012) relacionaron dos SNPs de GnRHR y uno de LHR asociados

con la edad a la pubertad en machos de razas carnicas. Este trabajo se considera
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la primera evidencia de marcadores asociados con la edad de la pubertad en los

bovinos machos.
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3 GENOTIPIFICACION PARA FSHR Y LHR EN BOVINOS JERSEY
3.1 Resumen

Los parametros reproductivos de bovinos lecheros son dificiles de mejorar
genéticamente mediante métodos tradicionales de seleccién. El objetivo de la
presente investigacion fue determinar la asociacion entre la habilidad
reproductiva de vacas Jersey, y los genes FSHR (receptor de hormona foliculo
estimulante) y LHR (receptor de la hormona luteinizante), especificados mediante
polimorfismo de nucleétido simple, o por factores distintos. La poblacion utilizada
fueron 120 vacas Jersey. Mediante analisis estadisticos usando el procedimiento
MIXED en SAS 9.3®, se determiné la habilidad reproductiva de la vaca para
guedar gestante, definida por un estimador de la habilidad reproductiva. El
analisis gendmico consistid6 en la extraccion de ADN de bulbo piloso y
determinacion de las variantes alélicas por medio de SNPs reportados en la base
genética HapMap-NCBI, utilizando la técnica de PCR en tiempo real. El modelo
utilizado para predecir la habilidad reproductiva fue yij=p1+Xpj+Auk+teij, en el cual
B determina los efectos de los marcadores moleculares. Usando el mismo
modelo, también se obtuvieron estimadores para las variables reproductivas
namero de dias abiertos y niamero de servicios por concepcion. La poblaciéon
estudiada tuvo mayor frecuencia de genotipo heterocigoto (CG) para FSHR, y en
el gene LHR-1 fue 0.99 para T y 0.01 para G. Con el analisis de los marcadores
moleculares se identificé a rs41256849 como monomorfico (TT). La habilidad
reproductiva de las vacas Jersey se mostré mas influenciada por los marcadores
rs43745234 y rs449811104 para FSHR y por rs41256850 para LHR. Por lo
anterior, el uso de marcados moleculares representa una herramienta que podria
ser (til para el mejoramiento genético de parametros reproductivos.

Palabras clave: estimador reproductivo, hormonas de la reproduccion y analisis
gendmico.
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GENOTYPING FOR FSHR AND LHR IN JERSEY CATTLE

3.2 Abstract

The reproductive parameters of dairy cattle are difficult to improve genetically
through traditional methods of selection. The objective of this research was to
determine the association between the reproductive ability of Jersey cows with
the FSHR (follicle-stimulating hormone receptor) and LHR (luteinizing hormone
receptor) genes, using SNPs. The population used comprised 120 Jersey
females. Statistical analysis using PROC MIXED in SAS 9.3® determined the
reproductive ability of the cow to become pregnant defined by reproductive ability
estimator. Genomic analysis were undertaken by extraction of hairy bulb DNA and
determination of allelic variants by means of SNPs reported in the genetic base
HapMap-NCBI with the real-time PCR technique. The model used to predict
reproductive ability was yij=p1+XBj+Auk+eij, in wich B represents the effects of
the molecular markers. Using the same model, estimators were also obtained for
the production variables days open and number of services per conception. The
studied population showed higher frequency of the heterozygous genotype (CG)
for FSHR, for the LHR-1 gene it was 0.99 for T and 0.01 for G. The molecular
markers analysis identified rs41256849 as monomorphic (TT) for the studied
population. The reproductive ability of Jersey cows was more influenced by
SNPsmarkers rs43745234 and rs449811104 for FSHR and rs41256848 for LHR.
Therefore, the use of molecular markers represents a tool for genetic
improvement of reproductive parameters in Jersey dairy cattle.

Key words: reproductive estimator, reproductive hormones and genomic analysis
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3.3 Introduccién

El mejoramiento genético en hatos lecheros enfocado a incrementar la
produccion de leche por vaca ha desencadenado un descenso en su desempefio
reproductivo, dicho desempefio significa un aspecto critico para la mejora
genética mediante seleccion, debido a la baja heredabilidad de estas
caracteristicas (VanRaden et al., 2004). La raza Jersey ha mostrado superioridad
en fertilidad en condiciones de pastoreo comparada con Holstein (Caraviello,
2004; Vargas-Leiton, Marin-Marin & Romero-Zufiga, 2012).

