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1. RESUMEN

En México existe escasez de carne de ovino por la baja produccion que se debe al
bajo uso de tecnologias adoptadas por los ovinocultores, aproximadamente un 30 %
son importaciones, tal hecho impacta sobre la economia por el aumento en los
precios. Aproximadamente el 35 % de los ovinocultores hacen uso de técnicas
reproductivas que permiten aumentar la produccion. Una alternativa que promete una
mayor produccion anual de animales es el aumento de los partos multiples que
depende del indice de herencia.

En este estudio se reporta la identificacion de las mutaciones G1, G4, G6 y G7
presentes en el gen GDF9 en ovinos de pelo: Kathadin, Pellibuey. Black Belly, Dorpe
y Cruzas mediante el analisis HRM, siendo este un método que no ha sido utilizado
para la localizacidbn de estos genes, que resulto eficaz para la diferenciacion de
genotipos. Mediante la técnica de qPCR se realizd la amplificacion de regiones
especificas que presentan mutaciones ligadas a éste caracter, se analizaron las
diferencias alélicas mediante HRM (High Resolution Melt Analysis) utilizando como
agente intercalante; SYBR Green, con un incremento de temperatura de 0.04°C
dentro de un rango de 65°C a 95°C. Las mutaciones G1 y G7 no se encontraron
localizadas en la poblacion de la region del Papaloapan. Unicamente se hallaron las
mutaciones G4 y G7 presentes en el exdon dos del gen GDF9 en los ovinos de pelo;
Kathadin, Pellibuey. Black Belly, Dorpe y Cruzas, donde el genotipo GG fue el mas
predominante. Estos resultados muestran que los ovinos de pelo en la regién del
Papaloapan podrian ser un importante aporte como antecedente para posteriores
estudios de las mutaciones del gen GDF9, los cuales ya han sido reportados como

responsables de la prolificidad en ovinos.
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2. INTRODUCCION

La prolificidad (P) es un factor importante en la produccion del ganado Ovis aries
(Bradford, 1985) y tiene fuerte impacto sobre la economia. En el afio 2011, la
produccion total de carne en México fue de 56, 546 toneladas, contemplando
ranchos y rastros, con un precio estimado de 212.5 millones de ddlares. Esta
produccion soélo cubrié el 70 % del consumo nacional aparente, estimado 80, 780
toneladas de carne. El 30 % restante fue importado, principalmente de Australia,
Nueva Zelanda y Estados Unidos, lo que ocasioné un aumento en los precios. De
acuerdo a esto, la produccion de ovinos no logra satisfacer la creciente demanda de

consumo nacional (SAGARPA, 2011).

De acuerdo a lo reportado por la Unién Nacional de Ovinocultores (UNO), en México
se explotan ocho razas en forma muy intensa (Rambouillet, Suffolk, Hampshire,
Dorset, Pelibuey, Black Belly, Katahdin y Dorper) que componen el total del
inventario ovino mexicano (Arteaga, 2012). En el afio 2011, SAGARPA registro que
en México existen aproximadamente 8, 219, 386 cabezas ovinas, de las cuales el
70.9 % se localiza en diez estados de la republica, ubicando a Oaxaca conun 7 %y

el 29.1 % restante es representado por el resto de las entidades federativas.

Las principales causas de una baja produccibn de carne ovina se deben
generalmente a las condiciones de pastoreo tradicionales que se establecen, con
escaso uso de tecnologia. La manera en que se maneja la reproduccion de hatos en
el 64.5 % de la poblacion es rudimentaria y soélo el 35.5 % maneja programas de

empadre controlado y técnicas reproductivas. Estas son medidas importantes que
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impactan la productividad puesto que influyen en la calidad genética, la

consanguinidad y la tasa de producciéon (FUPPUE, 2002).

La practica de cruzamientos terminales con sementales de razas lanadas con una
aptitud carnica marcada y cualidades maternas lacteas o prolificidad, son una de las
opciones para mejorar la produccién de ovinos. No obstante, la aplicacion de
técnicas reproductivas relacionadas con la biotecnologia en la produccién de ganado
ovino, son indispensables en programas de mejora genética para optimizar la
obtencién de leche y carne, por ejemplo la inseminacion artificial y la transferencia de

embriones (De La Cruz, 2010).

A partir de la inseminacion artificial en ovinos (IAO) se obtiene un alto valor genético
de razas puras, sin embargo el costo y venta limita a muchos ovinocultores. Las
posibilidades de empleo de la IAO se clasifican de acuerdo a ciertas variables como;
el sistema de conservacién del semen (fresco, refrigerado o congelado), la via de
aplicacion de la dosis (exocervical, intrauterina y transcervical), el tipo del celo y

ovulacion (natural o por el uso de tratamiento hormonales) (Carbajo et al., 1995).

La multiovulacion y la transferencia de embriones (TE) es la induccion de una
respuesta de ovulacion multiple mediante tratamientos hormonales vy, la posterior
fecundacién de los ovocitos (monta natural o de manera in vitro). Después de los
estados del desarrollo y de control de vialidad, lo ovocitos se almacenan para la

implantacion posterior a hembras (Lopez et al., 1991).

Asi, la cantidad producida de carne de ovino, no satisface la demanda a nivel

nacional (INEGI, 2012), situacion que hasta ahora no es alarmante, pero si
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realizamos un calculo en diez afos, obtendremos que la tasa de crecimiento
poblacional ira en aumento, por ello, se propone estudiar los genes que intervienen
en la prolificidad del ganado ovino, de tal manera que se mejore la reproduccion
animal con el fin de obtener camadas mas grandes de las normales. Lo anterior sera
importante para diversificar los mercados y maximizar el aprovechamiento de
productividad de carne ovina considerando un mercado de volumen a nivel nacional
e implementando sistemas de produccion rentables para bajar el costo de

produccién.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades de los ovinos.

Los ovinos son mamiferos ungulados con extremidades revestidas en pezufias,
dotados con un par de dedos. Su nombre cientifico es Ovis aries o también
conocidos como borregos u ovinos. Los machos son conocidos como carneros
mientras que las hembras son ovejas. Las ovejas pueden tener una cria por parto sin
embargo a veces se presentan ocasiones en donde se tienen tres crias por parto,
esto de acuerdo a sus caracteristicas génicas. Su periodo de gestacion oscila entre
los 145-150 dias. La carne de ovino es una fuente rica en proteinas y grasas, Yy

contiene los amino&cidos esenciales (INEGI, 2007).

3.2 Ovinocultura en México

Actualmente el ganado ovino es una fuente prometedora en el sector ganadero
respecto a su finalidad de explotacion; sea produccién de carne, lana, leche o doble
propdsito. Entre las caracteristicas que se destacan para ser explotados se
encuentran: la fertilidad (capacidad y facilidad del animal para tener crias), la
prolificidad (capacidad de un animal en tener mas crias por parto), la habilidad
materna (capacidad de una hembra para destetar mas crias vivas) y la rusticidad
(habilidad que tiene un animal para adaptarse al medio ambiente); (INEGI, 2007).
Estos indicadores son aspectos para calcular la eficiencia reproductiva, que pueden

ser afectados también por factores como la alimentacién (Buratovich, 2010).

3.3 Produccion y consumo de ovino en México
En el afio 2014, se reportd que la produccién de carne registrada, obtenida de

sacrificios de ganado en rastros municipales por entidad federativa fue de 2, 661
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toneladas, principalmente por la produccion en canal obtenida en Aguascalientes (22
% del total), Estado de México (15.4 %), Jalisco (12.8 %), Querétaro (11 %),
Guanajuato (8.2 %), Sinaloa (6.2 %), Michoacan (5.37 %),Puebla(5.1 %), Oaxaca (3
%) y Zacatecas 2.7 %, presentando una disminucién de produccién en comparacion

con lo registrado en el afio 2011-13 (INEGI 2014).

Figura 1. Produccion de carne en canal de ganado ovino por entidad federativa,
2014 (INEGI, 2014).

El precio medio de la carne en canal del ganado ovino crecié 11 % en el 2014, al

situarse en 43 mil 334 pesos por tonelada, registrandose los mayores aumentos en

Nayarit (16.6 %), Yucatan (16 %), Durango (13.5 %), Morelos (12.1 %), Oaxaca (11.7
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%), Chihuahua (11.6 %), Estado de México (11.2 %), Tlaxcala (11.1 %) y en

Aguascalientes y San Luis Potosi (11 % en lo individual).

Figura 2. Total nacional de produccién y precio medio de carne en canal de ganado
ovino, 2009-2014 (INEGI, 2014).

3.4 Importancia del mejoramiento genético en el ganado ovino.

El ganado ovino ha sido estudiado ampliamente debido a su gran potencial genético
respecto al aumento en la tasa de ovulacion (TO), es por ello que es una de las
fuentes mas prometedoras en el sector ganadero para mejorar en la competitividad
de la produccion animal (Bodin, 2006). Las ovejas tienen ciclos estrales multiples,
pero esta fertilidad varia de acuerdo al ambiente climatico en el que se encuentre asi

como de la alimentacion (Alba, 1964). Una alimentacion de calidad, tanto en su
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contenido de energia como de proteina, influira notablemente aumentando el namero
de 6vulos liberados en el momento del celo y, por ende, el porcentaje de crias por
parto (Buratovich, 2010). Una alternativa para aumentar la produccién anual de
animales es el incremento de los partos multiples que depende del indice de
herencia del dicho caracter, el cual es bajo (Turner et al., 1962). Por ello, los genes
mayores conocidos hasta ahora, se han utilizado de varias formas para aumentar la
productividad en los rebafios comerciales, usando continuamente los animales
portadores, para aumentar la frecuencia del gen en los rebafios.

En el afio 2006 se reportd la patente CN1274842Cde un método para la prediccion
del nimero de crias por parto de ovejas y su aplicacién (Chu et al., 2006), teniendo
como propésito incrementar el uso de ovejas para la cria de animales, utilizando el
analisis del polimorfismo del gen GDF9 en 4 razas ovinas donde se detectaron
genotipos AA y AB so6lo en ovejas Han, Hu y Dorset, mientras que el alelo BB se
encontré sélo en las ovejas Suffolk. Otra invencion fue presentada en el afio 2014
(W02014018404A1), un método para el cultivo in vitro de foliculos ovaricos en la
fecundacion in vitro de ovocitos y su maduracion en un medio de cultivo
guimicamente definido que comprende heterodimeros BMP15/GDF9, siendo utiles
en cualquier reproduccion de contexto, incluyendo una clinica para la reproduccion
asistida y veterinaria o clinica agricola (Matsuk et al., 2012).

Los principales genes relacionados con la prolificidad, tomando en cuenta la tasa de
ovulacion y tamafio de la camada se han convertido en una nueva opcion para los
ovinocultores con el objetivo de aumentar en forma significativa los porcentajes de

crias por parto. La incorporacién de un gen importante con actividad prolifica usando
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seleccién asistida por marcadores conducen a una mayor ganancia genética (Davis

et al., 2004).

3.5 Genes importantes en la tasa de ovulacion ovina

Diversas razas de ovinos poseen gran variabilidad genética, son portadoras de
muchas variantes de genes relacionados con el aumento en la prolificidad (tabla 1).
La fertilidad en las hembras se ve afectada por estos genes que influyen en gran
medida a la tasa de ovulacion, es decir, el nimero de ovocitos liberados durante un
ciclo reproductivo; estos responden a un complejo de intercambio de sefales
endocrinas entre la glandula pituitaria y el ovario, asociadas a sefiales paracrinas y
autocrinas, asi como a factores de sefializacion en las células foliculares (McNatty et
al., 2005).En ovinos con alta TO se han identificado 14 genotipos asociados a
mutaciones en genes de fecundidad (Fec) relacionados con la superfamilia del TGF-
3 (Transforming growth factor 3) (Lahoz et al., 2011). Los TGF-[3 son un grupo muy
grande de proteinas multifuncionales que afectan procesos celulares como la
regulacion de la diferenciacién y proliferacion celular hasta procesos fisiolégicos
como la inflamacién y la cicatrizacion de tejidos, incluyendo también la formacién del
hueso (Sosa et al.,, 2004).La superfamila TGF- se subdivide en las activinas e
inhibinas, que intervienen en la formacion del foliculo, las proteinas formadoras de
hueso (BMPs), los factores de crecimiento y diferenciacion(GDFs), la sustancia
inhibidora Muleriana (MIS) y los factores neurotréficos derivados de la glia (GDNFs)
(Matzuk et al. 1996).

En los oocitos (células que se transforman a ovocitos) de mamiferos se producen al

menos cinco factores de crecimiento durante la foliculogénesis, el factor GDF9
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(Growth differentiation factor-9) que actda en el crecimiento folicular, asi como
también BMP15 (Bone morphogenetic protein 15), BMP6 (Bone
morphogenetic protein 6), FGF8 (fibroblast growth factor 8) y TGF-B2 (transforming
growth factor $2), no obstante aun falta mucho por conocer sobre los genes que
actuan en la foliculogénesis (Erickson et al., 2000). Sin embargo, GDF9 controla las
funciones fisiolégicas en las células de la granulosa, teca y oocitos (figura 3),
provocando cambios en la expresion génica para el adecuado proceso de formacion

de foliculos (Matzuk et al. 2000).

Células precursoras teca

Células de la

Células teca ) ranulosa
Oocito 9

Figura 3. Factores de crecimiento que intervienen en la etapa primaria (Oocito) de la
foliculogénesis (Matzuk et al. 2000).