Las tecnologias moleculares permiten mejorar la seleccién para caracteristicas
dificiles de evaluar mediante métodos tradicionales de mejoramiento, como los
reproductivos y de longevidad. Los polimorfismos de nucleotido simple (SNP)
representan la variacién genética que ocurre en el genoma en una sustitucion de
una base nitrogenada que produce dos formas alternativas en la secuencia de
ADN (Pearson & Manolio, 2008). Cuando un SNP genera un cambio en la sintesis
proteica, esto producird a su vez un cambio en la expresion fenotipica de un
caracter, lo que involucra un cambio en la fisiologia del individuo (Zhang & Hewitt,
2003).

Las funciones reproductivas engloban el funcionamiento del eje hipotalamo-
glandula pituitaria-génadas y sus interacciones. Este eje reacciona a un estimulo
interno o externo hacia el sistema nervioso central, desencadenando la liberacion
de un neurotransmisor al hipotalamo y con ello la liberacién de GnRH, la cual
estimula a la adenohipdfisis para la secrecién de LH y FSH. Los genes receptores
de FSH y LH son expresados en las gonadas, mientras que el gen receptor de
GnRH es expresado en la glandula pituitaria anterior (Themmen & Huhtaniemi,
2000). La regulacién de la expresion génica en células foliculares no esta
completamente definida, ya que, aunque el FSHR (receptor de hormona foliculo
estimulante) esta regulado especificamente a través del receptor de andrégenos,

los mecanismos reguladores inter e intracelulares pueden ser criticos para el
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crecimiento folicular normal y la seleccion folicular (Spicer & Aad, 2007). La LH
promueve el desarrollo de células intersticiales, y la produccion de testosterona

en testiculos y la de progesterona en ovarios (NCBI, 2016).

En México, se ha reportado un solo estudio en cuanto a genotipos de la
reproduccion en vacas, Hernandez (2010) obtuvo diferencias significativas en la
respuesta a ovulacion multiple de acuerdo al genotipo de FSHR en 31 hembras
(14 Cebu, 11 Suizo y seis hibridas).

El objetivo de este estudio fue determinar la relacidon entre la habilidad
reproductiva de vacas Jersey y los genotipos para los genes de FSHR (receptor
de la hormona foliculo estimulante) y LHR (receptor de gonadotropinas de la

hormona luteinizante), mediante el uso de SNP.
3.4 Materiales y métodos
3.4.1 Lote experimental de animales

La poblacion con la que se realiz6 esta investigacion pertenece al rancho La
Hondonada, ubicado en el municipio de Colon, Querétaro. Este rancho cuenta
con una poblacion de 1200 vacas de raza Jersey en produccion a través del afio,
en un sistema automatizado de ordefio y registro diario de peso vivo y produccion
de leche individual. El sistema de produccion se basa en pastoreo de praderas
de ballico perenne (Lolium perenne), trébol blanco (Trifolium pratensis) y alfalfa
(Medicago sativa), con uso de suplemento alimenticio en cada una de las dos

ordefas al dia, formulado de acuerdo con la etapa reproductiva de cada animal.
3.4.2 Seleccion de animales

La seleccion de los animales para el estudio gendmico inicié con el analisis de
los parametros reproductivos de 985 vacas productoras de 2004 a 2016, de las
cuales se tuvieron datos reproductivos dentro del hato, los cuales se analizaron

mediante clases formadas por cada afio; sin embargo, debido a que el hato inicié
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el sistema de registro en el afio 2004, el periodo de 2004 a 2010 se colapso6 en
una sola clase, debido al numero de observaciones; asi como para los afios 2015
y 2016, debido a que el registro para 2016 incluyé Unicamente los meses de
enero y febrero. Asi mismo se formaron clases de dias después del parto,
considerando la primera clase del dia uno al dia 30 después del parto con el
objetivo de incluir el periodo de espera voluntaria después del parto, a partir del
dia 31 se formaron clases cada 10 dias, hasta llegar a la clase 18 la cual

determina un periodo de 200 dias después del parto.

También se obtuvo informacién relacionada con el pedigri, su fecha de
nacimiento, su edad al primer celo, servicio, gestacion y parto, y la fecha de cada
celo, servicio y parto, a partir de la primera lactancia. De la poblacién total, se
seleccionaron para su genotipificacion 120 vacas, con base en el registro de

namero de lactancias (mas de tres) e informacion de pedigri.

3.4.3 lIdentificacion de polimorfismos de ADN en FSHR y LHR

El analisis gendmico inici6 con el muestreo de foliculos pilosos de las vacas
seleccionadas. El pelo de la cola de cada una de las vacas se recolectd y depositd
en sobres de papel con la identificacién del animal. Las muestras se mantuvieron
refrigeradas hasta su uso en laboratorio. Posteriormente, la extraccion de ADN
de los bulbos pilosos de los 120 animales se realizé con la técnica propuesta por
Burgos-Paz, Ceron-Muiioz y Moreno-Ochoa. (2010), con la cual se determinaron
las variantes alélicas de FSHR y LHR, por medio de SNPs reportados en la base
génica HapMap-NCBI (Cuadro 1), con el equipo para la reaccion en cadena de
polimerasa en tiempo real (PCR), el producto amplificado se detecta mediante
marcadores de fluorescencia que se hibridan a sondas de oligonucleétidos que
se unen a una de las dos combinaciones especificas del marcador, los cuales

emiten fluorescencia FAM™ o HEX™,
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Cada SNP fue elegido para amplificar los exones uno, tres y siete de FSHR y el
exon uno de LHR. La amplificacion se realiz6 para cada marcador en un volumen
total de 10.14 yL. La mezcla de reaccion incluyé cinco uL de ADN gendémico, 0.14
ML de de PrimerMix y cinco yL de MasterMix. La reaccién de PCR inicié con 15
min a 94 °C; 10 ciclos de 94 °C por 20 segundos, y 55.6 °C por 60 segundos,
para finalizar con 36 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 55 °C por 60 segundos, y

37 °C por 60 segundos.

Cuadro 1. Secuencia de los SNPS usados para la amplificacion en PCR y
secuencia de ADN de FSHR y LHR.

SNP Secuencia

FSHR-1 5 TTCTCTTTCACAGTAGAATTGAAAAGGCCAACAACCTGCATACATCGAC(C/G)CTG
ATGCCTTCCAGAACCTTCCCAACCTCCGATATCTGTAAGAACTTCTG 3

FSHR-2 5" CCGCCTCCAGTTTGCAAAGGCACAGCAGTGGCTGGGGTAGGTGAGGCTGG(C/G)
CTCCACGAGTGTGACAAATTTTTCCAGACTGGGAAGCTTTTTTAAGCGGT 3

FSHR-3 5" CATGTTGACTCTGTTCCTTTTTGTATTTTTCTAGCTCTGACCTTCATCCA(A/G)TTT
GCAACAAATCTATTTTAAGGCAAGAAGTTGATGACATGACTCAGGCT 3

FSHR-4 5" ATGTCATCAACTTCTTGCCTTAAAA(CIT) AGATTTGTTGCAAACTGGATGAAGG 3’

FSHR-5 5 CTGGGGGGCAGTGGCCGTTCCTTGGATGAAAGTTGTGGGCAGTGGATGAG(C/G)
TTTCTGACCTATAGGTCTGGGCTTGCACTTCATAGCAGCCAAACTTGCTC 3

LHR-1 5 TGTTTCAGTCGCAGCTTTTGGTCCAGTTGAATAGCATAGGTGATGGTGTG(A/C)CA
TCTTTCTAGTGTGATGACTGTGAGGGTGTAGACAGAGAGTTCACTTGC 3’

LHR-2 5"ACACCCACAAGAGGCAACACGGCAATGAGAGTAGAAAAGAGCCATCCTCCIA/GIA
GCATGACTGGAATGGCATGTTTCAGTCGCAGCTTTTGGTCCAGTTGAAT 3’

LHR-3 5 ATGATGATGAAGGCCATCACGTTGAGAATCAGGATGGTTAAGATGTAGAC(A/IC)T
GTGAGAGAGTGCTTTCCACATCCATGGGGAGGCAAATGCTGACCTTCAT 3’