Las principales mutaciones que incrementan la tasa de ovulacion y afectan en la
fecundidad de las ovejas se encuentran en el gen BMP15, BMPR-1B (Bone

morphogenetic protein receptor type-1B) y GDF9.
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Tabla 1. Genes mayores que afectan la tasa de ovulacion y prolificidad en ganado
ovino (Davis, 2005).

Gen Nombre Alelo Cr Efecto sobre latasa de Raza
del ovulacién (TO) y
Fenotipo prolificidad (P)

BMPR-1B  Boorola FecB®B 6 (Hetero) B+:TO+1,5; P+1,0 MerinoGarole,

(Homo) BB:TO+3,0; P+1,5 Duolang,
Chinese

BMP15 Inverdale  FecX' X (Hetero) 1+:TO+1,0; P+0,6 Romney
(Homo) lI:Estéril (Ovarios
hipoplasicos)

BMP15 Hanna Fecx" X (Hetero) H+:TO+1,0; P+0,6 Romney
(Homo) HH:Estéril (Ovarios
hipoplasicos)

BMP15 Belclare FecXx®B X (Hetero) B+:TO+1,0 Belclare
(Homo) BB:Estéril (Ovarios
hipoplasicos)

BMP15 Galway FecX® X (Hetero) G+:TO+0,7 Belclare,
(Homo) GG:Estéril (Ovarios Cambridge
hipoplasicos)

BMP15 Lacaune Fecxt X (Hetero) L+:TO+1,5 Lacaune
(Homo) LL:Estéril (Ovarios
hipoplasicos)

BMP15 ROA FecXR X (Hetero) R+:TO+0,63; Aragonesa
P+0,32
(Homo) RR:Estéril (Ovarios
hipoplasicos)

GDF9 High FecG" 5 (Hetero) H+: TO+1,4 Belclare y

Fertility (Homo) HH:Estéril (Ovarios Cambridge

hipoplasicos)

Cr: Cromosoma Homo: Homocigoto Hetero: Heterocigoto
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3.6 Gen Boorola: Mutacién FecB

El fenotipo Boorola fue el primer alelo FecB o también llamado gen Boorola,
detectado en el ganado ovino de raza Merino Australiano, localizado en el
cromosoma 6, que proporciona un aumento en el tamafio de la camada, debido al
namero de ovulaciones por ciclo estral. Este efecto es por una mutacién en el
receptor de la proteina morfogenética 6sea (BMPR-IB) (Piper et al., 1983). La
existencia del gen de prolificidad en ovinos tienen efectos agregados tal que, las
ovejas que heredan una copia de la mutacion Boorola de cualquiera de los
progenitores, presentan aproximadamente 1.5 ovocitos extra lo que significa que
tienen una o dos crias mas por parto, siendo el normal de 1 ovocito (Montgomery et
al., 1994). Las Ovejas Boorola en Nueva Zelanda que portan el gen Boorola tienen
una mutacién en el receptor BMPR-1B expresado en el ovario (Agresearch, 2001),
provocando una sustitucion del aminoacido glutamina por arginina (Mulsant et al.,

2001).

3.7 Gen Inverdale: Mutaciéon FecX

El alelo FecX, localizado en el cromosoma X, fue observado en un rebafio de
machos de la raza Romney con un patrobn de herencia que transmitian el gen
Gnicamente a sus hijas, expresandose en el ovario (Davis et al., 1991), con una
mutacion de inactivacion en la proteina morfogenética 6sea 15 (BMP15); con un
papel importante en la fertiidad de los mamiferos (Galloway et al., 1999). La
secuencia de codificacion de longitud completa del gen BMP15 es de 1179 pb (pares

de bases), esta contenida en dos exones, separados por un intron de alrededor de
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5.4 kb, y codifica un prepéptido de 393 residuos de a.a (aminoacidos). El péptido
maduro activo es de 125 a.a. de longitud (Galloway et al., 2002).

Mas tarde se encontraron variantes del gen BMP15 en la raza Romney, entre ellos,
el alelo Inverdale (FecX!'), que consiste en una sustitucién de un Unico nucleétido en
una secuencia codificante madura, una transversion de una timina (T) por adenina
(A), en la posicién 92 , y el alelo Hanna (FecX"), correspondiente a la sustitucion de
un nucledtido, un transicion de una citosina (C) por una T en el nucleétido 67, que
introduce un codon de paro prematuro que se relaciona con el incremento en el
tamafo de camada alrededor de 1.6 corderos. Sin embargo, las ovejas homocigotas
gue heredan alelos de ambos padres tienen ovarios pequefios poco desarrollados y

son infértiles (Galloway et al., 2000).

3.8 Gen de alta fertilidad GDF9: FecGH

Otras de las mutaciones que afectan la tasa de ovulaciones es el gen GDF9 (FecG")
situado en el cromosoma 5 (figura 3), con una ubicacion citogenética igual a 59q31.1 y
con una ubicacion molecular en el cromosoma desde el par de basel32, 861, 180
hasta el par de base 132, 866.883. El alelo FecG", aumenta la tasa de ovulacién en
ovejas heterocigotas, mientras que los portadores homocigotos tienen infertilidad
debido a la hipoplasia de ovario que refleja un fallo de los foliculos ovaricos que
progresa mas alla de la etapa primaria del desarrollo del foliculo. En estado
heterocigoto, el alelo aumenta en 1.4 veces la tasa de ovulacién (Hanrahan et al.,
2004). El gen GDF9 se localiza en los ovocitos, donde el inicio de la sefalizacion es
en la superficie celular a través de complejos de receptores de tipo | y tipo Il

serina/treonina (Laitinen et al., 1998). El gen GDF9 tiene aproximadamente 2.5 kb
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(kilobases) y contiene 2 exones separados por 1126pbque codifican un intron vy
prepropéptido de 453 a.a., siendo el péptido maduro activo 135 a.a. (Bodensteiner et

al., 1999).

61 G2 [B8Ea[G5 c6| G7 [G8|
\ \ 453 a.a.
JTT T€T
BrT TiT
CGC GTT AA | |994pb 1184pb
CAC 471pb
260pb CT 721pb GTG
cTl G ATG
477phb GAR 1111pb
978pb

Figura 4. Polimorfismos del gen GDF9 ubicado en el cromosoma 5.

Se conocen mutaciones relacionadas con la prolificidad en el gen GDF9 reportadas
en ovejas de razas Rommey, Cambridge, Belclare y Aragonesa (Bodin, 2006). Un
estudio identific6 8 mutaciones nombradas G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7 y GS8,
presentes en el gen GDF9 (tabla 2). Las mutaciones G1-G7 tienen un rol importante
en el control del crecimiento folicular, afectando la fecundidad en las ovejas
Cambridge y Belclare mientras que a la mutacion G8 se le atribuye una relacion con
la esterilidad. En la figura 3 se observa la ubicacion de las mutaciones mencionadas

anteriormente (Hanrahan et al., 2004).
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Tabla 2. Polimorfismos del gen GDF9 que afectan la fecundidad en ganado ovino
(Hanrahan et al., 2004).

Gen Variante Cambio de Bases Cambio de Aminoéacido y posicion
base codificadas

GDF9 G1 G-A 260 Arg (R)-His (H) R87H
G2 C-T 471 Sin cambio Val (V) V157V
G3 G-A 477 Sin cambio Leu (L) L159L
G4 G-A 721 Glu (E)-Lys (K) E241K
G5 A-G 978 Sin cambioGlu (E) E326E
G6 G-A 994 Val (V)-lle (1) V332l
G7 G-A 1111 val (V)-Met (M) V371M
G8 C-T 1184 Ser (S)-Phe (F) S395F

3.9 Efectos de las mutaciones en genes mayores sobre la foliculogénesis y la

tasa de ovulacion.

La tasa ovulatoria es el factor que determina la eficiencia reproductiva. La
foliculogénesis es un proceso sensible a la nutricion del que depende la tasa
ovulatoria en los ovinos (Fabre et al., 2006), sin embargo los mecanismos que
controlan el nimero de foliculos se sigue investigando, asi como nuevas alteraciones
en el gen GDF9 y su relacion con lo descrito anteriormente.

Las mutaciones presentes en el gen GDF9 y BMP15, asi como también una
disminucion en el sistema BMP, se asocia a un aumento en la tasa de ovulacion
(figura 4). Los polimorfismos en los genes de fecundidad interfieren en la accion
proliferativa desde los primeros estadios de la foliculogénesis. Las ovejas portadoras
de mutaciones presentan foliculos con un menor nimero de células de la granulosa

en los ovarios y se produce un aumento en la expresion de FSH (Follicle stimulating
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hormone) dependientes, como activina/inhibina y receptores de LH (Luteinizing
hormone) en las células de la granulosa de foliculos antrales (Montgomery et al.,

1992).

Eje hipotalamo
hipofisis

No portador de l Portador de mutacién

mutacién en gen Fec FSH en gen Fec
LH

GDF9—> Crecimiento inicial <4—GDF9

Mitosis en células

Dependencia de de la granulosa

Mitosis en células gonadotropinas
de la granulosa BMP
Sensibilidad
<+
L FSH
BMP Aparicion de 2
> Sensibilidad receptores LH Activina E
a FSH 2
Activina Inhibina
<4+—GDF9
E, GDF9 —»
inhibina
Mono-ovulacion Poli-ovulacién

Figura 5. Representacion esquematica de los efectos de una mutacion en un gen de

fecundidad (Fec) sobre la y tasa de ovulacién en ovinos (Fabre, 2006).

3.10 Métodos moleculares para el diagnostico de genes relacionados con la

prolificidad

Los fenotipos con mayor tasa de ovulacién y prolificidad en ganado ovino, han sido
productos de gran interés, tanto desde el punto de vista productivo como desde el
area cientifica, por su contribucion al conocimiento de los factores que influyen en la
regulacion de la tasa de ovulacion. La prolificidad es uno de los objetivos prioritarios
para los ovinocultores de carne, pues la heredabilidad de la prolificidad es muy baja 'y

los progresos genéticos muy lentos y dificiles de adquirir en el caso de una herencia
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totalmente poligénica. El tamafio de camada es un caracter muy facil de medir y de
registrar y las observaciones de valores extremos son llamativas (Bodin, 2006).
Actualmente se siguen identificando genes que estén relacionados a este caracter.
Existen muchas técnicas para la identificacion de genes, una de las mas utilizadas es
la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) (Fahmy, 1998), frecuentemente
seguida por secuenciacion del ADN para identificar directamente la secuencia de
ADN de una muestra que esta involucrada con algun caracter especifico (Lloyd et al.,

1986).

3.10.1 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Esta técnica molecular permite el andlisis del ADN, consiste en la amplificacion de
fragmentos de ADN flanqueado por dos oligonucle6tidos que hibridan a la doble
cadena de ADN reconocimiento el sitio de unidén especifico (Persing et al., 1993).
Este procedimiento de lleva a cabo en tres etapas a temperaturas diferentes con una
repeticion de 25-40 veces (ciclos). La primera es la desnaturalizacién del ADN a un
temperatura de 95-98°C logrando asi la separacion de las hebras. La segunda etapa
consiste en el alineamiento de los oligonucledtidos que hibridan una region
especifica a una temperatura de 58-60 °C y en la Ultima etapa (elongacion) interviene
la DNA polimerasa que se encarga de sintetizar la nueva cadena de ADN a un
temperatura aproximada de 70-72 °C, generando millones de copias, debido a que
cada ciclo duplica la cantidad de ADN sintetizado lo que da como resultado una
amplificacion exponencial (2", donde n es el nimero de ciclos) (Timothy et al., 1998).
La PCR ha sido dutil para la deteccion de ocho nuevos polimorfismos

conformacionales de cadena sencilla en el gen GDF9 en ovinos. La PCR y el analisis
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electroforético, en conjunto con la secuenciacion y el uso de enzimas de restriccion,
permitieron la deteccion de las mutaciones en el gen por cambios de base. De estas
mutaciones, una de ellas produce un cambio no conservativo y se asocia con la
esterilidad cuando se expresa el alelo homocigoto y con el aumento de la tasa de

ovulacion cuando se presenta heterocigosidad (Hanrahan et al., 2003).

3.10.2 Reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR).

La PCR en tiempo real es una técnica sensible realizada en 3 etapas
(desnaturalizacion, alineacion y extension) o en algunos casos 2 etapas. La PCR es
utilizada para detectar y cuantificar secuencias especificas de acidos nucleicos
mediante el uso de reporteros fluorescentes en la reaccion. La qPCR puede
cuantificar la cantidad de ADN en la muestra, siendo el ciclo umbral el criterio de
valoracion cuantitativo que asegura la fase exponencial de la amplificacion
(Schmittge y livak, 2008), mientras que la PCR punto final lo hace de manera
cualitativa (Herschhorn, 2010).

Existen métodos especificos y no especificos para monitorear los productos
amplificados. Dentro de los especificos, el mas usado es el fluor6foro reportero
SYBR Green, una molécula intercalante que tienen afinidad por el ADN de doble
cadena y que al ser oxidados generan una sefial fluorescente. Los métodos
especificos siguen el principio conocido como; transferencia de energia de
resonancia fluorescente (FRET) para generar la sefal, tal como; las pruebas por
hibridacion con Sondas Tagman que consisten en transferir energia desde un

donador o reportero fluorescente a un aceptor o quencher. (Livak et al., 1995).