Fuente: NCBI (2016). FSHR-1 corresponde a rs43745234, FSHR-2 a rs458246980, FSHR-3 a
rs43676006, FSHR-4 a rs449811104, FSHR-5 a rs209882669, LHR-1 a rs41256848, LHR-2 a
rs41256849 y LHR-3 rs41256850.
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3.5 Andlisis de datos
3.5.1 Determinacién de la habilidad reproductiva del hato

La determinacién de la habilidad reproductiva del hato se realizd usando el
procedimiento MIXED de SAS 9.3®, mediante un modelo estadistico que estima
la habilidad reproductiva de cada una de las vacas para quedar gestante, dicha
habilidad estuvo en funcién de los datos reproductivos de cada vaca en cada una
de las lactancias, considerando la primera clase de dias después del parto a partir
del dia uno al dia 30 y las siguientes clases cada 10 dias a parto del dia 31
después del parto. EI modelo consider6 como caracteristica cualitativa cada
servicio, efectivo o no efectivo, ademas de los efectos fijos y aleatorios que se

describen a continuacion:
Yijkimnop = i + Li + AP; + MPy + AS, + MS,, + DPC,, + SS5X, + Vaca,

+ bl(EPPp - .UEPP) + bZ(EPPp - HEPP)Z + €jjkimnop

donde:

Yijkimnop- 12 habilidad reproductiva de la vaca para quedar gestante;

u: media general,

L;: efecto fijo del i-ésimo namero de lactanciade lavaca (i=1,..., 5);

AP;: efecto fijo del j-€simo afio de parto de la vaca (j = 2010,..., 2015);

MP,: efecto fijo del k-ésimo mes de parto de la vaca (k = enero,..., diciembre);
AS;: efecto fijo del I-ésimo afio de inseminacién o monta de la vaca (I = 2010,...,
2015);

MS,,: efecto fijo del m-ésimo mes de inseminacion o monta de la vaca (m =
enero,..., diciembre);

DPC,: efecto fijo de la n-ésima clase de dias posparto de la vaca (n =1,...,18);
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S5X,: efecto fijo de la 0-ésima clase de tipo de semen utilizado (o = convencional,
sexado);
Vaca,: efecto aleatorio de la p-ésima vaca (p = 1,..., 911) ~ NIID(0,0:44);

b, y b, : coeficientes de regresion del efecto lineal y cuadratico de la covariable
edad de la vaca (en dias) al primer parto;

EPP,: edad (dias) al primer parto de la p-ésima vaca,

Uepp. promedio de edad (dias) de la vaca al parto;

eijklmnop: residual ~ NllD(O,GeZ)

3.5.2 Analisis de datos gendmicos

Con los resultados de la PCR real-time se determind si el animal presento
genotipo homocigoto para cada uno de los alelos especificados por el marcador
molecular o heterocigoto, posteriormente se form6 una matriz de dimensiones
(120X7) y siguiendo la metodologia de predicciones genémicas de VanRaden
(2008), se procedio a codificar e imputar dicha matriz, con el objetivo de eliminar
marcadores monomorficos y obtener una matriz de marcadores moleculares

compatible con el programa RStudio versién 3.1.

3.5.3 Prediccion de habilidad reproductiva considerando informacion de

marcadores moleculares e informacion de pedigri

El modelo utilizado para relacionar la habilidad reproductiva considerando datos
de pedigri y la informacién proporcionada por los marcadores moleculares fue

(en notacion matricial):

[Brspr—1]

Y,
1 Uy

["1]

[ | :

[ }— o+ X(120X7)] : + [A(7X120)] ;| + [e]
Y,

U120
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Este modelo se analizé6 mediante la funcion fm2=BGLR(y=Y, ETA=ETA), donde
ETA=list(list(X=X, model="FIXED"), list(K=A, model="RKHS")), de la libreria
“pedigreeR” y paqueteria "BGLR" (Bayesian Generalized Regression) de RStudio

version 3.1.
donde:

yij: vector de estimadores (1x120) de la habilidad reproductiva de la i-ésima vaca

para quedar gestante;
H: media poblacional (120x1);

X: matriz de genotipos (120x7) de acuerdo a la informacion de los marcadores

moleculares;
B: vector de efectos del j-ésimo marcador molecular (7x1);
A: matriz de relaciones genéticas; u~N (0, 52A);

e: vector de residuales ~ N(0,02) de dimensiones (7x1).