27



La discriminacion alélica es un ensayo basado en gPCR que permite detectar
polimorfismos de nucleétidos simple. Normalmente es un ensayo multiplex que utiliza
dos sondas Tagman marcadas de forma diferente que son dirigidas a los alelos. Una
de las sondas se disefia con 100 % de coincidencia para el primer alelo y la otra con
100 % de coincidencia para el alelo mutante, de tal manera que las sondas se
adaptaran a la region especifica y emitiran sefial fluorescente. De esta forma es
posible saber si existen alelos homocigotos o heterocigotos.

El ensayo HRM (High Resolution Melt), es una técnica post gPCR que se detecta por
fluorescencia, comienza con la amplificacion del gen de interés mediante gPCR
afiadiendo fluoréforos como; SYBR Green, Eva Green, LC green, entre otros, que se
intercalan en la doble hebra. Después de la amplificacion, el producto se somete a
rangos de temperatura que van desde los 65°C hasta los 95°C con un incremento de
temperatura de ~0.2°C/seg, lo que ocasiona la desnaturalizaciéon del producto de
gPCR como se muestra en la figura 6, permitiendo con esto la deteccion de cambios
de bases de alelos homocigotos o heterocigotos localizadas en un punto de inflexiéon
donde hay una disminucion drastica de fluorescencia (Reed et al., 2007).

Las diferencias de RFU (Relative Fluorescence Units) de los productos de gPCR de
fragmentos de ADN de interés se hacen en comparacion a una muestra conocida o
de referencia para detectar las variaciones de temperatura de desnaturalizacion en
las secuencias de ADN ubicadas en el punto de inflexion (figura 7), permitiendo
comparar las curvas de disociacion de las cadenas de ADN para la deteccion de

polimorfismos o alteraciones epigenéticas
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Producto de gPCR

Variaciones de temperatura de
desnaturalizacion

— ™m —

Desnaturalizacion del
producto de gPCR

Figura 6. Gréfica de curvas de disociacion normalizadas de fragmentos de

organismos para la diferenciacion de genotipos; homocigoto G (curva roja),

homocigoto A (curva verde) y heterocigoto AG (curva azul) (Adaptado de Bio-Rad).

Figura 7. Andlisis HRM. Diferencia de fluorescencia de fragmentos de interés

respecto a una secuencia de referencia para la diferenciacion de genotipos;

homocigoto G (curva roja), homocigoto A (curva verde) y heterocigoto AG (curva

azul) (Bio-Rad).

29



El analisis HRM depende de la habilidad para detectar los cambios en las curvas de
disociacion mediante el fluoréforo intercalante sobre el ADN. SYBR green es un
agente intercalante que aumenta la emision de fluorescencia cuando se une al ADN
de doble hélice. Tiene dos picos principales de excitacion: a 280 nm en UV y 502 nm
en region visible (Wilhelm et al., 2003). Su principal inconveniente es su baja
especificidad debido a que se unen también a productos inespecificos y ademas
puede inhibir la reaccion de PCR (Gudnason et al., 2007).

Eva Green es un fluoroéforo de union al ADN, con un espectro de excitacion y emision
muy parecido al SYBR Green. La diferencia entre los fluoréforos utilizados en la

gPCR, consiste en la capacidad que tienen para saturar el ADN (Figura 8).

Figura 8. Saturacion de fluoroforos sobre la doble cadena de ADN. A) SYBR Green
B). Eva Green (Bio-Rad).

Es importante decir que hasta ahora no hay reportes sobre el uso de la técnica HRM
ni sondas Tagman para la identificaciéon de los polimorfismos presentes en el gen

GDF9.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad, los ovinos son un potencial productivo en el sector ganadero, que
se desarrolla a partir de sistemas de pastoreo, aprovechando asi la vegetacion de las
tierras, lo que proporciona ventajas econémicas favorables para el productor, por el
ahorro de produccion. Sin embargo, México no logra abastecer la demanda nacional
gue se requiere, solo se genera un 70 % de carne ovina que es consumida, lo que
hace necesario recurrir a importaciones, principalmente de Australia, Nueva Zelanda
y Estados Unidos, provocando un incremento de los precios del cordero. Los
meétodos tradicionales para la produccion de ovinos estan lejos de satisfacer la
demanda nacional. De acuerdo con la union nacional de ovinocultores (UNO, 2011)
gue se dedican a la comercializacion han enfrentado probleméticas con la produccion
de carne, por ejemplo: déficit de produccion, elevados costos de inversion en
sistemas intensivos, no hay planeaciones estratégicas para aumentar la produccion,
el incremento en el precio de insumos, bajo uso de la tecnologia, deficiente
organizaciéon de productores. Bajo estas circunstancias, un aspecto importante a
considerar es la prolificidad, es decir, la capacidad de las hembras para tener partos
multiples, lo que a mediano plazo permitira incrementar la eficiencia de produccién
de un rebafio, logrando calidad, productividad y competitividad en el mercado
nacional como internacional. Por ello, se pretende crear alternativas de produccion,
haciendo uso de las herramientas biotecnoldgicas aplicadas a la produccion animal
gue permitan identificar los genes que intervienen en la prolificidad, logrando con
esto, establecer a futuro centros de reproduccién que a su vez se constituyan como
bancos de germoplasma que garanticen una distribucion controlada y preserven los

genes de importancia.
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5. HIPOTESIS

La técnica HRM permite la identificacion de polimorfismos del gen GDF9 ligados a la

prolificidad de ovinos en la region del Papaloapan.

6. OBJETIVOS

— Identificar mediante el analisis molecular HRM los polimorfismos G1, G4, G6 y
G7 del gen GDF9 Pelibuey, Black Belly, Kathandin, Dorper y sus cruzas en la
region del Papaloapan del estado de Oaxaca.

— Estimar la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos del gen GDF9

asociados a la prolificidad en ovinos de pelo antes mencionados.

Objetivos especificos

— Disefar oligonucleodtidos para amplificacion de los fragmentos de interés del
gen GDF9 en ovinos

— Disefiar secuencias control de los fragmentos de interés para el andlisis HRM

— Extraer el ADN de sangre total y verificar su integridad

— Amplificar el ADN mediante gPCR para el post analisis HRM

— Secuenciar muestras representativas en base al comportamiento obtenido en
el analisis HRM.

— Determinar las variantes genéticas de los genotipos encontrados en las
muestras analizadas de ADN de ovino.

— Determinar si la poblacién se encuentra en equilibrio Hardy Weinberg.

32



7. METODOLOGIA

7.1 Busqueda de animales potenciales.

Se localizaron los ranchos ubicados en la regién del Papaloapan principalmente los
municipios; Acatlan de Pérez Figueroa, Loma Bonita y cercanos como Tres Valles,
Cosamaloapan, Carlos A. Carrillo en donde se tenia como actividad la produccion de
ovinos.

7.2 ldentificacion de los animales

Se utilizaron registros reproductivos de las explotaciones de los productores
demandantes, tomando como criterio de seleccion, aquellas hembras que hayan
tenido partos, para el caso de los sementales todos fueron evaluados.

7.3 Toma de muestras sanguineas.

Una vez identificados los animales en base a sus registros, se tom6 una muestra de
sangre via yugular con un tubo Vacutainer de 10ml con anticoagulante EDTA, se
etiquetd previamente y se almacend a -20 °C hasta su andlisis (Fonte et al., 2008).

7.4 Extraccion de ADN

Se utilizé el Kit de Extraccibn de ADN Sanguineo GF-1 (Vivantis GF-BD-050), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. En un tubo para centrifugado, se
colocaron 200 ul de sangre de ovino y se le agregaron 200 ul de Buffer BB, se
mezcld 5 seg en vortex y se adicionaron 200 ul proteinasa K para la ruptura celular.
Posteriormente se incub6 a 65°C por 10 min.

Se adicionaron 200 ul de etanol absoluto y se mezclo hasta obtener una solucion
homogénea.

La mezcla se transfirio a una columna ensamblada dentro de un tubo, se centrifugo a

5,000g por 1 min y se descarto el liquido filtrado.
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Se lavo la columna con 500 pl de Wash Buffer 1, se centrifugé a 5000 g por 1 min y
se descart6 el liquido filtrado.

Se lavo la columna con 500 pl de Wash Buffer 2, se centrifugé a 5000 g por 1 min y
se descarto el liquido filtrado. Se repitié este paso con un tiempo de centrifugado de
3 min. La columna se puso en un tubo nuevo, se adicionaron 100 ul de Elution Buffer
precalentado y se centrifugé a 5000 g por 1 min. El liquido filtrado (ADN extraido) se
guardoé a una temperatura entre 4°C y -20°C.

El ADN extraido a partir de las muestras de sangre de ovino se verificaron mediante
electroforesis cargando 4 ul de ADN més 1 pl de buffer de carga en gel de agarosa al
0.8 % con buffer TAE 1X por 35min a 100 Volts. Las bandas se visualizaron en un

sistema de fotodocumentacion visualizando bandas propias del ADN gendémico.

7.5 Disefo de secuencias sintéticas.

Se realiz6 una busqueda en la base de datos NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para localizar el genoma de ovinos, posteriormente se
buscé el gen de interés y se disefiaron 8 secuencias control de nucleétidos de 50-
100pb ubicadas en el exén 1y 2 del gen GDF9 donde presentaban mutaciones por
sustitucion de bases de acuerdo a lo reportado por Hanrahan et al., (2004).Las
secuencias control de nucleétidos se utilizaron por pares (control mutante y control
sin cambio) como referencia en el andlisis HRM para la detecciéon de los
polimorfismos G1, G4, G6 y G7 en el gen GDF9 de ovinos, permitiendo comparar las
curvas de disociacion de las cadenas de ADN.

La tabla 3 muestra las secuencias control sintéticas donde el color verde representa

la zona que hibrida el oligonucledtido directo, la zona sombreada en color azul indica
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la mutacion o también llamado SNP (Single Nucleotide Polymorphism) mientras que
la zona sombreada en color morado representa la region sin cambio en la secuencia

y la region en color amarillo, la zona que hibrida el oligonucleétido reverso.

Tabla 3. Secuencias control utilizadas para el anélisis HRM.

Nombre de la ) o . »
i Secuencia control sintético Tamafio Mutacion
secuencia control

TGATGGCCACGGGGAACCCCCCAGGCTGCAGCCAGAT
GDF9PSG1 72pb G1 (R87H)
GACAGAGCTTTGERETACATGAAGAGGCTCTATAA

TGATGCECACGGGGAACCCCCCAGGCTGCAGCCAGAT
GDFINSS1 72pb Sin cambio
GACAGAGCTTTGBEETACATGAAGAGGCTCTATAA

GAGGAATATTCAC
GDF9PSG4 ATGTCTGTAAATTTTACATGTGCGEBREGACCAGCTGCA 77pb G2 (E241K)
GCATCCTTCAGCGCGGGACAGCCTGT

GAGGAATATTCAC
GDFINSS4 ATGTCTGTAAATTTTACATGTGCGERRGACCAGCTGCA 77pb Sin cambio
GCATCCTTCAGCGCGGGACAGCCTGT

GAGAGT

GDF9PSG6 GCCAGCTCTGAATTGAAGAAGCCTCTGEBCCAGCTTCAGT 76pb G6 (V332l)
CAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTC
GAGAGT

GDFINSS6 GCCAGCTCTGAATTGAAGAAGCCTCTGEEECCAGCTTCAGT 76pb Sin cambio

CAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTC

TTAGACTTAGCTTTAGTCAGCTGAAGTGGGACAACTGGATT
GDF9PSG7 75pb G7(V371M)
-GCCCCACACAAATACAACCCTCGATACTGTA

TTAGACTTAGCT TTAGTCAGCTGAAGTGGGACAACTGGATT _ ]
GDFINSS7 75pb Sin cambio
BE€cCccCcCACACAAATACAACCCTCGATACTGTA

7.6 Disefio de oligonucleétidos

Las condiciones que se tomaron en cuenta para el disefio de oligonucledétidos fue el
porcentaje de Guanina-Citosina (% GC=40-60), el tamafio de los primers (20-25 pb),
una temperatura de 50-60 °C y con un tamafio de amplificacién no mayor a 150 pb,
utilizando en software OligoCal. Posteriormente se mandaron a sintetizar en la

empresa Macrogen.
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Tabla 4. Secuencia de oligonucledtidos utilizados en la amplificacion del gen GDF9.

Nombre Secuencia de oligonucleétidos Tamafio (mer) | %GC | Tm (°C)
GDF9G1FS | AGG TTC TGT ATG ATG GGC ACG 21 52 61.2
GDF9G1RS | GTA GCG TAT GCC TTA TAG AGC C 22 50 62.1
GDF9G4FS | CTC CCA CAA GAG GAA TAT TCA C 22 45 60.1
GDF9G4RS | AGT CAT GTT AAA CAG GCT GCT C 22 45 60.1
GDF9G6FS | AGA GAC CAG GAG AGT GCC AG 20 60 62.5
GDF9G6RS CTG GGG AAA AAG AAA CTG TTT GAA G 25 40 62.5
GDF9G7FS | AGC TCC ATG ACT TTA GAC TTA GC 23 43 60.9
GDF9G7RS | GAC AGT CCC CTT TAC AGT ATC G 20 50 62.1

7.7 Amplificacién de las secuencias control

Se realizaron diluciones (1:10 ,1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000) por duplicado de
las secuencias control GDF9PSG1, GDFINSS1, GDF9PSG4, GDF9PSS4,
GDFINSG6, GDFINSS6, GDFINSG7 y GDFINSS7 partiendo de una concentracion
de 10uM para determinar la concentracion estandar a utilizar.