La prueba de significancia para el modelo anterior se realiz6 de acuerdo a
intervalos de confianza para el estimador a partir del hecho que el vector de

estimadores tiene una distribuciéon normal multivariada.

3.6 Resultados y discusién

El andlisis de parametros reproductivos del hato permiti6 analizar el
comportamiento general de las vacas, considerando los eventos durante 3101
partos, los cuales fueron avanzando a lo largo de las clases de afio, manifestando

gue el hato aumenta el numero de vientres en por lo menos 33% anual y que las
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vacas van siendo reemplazadas a medida que avanza el numero de lactancias
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Frecuencias de partos por numero de lactancia y afio de parto de vacas
Jersey manejadas en pastoreo en un sistema organico de produccion de leche
en Querétaro, México.

Lactancia 2010 2011 2012 2013 2014 2015 Total

1 198 70 121 145 196 254 984
2 70 119 71 122 141 212 735
3 34 30 118 80 110 152 524
4 17 12 38 96 91 118 372
5 16 14 24 55 142 235 486
Total 335 245 372 498 680 971 3101

En promedio, las vacas en el hato tuvieron su primer parto a los 24 meses de
vida y el largo de la lactancia dependi6 tanto de la produccion como de su estado
reproductivo; normalmente se manejan con un periodo seco de dos meses,
obteniendo con ese manejo una condicién corporal promedio de 3.2, en escala
de 1 a 5 (Cuadro 3). En cuanto a los parametros reproductivos, el hato presento
pardmetros normales de acuerdo con la naturaleza biolégica de las vacas y el
sistema de produccién (Cuadro 3). Los parametros obtenidos son similares a los
obtenidos por Washburn, Silvia, Brown, McDaniel y McAllister (2002), quienes
reportaron promedios de dias abiertos y servicios por concepcion de 122 £+ 2.8y

1.91 £ 0.08 para Jersey.

En cuanto al primer celo después del parto algunas vacas presentaron un celo
temprano y en esos casos se les dio servicio antes de los 45 dias de espera,
considerados bioldgicamente favorables; sin embargo, considerando los dias a
la prefiez en relacién al dltimo parto este manejo es eficiente. Los nimeros de

servicios por concepcion manifiestan que el primer servicio llega a ser el efectivo,
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aunque se ha dado hasta 16 servicios, permitiendo periodos abiertos de hasta
700 dias.

Cuadro 3. Parametros reproductivos de las vacas Jersey en produccion del afio
2004 a 2016, manejadas en pastoreo en un sistema organico de produccion de
leche en Querétaro, México

N Media Minimo Méximo D.E. C.V.

Edad al primer parto 979 737.3 531.0 1176.0 73.7 10.0
Largo de lactancia 2253 332.6 121.0 825.0 740 222
Periodo seco 1470 68.2 0.0 305.0 29.0 426
Dias al celo 8564 114.4 7.0 700.0 84.0 734
Dias al primer servicio 2936 64.6 14.0 265.0 30.1 46.6
Intervalo entre celos 5608 37.0 1.0 281.0 265 717
Dias a IA 7509 122.1 14.0 700.0 83.6 684
Numero de 7545 2.6 1.0 160 21 79.8

inseminaciones

Intervalo entre 1A 4569 38.9 1.0 311.0 28.2 726
Dias a la prefiez 2936 125.1 25.0 700.0 858 68.6
Intervalo entre partos 2115 401.4 277.0 985.0 83.0 20.7
Condicion corporal 14115 3.2 2.0 5.0 04 11.0

N= numero de registros; D. E.= desviacion estandar; C. V.= coeficiente de variacion.

El modelo que estima la habilidad reproductiva de las vacas muestra la capacidad
de cada uno de los animales del hato para quedar gestante, éste tuvo influencia
principalmente por el nimero de lactancia, tipo de semen utilizado para dar el
servicio, dias después del parto y mes en el que se da el servicio. Con base en

un analisis de minimos cuadrados, el cual reduce el error en la prediccion del
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modelo, se observo un decremento de la habilidad reproductiva minimo del 10%

en el paso de cada lactancia, y del 47% al usar semen sexado en comparacion

con el tradicional (Cuadro 4). Asi como un incremento de acuerdo con el periodo

de recuperacion del sistema reproductivo de la vaca, con declives en periodos

gue coinciden con el ciclo estral de la especie y los servicios proporcionados en

los meses de septiembre a diciembre, como se muestra en las Figuras 1y 2.