Para la dilucién 1:10, se agregaron en un tubo, 10 pl del control (10pM) y se
adicionaron 90 ul de H20. Para la dilucién 1:100, se agregaron en un tubo, 10 ul de la
dilucién 1:10 y 90 ul de H20 y asi sucesivamente.

Las diluciones control estandar de las secuencias mutantes y sin cambio se
amplificaron mediante gPCR (Figura 9). Para la G1 (G/A) se utilizaron los
oligonucledtidos GDF9G1FS (AGGTTCTGTATGATGGGCACG) y GDF9G1RS
(GTAGCGTATGCCTTATAGAGCC). Para la mutacion G4 (G/A) se usaron los
oligonucledtidos GDF9G4FS (CTCCCACAAGAGGAATATTCAC) y GDF9G4RS
(AGTCATGTTAAACAGGCTGCT). La tercera mutacion G6 (G/A) se amplificé con los
oligonucledtidos GDF9G6FS (AGAGACCAGGAGAGTGCCAG) y GDF9G6RS

(CTGGGGAAAAAGAAACTGTTTGAAG) y los oligonucleétidos empleados para la
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cuarta mutacion G7 (G/A) fueron GDF9G7FS (AGCTCCATGACTTTAGAC TTAGC) y
GDF9G7RS (GACAGTCCCCTTTACAGTATCG) de acuerdo al disefio previo de

oligonucleadtidos.

SNP

Secuencia control mutante

Si bio . .
0 —— S ocuencia control sin
‘ Amplificacion por gPCR cambio

I Oligonucleétido Directo ———————»

‘ Ciclo 1
|
<+— Oligonucleétido Reverso I

. Ciclo 40

Figura 9. Diagrama de amplificacion de las regiones de interés del gen GDF9

7.8 Amplificaciéon de las muestras de ADN de ovino

A partir de ADN gendmico extraido de sangre, se amplificé el marcador GDF9 por
medio de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) utilizando
los oligonucled6tidos empleados en la amplificacion de las secuencias control (tabla
3). La amplificacién de los fragmentos de interés se llevd a cabo mediante el
protocolo de reaccibn Luminaris Color HRM Master Mix (Thermo Scientific
#K1031BID), reactivo que contiene el agente intercalante Eva green para la mezcla
de reaccion y Maxima SYBR Green gPCR Master Mix 2X (Thermo Scientific #K0252)

como se muestra en la tabla 4.
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Se estandarizo la concentracion de controles sintéticos y de las muestras, requeridas

para obtener una sefial significativa de fluorescencia en el mismo ciclo de gqPCR.

Para todas las amplificaciones se utiliz6 una concentracién de controles sintéticos de

0.0001 pM y de 12 ng/ul de ADN gendomico de ovino. La identificacion de cada

mutacion se realiz6 por separado, debido a la temperatura de alineamiento

especifica para cada par de oligonucledtidos.

Tabla 5. Protocolo de la mezcla de reaccion Luminaris Color HRM Master Mix y

Maxima SYBR Green gPCR Master Mix 2X.

Luminaris Color HRM Master Mix

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix

Reactivos Cantidad Reactivos Cantidad
Master Mix (2X) 10pl Master Mix (2X) 12.5ul
Oligonucleotido F (Forward) 1pl(AuM) Oligonucleotido F (Forward) 1pl(1pM)
Oligonucleotido R (Reverse) 1pl(ApM) Oligonucleotido R (Reverse) 1pl(ApM)
ADN gendmico 1ul (12ng) ADN gendmico 3ul (= 500ng)
Agua libre de nucleasas 7ul Agua libre de nucleasas 7.5ul
Volumen final 20ul Volumen final 25ul

El protocolo del termociclador (Tabla 5) se efectu6 como se muestra a continuacion,

con el fin de estandarizar las condiciones de amplificacion.

Tabla 6. Protocolo del termociclador Pikoreal96

Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min 1
Desnaturalizacion 95°C 15 seg
Alineacién/Extension 58°C 30 seg 40

El tamafio obtenido de los productos de qPCR se verificaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 3 % TAE IX, cargando 4ul de ADN mas 1ul de buffer de carga

mostrando un tamafo esperado de ~100 pb.
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7.9 Andlisis HRM (High Resolution Melt Analysis)

Se realiz6 un ensayo HRM utilizando el fluoréforo Eva Green y SYBR Green para
comparar la eficiencia de cada uno de acuerdo a las gréaficas de diferencia para la
deteccién de genotipos. Posteriormente se selecciond un fluoroforo y se aplico a
todas las muestras. La técnica HRM permitié el andlisis post PCR para detectar
variantes alélicas dentro de nuestra secuencia de interés. Se realiz6 una curva de
fusion (Melting curve) con un incremento de temperatura de 0.04°C dentro de un
rango de 65°C a 95°C. Se analizaron las diferencias alélicas mediante el software
HRM y se compararon las curvas de disociacion o también llamadas “curvas

melting”, detectando los cambios de fluorescencia entre cada muestra.

7.10 Ensayo RFLP (Restriccion Fragment Length Polymorphism)

Se realizdé un ensayo RFLP como validacion del analisis HRM de la mutacién G1

(A/G) utilizando la enzima Hhal (Biolabs R0139S) con sitio de restriccion GCG/C.

7.11 Secuenciacioén

Se realiz6 una seleccion de muestras representativas, tomando en cuenta el
comportamiento de la desnaturalizacion del producto de PCR mostrado en las curvas
del andlisis HRM: aquellas curvas que se solapaban respecto a las curvas de los
controles sintéticos y aquellas que no pero que mostraban el mismo comportamiento,
asi como también aquellas que tenian un comportamiento distinto. Se amplificaron
fragmentos de 708 y 799 que abarcaron las mutaciones G1 y en el otro G4, G6 y G7,
respectivamente. Se amplificaron mediante PCR utilizando los oligonucle6tidos
GDF91F y GDF91R para el fragmento de 708pb y los oligos GDF92BF y GDF92BR

para el fragmento de 799pb (Anexo). Los productos se purificaron con el reactivo
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AMPureXP (A63882). Posteriormente se secuenciaron en el Instituto de

biotecnologia (IBT).

7.12 Analisis estadistico

Se asigno el genotipo a cada animal de acuerdo a los resultados obtenidos en el
andlisis de las curvas de fusion, se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas.
Para el célculo de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen GDF9 se utilizo la

prueba de X2 (ji cuadrada), partiendo de la ecuacion:

p%+2pg +g° donde:

p2: alelos en individuos homocigotos con un polimorfismo n
2pq: frecuencia predicha para heterocigotos.

g2: alelos en individuos homocigotos con un polimorfismo m
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8. RESULTADOS

Se extrajeron un total de 305 muestras de sangre de ovinos de distintos ranchos

ubicados en la region del Papaloapan.

8.1 Verificacion de ADN de las muestras de ovinos.

La verificacion del ADN extraido a partir de las muestras de sangre de ovino se

observan en la figura 10, visualizando bandas propias del ADN gendmico.

<= ADN gendmico
ovino

<= ADN gendémico
ovino

Figura 10. Verificacién de ADN. Carril 1-30: ADN gendmico de sangre de ovino.

8.2 Reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real

Las amplificaciones tuvieron un rango de fluorescencia de 1200 a 1800 RFU como se
muestra en la Figura 8. La especificidad de los oligonucle6tidos se demostré con la

amplificacion de los controles del gen GDF9 y las muestras procesadas.



Figura 11. Amplificacién de los controles y muestras del gen GDF9 mediante gPCR.
A. Controles GDF9PSG1, GDFINSS1 y muestras. B. Controles GDF9PSG4,
DFONSS4, y muestras. C. Controles GDFO9PSG6, GDFINSS6 y muestras. D.
Controles GDF9PSG7, GDFINSS7 y muestras.

El tamafio obtenido de los productos de gPCR se verificaron por electroforesis en un

gel de agarosa al 3 % TAE IX, mostrando un tamafio esperado de ~100 pb asi como

se observa en las figuras del anexo 3.
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8.3 Analisis HRM (High Resolution Melt Analysis)

El analisis HRM utilizando el fluor6éforo Eva Green mostré una eficiencia del 99.5%
respecto a la identificacion de los genotipos en la mutacion G6 mediante el software
de analisis de curvas de fusion PikoReal 2.2 mientras que SYBR Green tuvo una
eficiencia del 98% para reconocer los genotipos. En la figura 12 se puede apreciar la
diferencia entre un fluoréforo y otro, en donde existe una diferencia para identificar el
alelo AG, sin embargo no se descarta como método de identificacion, por lo cual

SYBR green se utilizé en la genotipificacion de los polimorfismos del gen GDF9.

A 17.473
103.08 = Eva Green ' T Eva Green
Controles
ﬁéticos B
Homo G
-ngr::cc: A 5 [ g
a0 - lHetero =
£
]
-0.88564 : | 25532 4 |
75.4 a0 04,8 73 73 a0 24.8
Temperature (°C) Temperature (%2
C. D
102,01 = 10,621 =
SYBR Green SYBR Green
Controles
sintéticos
lHomo G x
lHomo A . -
a0 - lHetero o
£
O -
-0.38172 , , ] 15,029 - , ]
722 Fis ed g82.2 7.2 s ad 82.2
Temperature {°C) Temperature (#C)

Figura 12. Analisis HRM con diferentes fluoréforos. Eva Green: A. Curvas de
disociacion que indican la desnaturalizacion delos productos de qPCR en controles
sintéticos. B. Diferencia de fluorescencia de los controles sintéticos a partir de las
curvas de disociacion. SYBR Green: C. Curvas de disociacion delos productos de

gPCR de controles sintéticos. D. Diferencia de fluorescencia.
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8.3.1 Mutacién G1 (R87H) en el gen GDF9

El ensayo realizado mediante controles sintéticos para la identificacion de la
mutacion G1 (R87H) localizado en el exén 1 del gen GDF9, en donde ocurre una
transicion de una A por una G en la posicidon 261 a partir del codon de inicio, se
obtuvieron tres diferentes temperaturas y curvas de fusién correspondientes a los
tres genotipos posibles. Con respecto al analisis de las muestras Unicamente se

identifico el genotipo GG, teniendo como referencias los controles sintéticos.

Temperature (°C) Temperature [°C)

Figura 13. Andlisis HRM para la mutacion G1:A.Curvas de disociacion que indica la
desnaturalizacion delos productos de qPCR en controles sintéticos. B. Diferencia de
fluorescencia de los controles sintéticos GDF9PSG1 y GDFINSS1 a partir de las
curvas de disociacion para diferenciar genotipos. C. Curvas de disociacion delos
productos de gPCR de controles sintéticos y muestras de ADN ovino. D. Diferencia
de fluorescencia de muestras de ADN ovino tomando como referencia los controles

sintéticos.
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8.3.2 Mutaciéon G4 (E241K) en el gen GDF9

El andlisis HRM realizado con controles sintéticos para la identificacion de la
mutacion G4 (E241K) localizado en el exdon 2 del gen GDF9, en donde ocurre un
cambio de base nitrogenada de una A por una G en la posicién 723 a partir del codon
de inicio, mostr6 tres curvas de fusibn con una temperatura especifica
correspondientes a los tres genotipos posibles. El ensayo realizado en las muestras

permitio identificar los genotipos AG y GG.

RFLI

B.
Controles 19.666 -
sintéticos G4
=H0mo G o
Homo A
-Hetero E EI 7
2
£
O -20 -
-1,2137 - | , -33.116 4
712 i) 79.2 712
Temperature (°C)
D.
102,36 =
Controles 23,373 -
sintéticos G4 T Muestras
con muestras
lHomo G B
D S0- — ey E 0
=
o137 l | I 37,870 1 Muestras —» | ]
712 i) 79,2 712 73 792

Temperature (°C) Temperature (°C)

Figurald. Analisis HRM para la mutacion G4: A. Curvas de disociacion delos
productos de qPCR en controles sintéticos. B. Diferencia de fluorescencia de los
controles sintéticos GDF9PSG4 y GDFINSS4 a partir de las curvas de disociacion
para diferenciar genotipos. C. Curvas de disociacion delos productos de qPCR de
controles sintéticos y muestras de ADN ovino. D. Diferencia de fluorescencia de

muestras de ADN ovino tomando como referencia los controles sintéticos.
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8.3.3 Mutacién G6 (V332l) en el gen GDF9

Para la mutacion G6 localizado en el exon 2 del gen GDF9, en donde ocurre una
transicion de una A por una G en la posicion 996 partir del codon de inicio, se
obtuvieron tres diferentes temperaturas y curvas de fusion correspondientes a los
tres genotipos posibles. A partir de dicho analisis se obtuvo la siguiente distribucion
de los genotipos AA, GG y AG, cabe mencionar que el genotipo AG mostré dos

comportamientos diferentes.
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Figura 15. Analisis HRM para la mutaciéon G6: A. Curvas de disociacion que indica la
desnaturalizacion delos productos de gPCR en controles sintéticos. B. Diferencia de
fluorescencia de los controles sintéticos GDFIPSG6 yGDFINSS6 a partir de las
curvas de disociacion para diferenciar genotipos. C. Curvas de disociacion delos
productos de gPCR de controles sintéticos y muestras de ADN ovino. D. Diferencia
de fluorescencia de muestras de ADN ovino tomando como referencia los controles

sintéticos.
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8.3.4 Mutacion G7 (V371M) en el gen GDF9

La figura 16 mostré la adecuada identificacion de los genotipos en los controles
sintéticos, sin embargo al analizar las muestras de ADN de ovinos, Unicamente se
identifico el genotipo GG localizado en el exon 2 del gen GDF9 en el analisis HRM,
donde se obtuvieron tres diferentes temperaturas y curvas de fusion

correspondientes a los tres genotipos posibles respecto a los controles.
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Figura 16. Andlisis HRM para la mutacion G7: A. Curvas de disociacion que indica la
desnaturalizacion delos productos de gPCR en controles sintéticos. B. Diferencia de
fluorescencia de los controles sintéticos GDF9PSG7 y GDFINSS7 a partir de las
curvas de disociacion para diferenciar genotipos. C. Curvas de disociacion delos
productos de gPCR de controles sintéticos y muestras de ADN ovino. D. Diferencia
de fluorescencia de muestras de ADN ovino tomando como referencia los controles

sintéticos.
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8.4 Ensayo RFLP (Restriccion Fragment Length Polymorphism)

Para verificar que la mutacion G1 no estaba presente en las muestras de ADN de
ovino, se analizaron muestras representativas, ~ 50 muestras. El producto
amplificado fue de 708 pb correspondiente a la region del primer exén del gen GDF9
que se digiri6 con la enzima Hhal. Se observaron patrones de restriccion de 127 pb,
254 pb y 327 pb, lo cual indic6 que no habia cambios en la secuencias de
nucleotidos de las muestras de ADN en ovinos y Unicamente conservaba el alelo GG.
Coincidentemente arroja el mismo resultado que se obtuvo mediante en andlisis

HRM que se muestra en la figura 13.
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Figura 17. Ensayo RFLP para la mutacion G1. Carril 1: Marcador de peso. Carril 2-8.

Producto de PCR digeridas con la enzima Hhal con el alelo GG.

8.5 Secuenciacion

En el CLUSTAL 0(1.2.1), se escogieron dos secuencias aleatorias de muestras de
ADN para representar el resultado obtenido de la secuenciacién, tomando como
validacion que el secuenciador automatico de ADN lee a partir de la base 50 hasta

~700 pb, desde el extremo 3’ del oligo, ubicando a la mutacion en la base 291 del
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producto secuenciado. Estas secuencias comparadas del fragmento de 708 pb del
exon 1 secuenciado para la identificacién de la mutacion G1 en muestras de ovino
con la region de gen GDF9 (AF078545.2) se observa que conserva el genotipo GG,
tal como se indica con una flecha negra en la figural8 y no muestra ningn cambio
de nucledtidos respecto a la secuencia reportada en la base de datos como se

observa en la figura 19 en la region sombreada en color morado.

v

T T T ¢ C & C T & C & T G A& & G A& G G C T C T A T A& & G G

Al i Sl iy Ml A.ﬁ. ﬁ. il

Figura 18. Secuenciacién de un fragmento de 708pb en el exén 1 del gen GDF9 en

muestra de ovino con genotipo GG.

CLUSTAL O (1.2.1) multiple sequence alignment

Gen GDF9 TCTCCTTTCCCCTCTCTTAGAGGTTCTGTATGATGGGCACGGGGAACCCCCCAGGCTGCA
Muestra93 TCTCCTTTCCCCTCTCTTAGAGGTTCTGTATGATGGGCACGGGGAACCCCCCAGGCTGCA
Muestrall? TCTCCTTTCCCCTCTCTTAGAGGTTCTGTATGATGGGCACGGGGAACCCCCCAGGCTGCA

KA KA AR A AR A AR A AR A KRR A AR A AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A AR A Ak Ak Ak Ak Ak Ak k k%

Gen GDF9 GCCAGATGACAGAGCTTTGLCGCTACATGAAGAGGCTCTATAAGGCATACGCTACCAAGGA
Muestra93 GCCAGATGACAGAGCTTTGECGCTACATGAAGAGGCTCTATAAGGCATACGCTACCAAGGA

Muestrall’ GCCAGATGACAGAGCTTTGECGCTACATGAAGAGGCTCTATAAGGCATACGCTACCAAGGA

R R I b b I I b I e b I b S b b S Ih I b 2R I b I Sh b b b Sh b 2 ah b b 2h b b 2 Sh b b 2h b b 2 Sh I b 2h Sh b 2 Sh b b S S Y

Gen GDF9 GGGGACCCCTAAATCCAACAGACGCCACCTCTACAACACTGTTCGGCTCTTCACCCCCTG
Muestra9d3 GGGGACCCCTAAATCCAACAGACGCCACCTCTACAACACTGTTCGGCTCTTCACCCCCTG
Muestrall? GGGGACCCCTAAATCCAACAGACGCCACCTCTACAACACTGTTCGGCTCTTCACCCCCTG

R R I b b I I b I e b b b S b b S Ih I b 2h I b 2 Sh b b b Ih b 2 ah b b db b b 2 Sh b b 2b b b 2 SR b b 2h Sh b 2 Sh b I S b Y

Figura 19. Multialineamiento del exén 1 del gen GDF9 (AF078545.2) comparadas

con productos de PCR secuenciados del gen GDF9.
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La secuenciacion de productos de PCR con un tamafio de 799pb para la
identificacion de la mutacionG4 ubicada en la posicion 84 del fragmento amplificado
se muestra en la figura 20, donde las zonas cambiantes se indican con flechas
negras. Cabe mencionar que la secuenciacion reveld heterocigosidad (figura 20.A)
en parte de la poblacién, teniendo la presencia del alelo AG o también representado

como base degenerada “R” en el resultado de la secuenciacion.

A v B. v

CGERA&LEG ACCAE GC TG CAG CATCC G TGOCGG 424G ACCAGCTOGCAG C2TCC

it it

Figura 20. Secuenciacion de un fragmento de 799pb en el exén 2 del gen GDF9 en

muestras de ovino. A. Genotipo AG. B. Genotipo GG.

Por otro lado, la figura 21 muestra el CLUSTAL 0 (1.2.1) que compara fragmentos de
secuencias previamente seleccionadas de manera aleatoria de acuerdo al resultado
arrojado en la secuenciacion con la region del gen GDF9 (AF078545.2) que

demuestra que se conserva el genotipo GG asi como también el genotipo AG, esto

se observa en la regiébn sombreada en color verde.

CLUSTAL O (1.2.1) multiple sequence alignment

Muestra65 TGTCTGTAAATTTTACATGTGCGGAAGACCAGCTGCAGCATCCTTCAGCGCGGGACAGCC
Muestra4d4 TGTCTGTAAATTTTACATGTGCGRAAGACCAGCTGCAGCATCCTTCAGCGCGGGACAGCC
Gen GDF9 TGTCTGTAAATTTTACATGTGCGGAAGACCAGCTGCAGCATCCTTCAGCGCGGGACAGCC
Muestra45 TGTCTGTAAATTTTACATGTGCGGAAGACCAGCTGCAGCATCCTTCAGCGCGGGACAGCC

R R R I e b b I 2 I I b b S b S b b S Ih I b 2R b b I Sh b b b Ih b 2 ah b b dh b b 2 Sh b b 2b b b 2 SR I b 2b Ih b 2 Sh b b S b Y

Muestra65 TGTTTAACATGACTCTTCTCGTAGCGCCCTCACTGCTTTTGTATCTGAACGACACAAGTG
Muestra4di4 TGTTTAACATGACTCTTCTCGTAGCGCCCTCACTGCTTTTGTATCTGAACGACACAAGTG
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Gen GDF9 TGTTTAACATGACTCTTCTCGTAGCGCCCTCACTGCTTTTGTATCTGAACGACACAAGTG
Muestradb TGTTTAACATGACTCTTCTCGTAGCGCCCTCACTGCTTTTGTATCTGAACGACACAAGTG

KK R AR A AR A AR A AR AR A A AR AR KA A KRR A AR A KRR A A A AR A AR AR A A AR AR A A AR A ARk kA kK

Muestra65 CTCAGGCTTTTCACAGGTGGCATTCCCTCCACCCTAAAAGGAAGCCTTCACAGGGTCCTG

Muestra’9 CTCAGGCTTTTCACAGGTGGCATTCCCTCCACCCTAAAAGGAAGCCTTCACAGGGTCCTG
Muestra4i4 CTCAGGCTTTTCACAGGTGGCATTCCCTCCACCCTAAAAGGAAGCCTTCACAGGGTCCTG
Gen GDF9 CTCAGGCTTTTCACAGGTGGCATTCCCTCCACCCTAAAAGGAAGCCTTCACAGGGTCCTG
Muestradb CTCAGGCTTTTCACAGGTGGCATTCCCTCCACCCTAAAAGGAAGCCTTCACAGGGTCCTG

Figura 21. Multialineamiento del exon 2 del gen GDF9 (AF078545.2) comparadas
con productos de PCR secuenciados del gen GDF9.

Los resultados de la secuenciacién del producto de PCR de 799 pb para la
identificacion de la mutacidon G6 mostraron la existencia de los alelos AA, GG y AG
ubicada en la posicibn 357 del fragmento amplificado (figura 22). Sin embargo
también se localizo6 la presencia de otra mutacién indicada con las flechas moradas,

representada por la letra “R” que significa Ay G.

Ay B. v v

TG ATTCCAGC TTCE GTCAT CT GAGT GAATACTT e s BT 1T 642642600 TCTG6ERERTTLLCE GO

f

C. v

AG6CTCTG AATTG AA4A064A46CCTCTGOGTTCCL26CTTCAGTCAALATCTGAGTOGAATACTTC

Figura 22. Secuenciacién de un fragmento de 799pb en el exén 2 del gen GDF9 en

muestras de ovino. A. Genotipo AA. B. Genotipo AG. C. Genotipo GG.
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En el CLUSTAL 0 (1.2.1) se comparo

la region del gen GDF9 (AF078545.2) con

resultados de la secuenciacibn de muestras seleccionadas aleatoriamente y se

observo la existencia de los alelos AA, GG y AG (figura 22), asi como también se

muestran las regiones cambiantes sombreadas en color rosa de otra mutacion como

se indicO anteriormente en la figura 21.

CLUSTAL O

Muestrab6b
Muestra’
Muestradd
Gen GDF9
Muestradb

Muestra6b
Muestra79
Muestradd
Gen GDF9
Muestradb

(1.2.1) multiple sequence alignment

CGTCCCGTCACCGCAGAGACCAGGAGAGTGCCAGCTCTGAITTGAAGAAGCCTCTG
CGTCCCGTCACCGCAGAGACCAGGAGAGTGCCAGCTCTGARTTGAAGAAGCCTCTG
CGTCCCGTCACCGCAGAGACCAGGAGAGTGCCAGCTCTGiITTGAAGAAGCCTCTG

CGTCCCGTCACCGCAGAGACCAGGAGAGTGCCAGCTCTGARTTGAAGAAGCCTCTG
CGTCCCGTCACCGCAGAGACCAGGAGAGTGCCAGCTCTGARTTGAAGAAGCCTCTG

C
C
C
C
C
Kok kkhkhkkhkhkhkhhhkhkkhkhkkkhkkhhkkhkhkhhkhhkkhkkkh Fhhkkhhkkhkkkhkxk* *Kk*
CAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTG
CAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTG
CAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTG
CAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTG
CAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTG

KA KA KRR AR A AR A AR A AR A AR AR KA AR A AR A AR A A A AR A AR AR A A AR A AR A AR A Ak Ak k Kk *k

Figura 23. Multialineamiento del exén 2 del gen GDF9 (AF078545.2) comparadas

con productos de PCR secuenciados del gen GDF9.

Los productos de 799pb secuenciados y comparados en el CLUSTAL 0 (1.2.1) con la

region de gen GDF9 (AF078545.2) para la identificacion de la mutacién G7en

muestras de ovino, mostraron que se conserva el genotipo GG y no existe ningun

cambio de nucleétidos (figura 24-25).
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Figura 24. Secuenciacion de un fragmento de 799pb en el exén 2 del gen GDF9 en

muestras de ovino con genotipo GG.
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CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

193.65
191.79
192.44
M234

190.45

193.65
191.79
192.44
M234

190.45

193.65
191.79
192.44
M234

190.45

CAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTG
CAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTG
CAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTG
CAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTG
CAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAACAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTG

KK R AR AR AR A AR A AR A AR AR A AR KA AR KA A AR A KRR AR A AR A AR AR A AR A A AR A AR A AR A ARk K

AGCTCCATGACTTTAGACTTAGCTTTAGTCAGCTGAAGTGGGACAACTGGATTGTGGCCC
AGCTCCATGACTTTAGACTTAGCTTTAGTCAGCTGAAGTGGGACAACTGGATTGTGGCCC
AGCTCCATGACTTTAGACTTAGCTTTAGTCAGCTGAAGTGGGACAACTGGATTGTGGCCC
AGCTCCATGACTTTAGACTTAGCTTTAGTCAGCTGAAGTGGGACAACTGGATTGTGGCCC
AGCTCCATGACTTTAGACTTAGCTTTAGTCAGCTGAAGTGGGACAACTGGATTGTGGCCC

R I R R R I I I I I I I I I I I I I I I I I b b I b I I I b I b b b b I b b I Ih b I Ih b I b Ih b b S b Y

CACACAAATACAACCCTCGATACTGTAAAGGGGACTGTCCCAGGGCGGTCGGACATCGGT
CACACAAATACAACCCTCGATACTGTAAAGGGGACTGTCCCAGGGCGGTCGGACATCGGT
CACACAAATACAACCCTCGATACTGTAAAGGGGACTGTCCCAGGGCGGTCGGACATCGGT
CACACAAATACAACCCTCGATACTGTAAAGGGGACTGTCCCAGGGCGGTCGGACATCGGT
CACACAAATACAACCCTCGATACTGTAAAGGGGACTGTCCCAGGGCGGTCGGACATCGGT

KKK AR A AR A AR A AR A AR A AR AR A A AR AR A AR AR A A A A AR A AR A AR A AR A AR A ARk Rk Ak k Kk kK

Figura 25. Multialineamiento del exén 2 del gen GDF9 (AF078545.2) comparadas
con productos de PCR secuenciados del gen GDF9.