Cuadro 4. Medias de cuadrados minimos para los efectos de numero de lactancia
y tipo de semen utilizado en el servicio en la posibilidad de vacas Jersey de
quedar gestantes, manejadas en pastoreo en un sistema organico de produccion

de leche en Querétaro, México.

Efecto Nivel MediazEE

Lactancia 1 4214 *+ 2.252
2 37.63 + 2.52°
3 31.78 = 2.70°
4 28.27 + 2.97°
5 21.24 + 3.12d

Tipo de semen
Convencional 43.71 £+ 1.342
Sexado 20.71 + 4.08°
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Figura 1. Efecto de los dias transcurridos después del parto en la probabilidad de
quedar gestante de vacas Jersey manejadas en pastoreo en un sistema organico
de produccién de leche en Querétaro, México.

50

X 45

S 40

S 35

%30

o025

S 20

®

S 15

5 10

35

o

~ 0

a

O O L0 S o ° O X0 @& & & &
K & AN » & O & X
MR N S O
%Q/Q eo Q

Mes de parto de la vaca

Figura 2. Efecto del mes de parto en la probabilidad de quedar gestante de vacas
Jersey manejadas en pastoreo en un sistema organico de produccion de leche
en Querétaro, México.

La curva obtenida por el estimador de la habilidad reproductiva se muestra en la
Figura 3. Cabe mencionar que los 120 animales seleccionados para su analisis
gendmico abarcan un rango de -15.79 a 17.71 de dicho estimador, por lo que se

30



consideraron animales con mucha y muy baja capacidad de quedar gestantes a

lo largo de toda la curva.
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Figura 3. Soluciones del andlisis de varianza para el efecto aleatorio de vaca,
ordenadas en forma ascendente, utilizadas como proxi de la habilidad
reproductiva de vacas Jersey manejadas en pastoreo en un sistema organico de
produccion de leche en Querétaro, México.

En cuanto a los analisis para identificar los marcadores, la mayoria amplificaron
correctamente (Cuadro 5). Las muestras de las cuales no se obtuvo un resultado
puede deberse a la calidad o cantidad de ADN agregada a la PCR. La poblacion
estudiada se mostré polimérfica para los marcadores rs43745234, rs458246980,
rs43676006, rs449811104, rs209882669, rs41256848 y rs41256850 vy
monomorfica (TT) para rs41256849, por lo que al hacer la imputacién de la matriz

de marcadores moleculares se eliming para los siguientes analisis.

En el Cuadro 5 se muestra que en la poblacién estudiada se encontraron mayores
frecuencias del genotipo heterocigoto para FSHR de por lo menos 40 % en
comparacion con los homocigotos del mismo gen en todos los marcadores
analizados. Lo estimado en este estudio no coincide con el publicado en ganado
Jersey por Cory, Price, Lefebvre y Palin (2012), quienes encontraron mayor
frecuencia para genotipos homocigotos CC, AA y GG, y Unicamente mayores
frecuencias en heterocigotos AG y CG para dos marcadores en ganado Holstein

y Charolais. La variante alélica sefialada (G>T) para LHR-1 coincide con la
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reportada por Vasquez-Marin, Marques-Urdaneta, Seijas-Pedroza, De La Rosa 'y
Aranguren-Méndez (2014). Sin embargo, las frecuencias alélicas reportadas para
LHR-1 fueron 0.852 y 0.147 para G y T, en ganado Carora, mientras que en el
presente estudio las diferencias en las frecuencias alélicas fueron mayores, 0.99

y 0.01 para T y G, respectivamente.

Los genotipos para los siete marcadores estudiados se diferenciaron en ocho
grupos, aunque las relaciones genéticas de los individuos analizados

gendmicamente se mantienen diferenciadas (Apéndice 1y 2).