Para la verificacion de homologia de los productos secuenciados se realizé un

BLASTn para encontrar el porcentaje de identidad con el gen GDF9 en Ovis aries. En

el andlisis se observd un 100% de identidad con el Factor de crecimiento y

diferenciacion 9 (GDF9) en Ovis aries con niumero de acceso AF078545.2 (Figura

26-27), el cual coincide con la secuencia que se ha trabajado en todos los apartados.

[ ]

Figura 26. Descripcion de las secuencias homologas al producto secuenciado de la

region del gen GDF9.
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Figura 27. Blastn del fragmento de ADN secuenciado del gen GDF9 de muestras de

ovino.

8.6 Andlisis estadistico

Para la identificacion de la mutacion G1 en el gen GDF9 se observé que el 100% de
la poblacion (n=270) present6 el genotipo GG, mientras que la mutaciéon G4 mostré
un 70% para el genotipo GG y un 30% para el genotipo AG del total de la poblacion
(n=226). La mutacién G6 presentd los genotipos AA, GG y AG con un porcentaje
10%, 77% y 13% respectivamente del total de la poblacién (n=293). Con respecto a
la identificacion de la mutacién G7, no se observé ningn cambio en el analisis de las
secuencias de ADN, por lo que todas las muestras analizadas (n=294) expresaron el
100% del genotipo GG. Cabe recalcar que de las 305 muestras extraidas de ADN no
todas se identificaron por que no presentaron las mismas condiciones de

amplificacion por lo que se descartaron.
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Mutaciones presentes el en gen GDF9 en ovinos
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Genotipos analizados en el gen GDF9
BAA BGG HAG

Porcentaje de individuos

Figura 28. Porcentaje de genotipos en regiones del gen GDF9

Las muestras analizadas para la identificacion de la mutacion G4 expresaron los
alelos AG y GG mientras que la mutacion G6, mostré la existencia de los 3 alelos:
AA, GG y AG, por lo que se aplicé el andlisis estadistico de la variabilidad genética,
considerando las razas como una sola poblacién y tomando en cuenta el equilibrio
Hardy-Weinberg con la prueba de X? (ji cuadrada), que indica el equilibrio de las
frecuencias alélicas cuando cambian de una generacion a otra y el equilibrio de las
frecuencias genotipicas bajo los supuestos de que el sistema de apareamiento de los
individuos analizados es aleatoria y sin seleccion.

En la tabla 6, se observa que la frecuencia del genotipo para el homocigoto AA fue
de 0.0, para el heterocigoto AG de 0.3 y para el homocigoto GG de 0.7 en el ganado
ovino respeto a la identificacion de la mutacion G4 (E241K) mientras que la
frecuencia de los alelos A y G fueron de 14 % y 86 % respectivamente, siendo el
alelo GG el méas predominante como se observa en la figura 29. Asimismo se

observa que la heterocigosidad media fue de 0.3. Se obtuvo un valor de X%os=6.84

55



que se compar6 con el valor obtenido de tablas que fue igual a X?%eorica=5.99 con 2
grados de libertad y un grado de confianza igual a 0.05. Como XZobs>X%'teorica, la
diferencia es significativa, lo que indica que p?-g? es diferente de lo observado y que

en la poblacion no se cumple con el equilibrio Hardy Weinberg.

Tabla 7. Frecuencias genotipicas y alélicas observadas y esperadas de muestras de
ovino para la mutacion G4 del gen GDF9.

Frecuencias

Genotipos -
alélicas
AA AG GG Total A G
Numero de individuos 0 67 159 226 0.14 0.86
observados
Frecuencia genotipica 0 0.3 0.7 1
observada
Frecuencia genotipica 0.02 0.26 0.72 1
esperada p2+2pg+qg2
Numero de individuos 5 57 164 226
esperados
Frecuencia de genotipos
0.8
0.7
0.6
©
'S 0.5
c
S04
[3) A
o3
LL
0.2
0.1 —
0
AA AG GG

Alelos presentes

Frecuencia genotipica observada @ Frecuencia genotipica esperada p2+2pg+q2

Figura 29. Frecuencia genotipica para la mutacion G4 en el gen GDF9
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En la tabla 7, se observa que la frecuencia del genotipo para el homocigoto AA fue
de 0.10, para el heterocigoto AG de 0.13 y para el homocigoto GG de 0.77 en el
ganado ovino respeto a la identificacion de la mutaciéon G6 (V332l) mientras que la
frecuencia de los alelos Ay G fueron de 17% y 83% respectivamente, siendo el alelo
GG el mas predominante como se observa en la figura 30. Asimismo se observa que
la heterocigosidad media fue de 0.32. Se obtuvo un valor de X20s=79.22 que se
comparé con el valor obtenido de tablas que fue igual a X?teorica=5.99 con 2 grados
de libertad y un grado de confianza igual a 0.05. Como XZobs>X?%eorica, la diferencia es
significativa, lo que indica que p?g?> es diferente de lo observado y que en la
poblacién no se cumple con el equilibrio Hardy Weinberg, lo que significa que en la

composicidén genética actua la seleccidén natural y con ello cambios mutacionales.

Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas observadas y esperadas de muestras de
ovino para la mutacion G6 del gen GDF9.

Genotipos Frecuencias alélicas
AA  AG GG  Total A G
Numero de individuos 28 39 226 293 0.17 0.83

observados
Frecuencia genotipica 0.1  0.13 0.77 1
observada

Frecuencia genotipica 0.03 0.27 0.70 1
esperada p2+2pg+q2

NUmero de individuos 8 80 205 293
esperados
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Figura 30. Frecuencia genotipica para la mutacion G6 en el gen GDF9

En la tabla 9 se observa la comparacion de frecuencias alélicas y genotipicas de las
razas estudiadas de manera individual para la identificacion de la mutacion G4.
Obteniendo como resultado general que la frecuencia genotipica observada mas
predominante fue el homocigoto GG representado con letras en color rojo mientras
gue el homocigoto AA no se ve expresado. Aunado a esto, la frecuencia de alelos G
indicado en color azul en las razas estudiadas también mostr6 mayor dominancia

respecto al alelo A.

Asi mismo, se observa que cada una de las razas estudiadas se encuentra en
equilibrio Hardy Weinberg, no hay diferencias significativas entre los valores
esperados y observados, teniendo una X%ps<4.26, por lo que se asume que en cada
poblacién de acuerdo a su raza hay panmixia, es decir, que el apareamiento es al
azar e independiente de cualquier preferencia fisica o genética, teniendo como
supuesto que soélo conservan una mutacion y recalcando que permanecen como

razas individuales.
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Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas de muestras de ovino para la mutacion G4 del gen GDF9 de acuerdo a su raza.

Kathadin Pelibuey Dorper Black Belly Cruzas

AA AG GG Total AA AG GG Total AA AG GG Total AA AG GG Total AA AG GG Total
o
N® de individuos 33 61 94 0 13 21 34 0 9 26 37 0 1 16 17 0 11 33 44
observados
Frecuencia
genotipica 0 0351 064 1 0 0382 061 1 0 0243 0756 1 0O 0.058 0941 1 0 025075 1
observada
Frecuencia
gggg:f&;a 03 0289 068 1 .03 0309 065 1 001 0213 0771 1 000 005 094 1 0015 021 076 1
p2+2pg+q2

~oR e
g'spdei;ggg"duos 29 2720 639 94 124 1051 222 34 054 7.905 2854 37 001 097 16.0 17 0687 9.62 33.6 44

Frecuencias A G A G A G A G A G

alélicas
0.18 0.82 0.2 0.8 0.12 0.88 0.03 0.97 0.125 0.875

Tabla 10. Frecuencias genotipicas y alélicas de muestras de ovino para la mutacion G6 del gen GDF9 de acuerdo a su raza.

Kathadin Pelibuey Dorper Black Belly Cruzas

AA AG GG Total AA AG GG Total AA AG GG Total AAL AG GG Total AA AG GG Total
N2 de
individuos 23 31 96 150 3 7 25 35 2 1 33 36 0 0 17 17 0 0 55 55
observados
Frecuencia
genotipica 0.15 0.2067 0.64 1 0.086 0.2 0.714 1 0.056 0.0278 0.9167 1 0 0 1 1 0 0 1 1
observada
Frecuencia
genotipica
esperada
p2+2pg+qg2
N2 de individuos
esperados

0.07 0.3816 0.553 1 0.034 0.3024 0.663 1 0.005 0.1292 0.8659 1 0 0 1 1 0 0 1 1

9.88 57.237 82.88 150 1.207 10.586 23.21 35 0.174 4.6528 31.174 36 0 0 17 17 0 0 55 55

Frecuencias A G A G A G A G A G

alélicas
0.26 0.74 0.07 0.19 0.81 0.93 0 1 0 1



Por otra parte, en la tabla 10 se observa la comparacion de frecuencias alélicas y

genotipicas de las razas estudiadas de manera individual para la identificacion de la

mutacion G6, donde se muestra que la frecuencia genotipica observada mas

sobresaliente fue el homocigoto GG representado con letras en color rojo mientras que

el homocigoto AA varia al igual que el heterocigoto AG dependiendo la raza.

Incorporado a esto, la frecuencia de alelos G indicado en color azul en las razas

estudiadas también mostré mayor dominancia respecto al alelo A.

El test de chi cuadrado, indic6 que sélo la raza Pellibuey se encuentra en equilibrio

Hardy Weinberg (X%bs=4.015), no hay diferencias significativas entre los valores

esperados y observados, en cambio las razas Kathadin (X2ms=31.51), Dorper

(X?0bs=4.015) Black Belly, y sus cruzas, no se encuentran en equilibrio, probablemente

porque existe una constate relacion entre una poblacion y otra.

Tabla 11. Frecuencias genotipicas y alélicas de muestras de ovino para la mutacion G4
del gen GDF9 de acuerdo a su sexo.

Hembras Machos
AA AG GG Total AA AG GG Total

Na de individuos 0 66 134 200 0 1 25 26
observados
Frecuencia genotipica 0 033  0.67 1 0 0.039 0.97 1
observada
Frecuencia genotipica 0.02 0.28 0.70 1 0.0 0.03 0.96 1
esperada p2+2pg+q2
Na de individuos 5 55 140 200 0.0 1 25 26
esperados

Frecuencias alélicas A G A G

0.165 0.835 0.02 0.98
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Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas de muestras de ovino para la mutacion
G6 del gen GDF9 de acuerdo a su sexo.

Hembras Machos
AA AG GG Total AA AG GG Total
N2 de individuos 24 36 191 251 4 3 35 42
observados
Frecuencia genotipica 0.09 0.15 0.76 1 0.1 0.07 0.83 1
observada
Frecuencia genotipica 0.03 0.27 0.70 1 0.02 0.22 0.76 1
esperada p2+2pg+q2
N2 de individuos 7 70 174 251 0.72 9.20 32 42
esperados
Frecuencias alélicas A G A G
0.17 0.83 0.13 0.87

El célculo de la frecuencia genotipica observada y esperada evaluando a los ovinos de
acuerdo a su sexo para la identificacion de la mutacion G4, fue de 0.67 para el
genotipo GG y 0.33 para el genotipo AG, tal como se muestra en la tabla 11 en el caso
de las hembras. Coincidentemente también los machos mostraron mayor dominancia
para el genotipo GG, teniendo una frecuencia genotipica de 0.97. Por otra parte la
mutacion G6 (tabla 12) mostré una frecuencia de 0.76 para el genotipo GG en hembras
y 0.83 en machos, lo que conlleva a decir que tanto el analisis a nivel poblacion, a nivel
de razas individuales y a nivel de sexo, coincide ser el alelo GG el mas predominante
sin embargo hay animales que destacan portando los genotipos AA y AG. Es preciso
decir que el analisis que mejor representa el comportamiento evolutivo y permite
analizar los cambios en el acervo genético pudiese ser el analisis que considera a

todos los ovinos como una poblacion puesto que hay relacion entre razas.
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Al concluir la identificacion de los polimorfismos encontrados en la poblacion ovina se
mostraron mutaciones presentes en unos animales y ausentes en otros, sin embargo
se observé que en algunos casos un mismo animal tuvo dos polimorfismos diferentes
(Anexo 4).

En las figuras 31-34 se muestran los polimorfismos G2 y G4 ubicados en el eje “y’ y “y
secundario”, respectivamente, donde 1 significa presencia y 0 ausencia respecto a
cada animal ubicandolo en el eje x de acuerdo a su raza: Kathadin, Pelibuey, Dorper,
Black Belly y cruzas, en los cuales se presentaron animales con combinaciones de
alelos distintas. En la raza Kathadin se observd que la combinacion mas predominante
en algunos animales fue el alelo GG del polimorfismo G2 junto con el alelo GG del
polimorfismo G4 (43 %), indicado con el recuadro negro seguido de la combinacion
AG-GG (17 %), GG-AG (12 %), AG-AG (11 %), GG-AA (11 %) y por ultimo AG-AA

(6%). Aunado a esto también se observa que algunos animales sélo presentaron un

polimorfismo.
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Figura 31. Combinaciones de los alelos AA, AG y GG de los polimorfismos G2 y G4
del gen GDF9 en la raza Kathadin.
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G2

En la raza Pelibuey se observé que la combinacion mas abundante en algunos
animales fue el alelo GG del polimorfismo G2 junto con el alelo GG del polimorfismo G4
(44 %), indicado con el recuadro negro seguido de la combinacion AG-GG (29 %), GG-
AG (15 %), GG-AA (6 %), AG-AG (3 %), y por ultimo AG-AA (3 %) como se observa en

la figura 32.
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Figura 32. Combinaciones de los alelos AA, AG y GG de los polimorfismos G2 y G4
del gen GDF9 en la raza Pelibuey.

En la raza Dorper (figura 33) se observaron las combinaciones alélicas GG-GG (94 %),
indicado con el recuadro negro, AG-GG (3 %) y AG-AA (3 %), siendo mas abundante
en algunos animales, el alelo GG del polimorfismo G2 junto con el alelo GG del
polimorfismo G4. Mientras que en la raza Black Belly y cruzas se observaron las

combinaciones alélicas: GG-GG (81 %) y AG-GG (19 %) unicamente.
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Figura 33. Combinaciones de los alelos AA, AG y GG de los polimorfismos G2 y G4

del gen GDF9 en la raza Dorper.
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Figura 34. Combinaciones de los alelos AA, AG y GG de los polimorfismos G2 y G4
del gen GDF9 en la raza Black Belly y Cruzas.

A nivel de poblacién, la combinacion alélica mas predominante fue GG-GG o también
llamado alelo silvestre perteneciente a la oveja, seguida por la combinacién AG-GG,
GG-AG, GG-AA, AG-AG y por ultimo AG-AA, como se observa en la tabla 13. En toda
la poblacién se observaron que las muestras de algunos animales sélo presentaron un
polimorfismo de los dos analizados y encontrados, o que sugiere pensar que existe

otra variante alélica que interviene para que no se lleve a cabo la amplificacion, es
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importante mencionar que hubo muestras que se descartaron debido a que no

cumplieron con la concentracion requerida para llevar a cabo el analisis HRM.

Tabla 13. Combinaciones de los alelos AA, AG y GG de los polimorfismos G2 y G4 del
gen GDF9 a nivel Poblacion.

Mutacion G4
N
) AA 0 0 0
c
S - 8 11 38
(&)
]
§ GG 12 16 131
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9. DISCUSION

En la especie ovina se han encontrado diversos polimorfismos relacionados con la
prolificidad también conocidos como alelos Fec (Fecundidad), ubicados en el gen
GDF9 (Hanrahan et al., 2004). Estos se han asociado con el incremento de la tasa
ovulatoria, aumento de la fertilidad y el tamafio de camada (Paz et al., 2014) en
distintas razas ovinas, tales como; ovejas Belclare, Cambridge, Santa Inés, Araucanos
y Pellibuey (Chu et al., 2011), provocando cambios en la secuencia de ADN lo que
conlleva a una transicion en los aminoacidos que pueden influir en la conformacién y
plegamiento de la proteina, lo cual determina su funcién (Palmer et al., 2006). Se han
identificado variantes involucradas con la tasa de ovulacion mediante herramientas
moleculares como PCR- RFLP y secuenciacion directa sobre la region especifica de
ADN (Silva et al., 2011).

En este estudio se identificaron las mutaciones G1, G4, G6 y G7 ubicadas en el gen
GDF9 en ovinos de pelo: Kathadin, Pellibuey, Black Belly, Dorper y Cruzas mediante el
analisis HRM basado en gPCR, método que no ha sido utilizado para la localizacién de
estos genes, el cual demostré ser eficiente para la diferenciacion de genotipos; tanto
homocigotos como heterocigotos (Erali et al., 2008) utilizando muestras y controles
cuantificados en conjunto con el agente intercalante SYBR Green, fluor6foro que se ha
puesto a prueba para genotipificacion en otros estudios, donde se reporta que las
curvas de fusibn que se generan para deteccion de homocigotos y hetocigotos
muestran espacios estrechos de amplicones de la Tm por lo que no se diferencia
claramente mientras que utilizando LC Green o Eva Green, fluoréforos mas
saturantes, si se observan productos de ~44pb claramente separados (Wittwer et al.,

2003).
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Por otra parte, otro estudio ha revelado que SYBR Green solo se puede utilizar para
HRM después de una modificacion en el protocolo que indica el uso de tres
oligonucledtidos que sean especificos para un alelo y lo reconozcan (Liew et al., 2004).
Otro método ha descrito la desnaturalizacion del ADN combinado con SYBR Green
mediante gPCR que ofrece ser un proceso sencillo, rapido y barato para la deteccion
de mutaciones (Kugelman et al., 2009). Ademas de que otras publicaciones han
demostrado que SYBR Green se puede utilizar con éxito para el analisis HRM usando
un Rotor-Gene 6000 (Price et al., 2007; Pomprasert et al., 2008) a pesar de que SYBR
Green ha sido clasificado como un agente intercalante con baja especificidad, porque
puede unirse a productos inespecificos y puede inhibirla reaccién de PCR (Gudnason
et al., 2007).

En contraste con los estudios anteriores que utilizan el analisis HRM, podemos afirmar
gue en base a los resultados obtenidos, SYBR Green tiene potencial para ser utilizado
en la deteccién de mutaciones, tomando en cuenta las condiciones establecidas en el
presente estudio y el equipo especifico para su realizacion. Cabe mencionar que en
comparaciéon con Eva Green, podemos pensar que las diferencias en la deteccion de
los genotipos se deben al tamafio utilizado del amplicon puesto que se manejan
normalmente tamafnos pequefios, los cuales difieren de los controles utilizados para la
identificacion de los polimorfismos del gen GDF9.

En comparacion con el ensayo RFLP, el analisis HRM muestra una gran ventaja,
porque la reaccidn se realiza una sola vez en un tubo cerrado, lo cual disminuye
riesgos de contaminacion con respecto al RFLP, que es un método que requiere de
varios pasos; amplificacion por PCR, ensayo de restriccion y preparacion de geles para
la observacion de los productos obtenidos. Por tal motivo, podemos decir que el
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analisis HRM es una herramienta de diagnodstico molecular con potencial que permite
detectar mutaciones discrepando cambios significativos de fluorescencia con alta
sensibilidad, especificidad y rapidez (<2.0 horas).

Por otro lado, en la identificacidon de mutaciones mediante el analisis HRM y verificado
con la secuenciacion de ADN y el ensayo de restriccion, el polimorfismo G1 no se
encontré en la poblacién analizada de la region del Papaloapan, ni tampoco el G7,
mientras que en otros estudios, estas mutaciones G1 y G7 localizadas en el gen GDF9
ya han sido identificadas y relacionadas con una alta fertilidad en ovejas Belclare y
Cambridge (Hanrahan et al., 2004) asimismo como en Araucanos que expresan la
mutacion G1 (Paz et al., 2014), por lo que podemos sugerir que debido a que los
ovinos mantuvieron las variantes silvestres, el factor involucrado que pudiera controlar
estas variantes es la raza ovina, la alimentacion y el ambiente en el que se desarrolla
asi como sus antecedentes reproductivos.

Respecto a los polimorfismos G4 y G6, se identificaron acertadamente, mostrando
curvas claramente distantes para poder realizar la diferenciacion de genotipos.

Los andlisis estadisticos para la mutacion G4 y G6 mostraron que la frecuencia del
alelo GG, es decir; el alelo silvestre en la poblacion ovina, es el mas predominante y
que el test de ji cuadrada (X?) que mejor representa el comportamiento de las
frecuencias genotipicas y alélicas es el analisis a nivel poblacién porque estudiandolos
por razas independientes, no es representativo debido a que hay una constante
rotacion entre razas en la region y estudiarlos por sexo resulta similar puesto que no se

evalla un numero exacto de hembras igual a machos.
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La presencia de la mutacion G4 en la poblacion fue polimorfica, presentando dos alelos
AG y GG, mostrando la ausencia de homocigotos para el genotipo AA. Esta mutacion
consiste en la sustitucion de acido glutamico por lisina en la posicion 241 de la proteina
GDF9 tal como lo reporta Hanrahan et al. (2004), sustituyendo un grupo acido por un
grupo basico, justo antes del sitio de procesamiento de furina; enzima hidrolasa que
cataliza la liberacion de la proteina madura, o que sugiere que es poco probable que
afecte la region de codificacion madura activa de la proteina, sin embargo, se ha
considerado que las ovejas heterocigotas tienen indicios de una tasa de ovulacion

mayor (Filho et al., 2002).

Ademas, la mutacibn G6, expreso los alelos: AA, AG y GG, mostrando mayor
tendencia hacia el genotipo homocigoto GG. Cabe resaltar que el analisis HRM para la
identificacion de esta mutacion mostr6 un comportamiento singular para el alelo AG,
que se relacion6 con el resultado obtenido en la secuencian de ADN, donde se observo
la presencia de otro genotipo heterocigoto AG correspondiente a la mutaciéon G5, que
no era de interés en este estudio debido a que esta transicién no afecta el cambio de
aminoécidos y no se relaciona con un cambio en la funcion de la proteina.

La mutacion G6 identificada en los ovinos de pelo de la regiébn en comparacién con lo
reportado en el 2004 que muestra el genotipo homocigoto AA en ovejas Cambridge
pero no en Belclare (Hanrahan et al., 2004), apunta a que la raza es un factor

importante en la incidencia de lo polimorfismos a nivel de epigenética.

La existencia de estas dos mutaciones (G4 y G6) del gen GDF9, un factor secretado

por el ovocito también conocido como Fec® uya funcién es controlar el crecimiento
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folicular, en la poblacién ovina de la region de Papaloapan en paralelo con Hanrahan et
al. (2004), muestra que podrian ser un importante aporte como antecedente para
posteriores estudios en otras razas acerca de las mutaciones del gen GDF9, los cuales
han sido reportados como influyentes en la prolificidad de las ovejas.

Al finalizar la identificacion y el analisis estadistico de los polimorfismos encontrados en
la poblacion ovina se observaron combinaciones de las mutaciones, es decir; se
hallaron diferentes alelos en unos animales que en otros, sin embargo se observé que
en algunos casos un mismo animal tuvo dos polimorfismos distintos con diferentes
alelos o incluso con alelos iguales. Estas combinaciones pueden ser factores que
determinen las caracteristicas requeridas para una eficiencia maxima en la produccion,
por lo que sugerimos que aquellos animales que sean portadores de al menos un alelo
heterocigoto, pudiesen ser prolificos y de importancia para el ovinocultor, porque las
hembras que tienen gemelos o0 partos multiples aportan mayores beneficios
econémicos que las que sdlo tienen un cordero con base a los antecedentes
mencionados, asi como también se deben tomar en cuenta las condiciones de
pastoreo, que quizas se encuentren en desventaja respecto a otros.

Sin embargo queda pendiente un andlisis que relacione el genotipo-fenotipo que
demuestre la expresion de los genotipos identificados en el presente estudio asi como
también la elaboracion de un pedigri, puesto que los polimorfismos encontraron se
hallaron en razas distintas a las que ya han sido evaluadas. Asi como también se debe
de tomar en cuenta que este caracter incluye la edad en que tuvo el primer parto, la
regularidad de los partos y los partos multiples, datos que no se obtuvieron en este

analisis, por falta de registros por parte del productor.
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10. CONCLUSIONES

El andlisis HRM demostro ser eficiente para la correcta identificacion de las mutaciones
Gl1, G4, G6 y G7, utilizando el fluoroforo SYBR Green en muestras y controles
cuantificados, quedando demostrado con el analisis de secuenciacion de ADN.

Las mutaciones G1 y G7 no se encontraron localizadas en la poblacién de la region del
Papaloapan. Unicamente se hallaron las mutaciones G4 y G7 presentes en el exén dos
del gen GDF9 en los ovinos de pelo; Kathadin, Pellibuey. Black Belly, Dorpe y Cruzas,
donde el genotipo GG fue el mas predominante.

Dichas mutaciones han sido asociadas al incremento de prolificidad en el caso de
individuos heterocigotos. Lo que conlleva a decir que aunque solo se hayan identificado
dos de las cuatro mutaciones, la poblacién de ovinos de la regién del Papaloapan
podria ser elegida para demostrar el efecto de la existencia de las mutaciones de estos
genes prolificos, considerandolos candidatos para estudiar su vida reproductiva en al
menos dos generaciones que demuestren la herencia de la caracteristica de los genes
ligados al sexo

Sin embargo, se sugiere analizar mas adelante la poblacion de ovinos, tomando en
cuenta un censo mayor de ovejas con tres 0 mas registros de partos, debido a que el
presente estudio reporta muchos animales con posible incidencia de un gen con efecto
prolifico, sin embargo se desconoce el indice de heredabilidad asi como también de

expresion génica.