En el Cuadro 6 se muestra que la habilidad reproductiva de los 120 animales se
mostré6 mas influenciada por los marcadores rs43745234 y rs449811104 para
FSHR, lo cual representa un incremento en el estimador de 2.4 y 1.7 unidades,
respectivamente, y por rs41256848 para LHR, con un decremento de 8 unidades
(P<0.05), Resultados similares fueron publicados por Duarte, Moraes y Weimer
(2005), al encontrar que el intervalo entre partos fue 54 dias menor para bovinos
Brangus Ibagé con los mismos marcadores para FSHR. Las desviaciones
estandar obtenidas en el presente estudio, de magnitud similar o superior que los
efectos, puede ser una consecuencia del tamafio de muestra pequefo utilizado

para el analisis.
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Cuadro 5. Frecuencias alélicas de los polimorfismos de ADN para los genes
FSHR y LHR en vacas Jersey manejadas en pastoreo en un sistema organico de
produccion de leche en Querétaro, México.

Gen Genotipo Frecuencia  Frecuencias NA
genotipica alélicas

FSHR-1 GG 0.02 0.48 1
GC 0.93
CC 0.05 0.52

FSHR-2 GG 0.09 0.55 0
GC 0.91
CC 0.00 0.45

FSHR-3 GG 0.12 0.40 1
GA 0.55
AA 0.33 0.60

FSHR-4 AA 0.17 0.52 15
AG 0.69
GG 0.02 0.37

FSHR-5 CC 0.25 0.53 0
CG 0.55
GG 0.20 0.47

LHR-1 GG 0.00 0.01 0
GT 0.02
TT 0.98 0.99

LHR-3 GG 0.00 0.23 3
GT 0.45
TT 0.53 0.76

NA = nimero de muestras que no amplificaron para cada marcador. FSHR-1 corresponde a
rs43745234, FSHR-2 a rs458246980, FSHR-3 a rs43676006, FSHR-4 a rs449811104, FSHR-5
ars209882669, LHR-1 a rs41256848 y LHR-3 rs41256850.
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Cuadro 6. Efecto de los genotipos de FSHR y LHR sobre la habilidad reproductiva
de las vacas Jersey manejadas en pastoreo en un sistema organico de
produccion de leche en Querétaro, México (P<0.05).

SNP FSHR-1 FSHR-2 FSHR-3 FSHR-4 FSHR-5 LHR-1 LHR-3
Efecto 2.39 -0.42 -1.54 1.69 -0.16 -8.14 -0.37
Desviacion

2.93 2.37 1.88 1.63 1.78 6.43 1.41
estandar

FSHR-1 corresponde a rs43745234, FSHR-2 a rs458246980, FSHR-3 a rs43676006, FSHR-4 a
rs449811104, FSHR-5 a rs209882669, LHR-1 a rs41256848 y LHR-3 rs41256850.

Cochran, Cole, Null y Hansen (2013) utilizaron 40 SNP, entre los que incluyeron
rs43745234 y rs41256848, analizados en el presente estudio. Estos autores
encontraron que los SNP se asociaron con la tasa de concepcién de novillas, y
la tasa de concepcion y vida productiva de vacas, lo que fue similar a los
resultados obtenidos con el estimador de habilidad reproductiva de este estudio.
Por otra parte, 14 SNP mostraron asociacion con el fenotipo reproductivo de la
fecundidad en una poblacién de toros Holstein, dentro de los cuales se incluy6
rs43745234 analizado en el estudio (Ortega et al., 2017).

3.7 Conclusién

La habilidad reproductiva de vacas Jersey esta influenciada por las clases
genotipicas para FSHR y LHR, ademas de los efectos ambientales como nimero
de lactancia, tipo de semen utilizado para dar el servicio, dias después del parto
y época del servicio. Para esta poblacién se identificaron los marcadores
rs43745234 y rs449811104 para FSHR y rs41256850 para LHR, como posibles
candidatos para integrarlos en un indice de seleccion con el objetivo de

determinar la habilidad reproductiva de un hato de bovinos lecheros.
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El uso de marcados moleculares podria ser una herramienta util para el

mejoramiento genético de los parametros reproductivos del hato.
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3.9 Apéndices

Apéndice 1. Mapa de relaciones genéticas entre individuos con base a los
parametros reproductivos.

L Ll bR
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Apéndice 2. Mapa de relaciones gendmicas entre 7 SNPs de LHR y FHSR.
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