11. PERSPECTIVAS
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Realizar una busqueda de mutaciones en otros genes reportados con efecto en la

prolificidad de los ovinos tal como; BMP15.

Conocer la variacion genética en el ganado ovino que existe en la cuenca del
Papaloapan para seleccionar los animales portadores de los genes prolificos, tomando
en cuenta sus registros productivos y reproductivos con el fin de establecer a futuro,

centros de reproduccion.

Confirmar el efecto de las mutaciones encontradas analizando la expresion a nivel

genotipo-fenotipo, mediante el nUmero de ovocitos encontrados en el liquido folicular.
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13. ANEXOS
ANEXOS 1. SECUENCIA DEL GEN GDF9 (AF078545.2)

> |AF078545.2| Ovis aries growth differentiation factor-9 gene

GGATCCCCTCAGTCTTCTCCTCGGTTCCCGGCTTTCGTCGGAGCCTCAGGAAGCGGCCGAAATCGGACG
GACTAAGAGTAGAAGAGCGAGGGGCCTGTCAACCTCCAGAGCTGCCCTAGGGTCGGGTGTCCTGGCGCG
GTGGAAAGGGTCTTTGAGGCCGCCGCCTGGCAGTCAACGCGAGATTTTGTACTGTCATGTCCAGTAAGC
TGGAACCGGAATCGGCTATGGTCAGGCCCTCAGCGACCGCAAGACCCGAATCAGGGACACGGATCTGAG
ACTTCTCTTGTCGGCCACCGGATTAGAATCCACTGGCAGGGTGTAGACTTTCCCAAGAGATAATAAAAA
TGTTTCCATTTAGCCACAAGAGTCCTTAGGTAATAGTACAGCAAGTGATGAGCAGCTGTTAGTGATTGT
AGGAGGGAAGAGGCAACCTCCGTCGCAGCCGGCTTCTCCCTCACAGAGTTCTGCCTGGGGCCGAATGTC
ATGTTGCCCACTGTTCACTGCCCAGGAGGAAGGCAGGAACGTTGCGTGTGAGGCGATTCCATTTTCGGA
AAGTGCTTTCTTCTTAAGGATACTGCTGTCCTGTACAGCTGACTGACTTTTCCACTTGATGCAACGTGT
CTGTAAATGTTTTTTTCATGGAATTGCTGGCCATGTGTAATCTAGGACTAAGTTTTCATTCAGCAGTTT
GGGTGTGTTTTATAACCCTCCTTGGCAGATCCGAGCCAGGGAGGCTTGGCAGACAATGAACTTAAAATT
TACCAGTATACCTCGGTTTTATCAGCCTGGGTACTGCACAGACTGGTTCTGTATCACGGTAAGTATATT
CAGCTCTTCTTAGTGTACCCATGTCTCATTTATCTGAAACATAATCTTTAACCTGATCTTAGCTCAGAG
GCAAGAACATAAATACTTATACAGGTAAGAACAAAAATACCTAGCAAATTCTCCCACCATTTGAGTGAT
TAATAAAAAGCAAACCTTTCATTTATTTTCTAGTACCTGAAAACGTCTTTAAACCTTTCAATTAAAGTA
TGCATAGATGAATGAGCAGACCCAAATAAAGGCACCAAGGTATTATACTTTAAAGTGAGTCAAGATTAA
ATGTGATGTCCTCCTTTTTAAAGCATATTGCAGTATTCCAAGTACATATCCTTAAAAGGCTGCGAGAAC
TAGGCAAAATAGCAGTTCTCTGCTCTCTGGAATCTCAATTTCAGTTGTGAATTTCTCTCACCCTCCAAA
TCAACATGCAGTAAATAAATATTCTAAGCACCTGGAAGTGGGAGAAGTGGTACAGATCCAGGGAGAAGA
GTAAACCCAATACCATAAGTTGCATACAAACAGATCTGGGTATCATCATGAATCATTAGCTTTTCCCCA
TGCCTTCGAAGTTTCAGCAAGCATCTAGGGAACATTTTAAAAATCCTAATCTCTCTCAAGAAATCGGCC
GCTTTTTTTTTTAAAGATCACTCCTTGTAGCCTTTCAGCTACATAGCTAGTCCATTAAGTTAAGAGATT
TTAAATAAATGCCAGGGGAAAGGAAAAGGAAAACTATATGGCCAAGTAAATCTGAATCTAATTAGGACA
AACTGAATGAATAGGGTGTTGTCAGCTGATAAAAATTATCCACAGCTAAGCATCCTTAAGGTCTGATTA
CAGAATTGAACCTAGCCCACCCACACACCTAAAGTTTATTTAAGAGACCAACCGAGGCTCTTCCTGGTT
TTTAGGAAGAAGACTGGTATGGGGAAATGTGTTCCTTGCTAATTCTTCCAAGCC-GCGCTTCCCAAC
AAATTCTTCCTTTGGTTTTGCTGCTTTGCCTGGCTCTGTTTTCCTATTAGCCTTGATTCTCTGCCTTCT
AGGGGAGAAGCTCAGATTGTAGCTAGGACTGCGTTGGAATCTGAGGCTGAGACTTGGTCCTTGCTGAAC
CATTTAGGTGGGAGACACAGACCTGGTCTCCTTTCCCCTCTCTTAGAGGTTCTGTATGATGGGCACGGG
GAACCCCCCAGGCTGCAGCCAGATGACAGAGCTTTGCGCTACATGAAGAGGCTCTATAAGGCATACGCT
ACCAAGGAGGGGACCCCTAAATCCAACAGACGCCACCTCTACAACACTGTTCGGCTCTTCACCCCCTGT
GCTCAGCACAAGCAGGCTCCTGGGGACCTGGCGG-GTGTGTAGGAGCAGATTGGTTAATGGGTGGAG
GGAAGAAGAAAGACCTTTTTGCATTTCAGTTACATAAAGGAGTTGGCCCTGCTCCTTGACTTGCATTTT
ACTTTGCATGGTACTCAATATCCAAACAAACCTGGTGCTTGATCTTACTTACTGTTTATTCCTAATGGC
CTCATGGGTTGATGTAGGCTAAATCTCTTGCTAGAAGAGATTTAATGGCCTTAAAACCTGGGAAGAGTG
CTGCTGGAGGTTAGCATCTTGTCCAGGGTCACAAAATCAAGACTGTAAAAAAAGGTATTTTGACTTCGT
TGCATATTCTTTCTAGTCTACCAATGTTGGCCTGGACATGAACCTACAGTACCTCTTTCAGCTGTTAGT
GTGCTTTAGTAAACAGGATGTTTTCCCCACGTTTGTTGCTTTCTGTGAGAGGAAAACTGAAGTCCTTAT
GTGGAACAGTAGATCACCCTACAAGGACAATGTGTTAATCAACAATCTTGTGTGTGTGAGAGAGATGGG
AGCAGTGCTATTTAAAAAAGAAAAAAAAAGTATATTCATTAGCTCGTGACTTACAGAAAACCCTTCTAA
CCCAGCAGGTCATTTGTGGCTATCTTAAACCCTTTCTCCTTCCTTGACGTCCTGTTTTGTTACAGTGCG
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TTTAGAGCTTCCATTTGTTGTCAGTCTCAAGTGTTCCAAATTAACTTAGAGAAGTACTTTTTCTTTATT
GATTCTGCCGGTAAGAACTTAGAATGTTTTCTTAACAAGCCTGGCAAGTGTCTTTTGATAGTTTTCCTC
TTAAAGACTTTCCAAGAGAAAAATACTGCTTTCCTTTTTAGCTTTCTCTTTGTTTGCAGCAACTTAATA
AGATTCTAAAACTTCAAAATATAATGATTCCCTCTTTTAATTCCCCACCAAAGCTATTCTGAATTTCTG
GTGATCCAGCAGTAAGTGCTGGGACTTAGATGTGGTACAGATAACTTGCTTTTTCTTTATAACCCCTAT
CCCACCCTGACGTTTAAGGCTTGAGAATGTGGGGAGAAAAGGGACAGAAGCACATTCTGAGGTACTGAT
TCCTTGATTTGACTTCCTGTTACATATGGCATTACTGTTGGZ—\TTGTTTTTCTTCTCA-ACCTTTCCA
TCAGTGGATCTGCTGTTTAACCTGGATCGTGTTACTGTTGTGGAACATTTATTCAAGTCAGTCTTGCTG
TATACTTTCAACAACTCCATTTCTTTTCCCTTTCCTGTTAAATGTATATGCAACCTGGTGATAAAAGAG
CCAGAGTTTTCTAGCAAGACTCTCCCTAGAGCTCCATACTCATTTACCTATAACTCACAGTTTGAATTT
AGAAAGAAATACAAATGGATGGAGATTGATGTGACGGCTCCTCTTGAGCCTCTGGTGGCCTCCCACAAG
AGGAATATTCACATGTCTGTAAATTTTACATGTGCGGAAGACCAGCTGCAGCATCCTTCAGCGCGGGAC
AGCCTGTTTAACATGACTCTTCTCGTAGCGCCCTCACTGCTTTTGTATCTGAACGACACAAGTGCTCAG
GCTTTTCACAGGTGGCATTCCCTCCACCCTAAAAGGAAGCCTTCACAGGGTCCTGACCAGAAGAGAGGG
CTATCTGCCTACCCCGTGGGAGAAGAAGCTGCTGAGGGTGTAAGATCGTCCCGTCACCGCAGAGACCAG
GAGAGTGCCAGCTCTGAATTGAAGAAGCCTCTGGTTCCAGCTTCAGTCAATCTGAGTGAATACTTCAAA
CAGTTTCTTTTTCCCCAGAATGAATGTGAGCTCCATGACTTTAGACTTAGCTTTAGTCAGCTGAAGTGG
GACAACTGGATTGTGGCCCCACACAAATACAACCCTCGATACTGTAAAGGGGACTGTCCCAGGGCGGTC
GGACATCGGTATGGCTCTCCGGTTCACACCATGGTGCAGAACATCATCCATGAGAAACTTGACTCCTCA
GTGCCAAGACCATCCTGTGTACCTGCCAAGTATAGCCCTTTGAGTGTTTTGGCCATCGAGCCTGATGGC
TCAATCGCTTATAAAGAATATGAAGATATGATAGCCACTAAGTGTACCTGTCGT-CAGACTCCTGTC
AAGTAAAACCATGAGTGTCCTGGCCAGTGTAAATGCCGCGCCCCTGTCTATGCCTTTGGGAGGAAGTTT
CATGTGTCAAATCTCTGACTGTACGACACTGTGTGTTGTGTAAGGAGGAGCCTGTATAGATTAGCATAT
TCTGTGGCATCTATCAATGTAAGGGATAACAGCTGCCTTCCTCATGGCCAAATGTTTAAATGAAATGTA
TTTCTTTTGGAGAACTTTGAATTTTTTCCCAAGTGATTCTTTTTTCCTTTTTGTAGGAGTCTTCTTTTT
GATGTAAGAAAATTTAAAAACTTAATTAGCATAAATCTTGAGTGGAATTGCAGTTCTAGACAATTCAGA
GTGCTATAGTCTTATTTAATGGAGGAATAAATTCCTGTGAGTGGCATAAATTTTCTGTGTGCGGTTTTA
ATTGAAGATTTGCTTTTAAATGGTTATTTGAGAGGGAGAGGAAGTGTGTCTAAAAGCTAGTCTTTACTC
AATTTACTATCCCTTTTTCAGAGTTAGAGAGACTAACTCTCTACCTAAATTAGACTAGAGAGTATACAA
TATATTGGGCTTCCCTGGTGGCTCAGTGGTAAAGAATCTGCCTGCCAATGCAGTAGATGTAGGTTCAAC
CACTGGAGAAGGAGATGGCAACCCATCTAGTGTTCTTACCTGGCAAACCCCACGCACCGAGAAAACCTG
GCAGGCTGTATAGTCCATGGGGTCACAAAAGAGTCAGGCACGACTTAGCAACTAAACAACATACACTAT
AACCCATTTCTGTTGTGTTAGTGATTGGTACTAACTCTGCACCTTAGATGGCTTTATTTAAAGGAAACA
GCCTTGCAAATTTTCCCAAGAAATTGCAGATTTAAGATTTTTTAAAACACGTTTTATCCTTTGTATATT
TAAAACTCTGAACCTTTGGAAGGCGGTCAAGAAGCGTTTTTGTTTTTTTTTTTTTCCTTTGGTTTTGCT
GCTTTCCCTCAGCTCCCATCACTCCACCCCTGCAGGTTTTTTCCAGGTGAATTTAGCACTGTTAGCACT
AAACTAAGCTGACAGTCACTAGGTTATATTACAGAGCAGGCCTTGTTTGGATATGAGGGCTTTTATGTG
GGTTTTCAGTAAATCTACCTTGAGGAAGACCTGGAGATGGGGAGTTCAGGGCTGAGCAGTGATTTCTGT
TTCAGAGTTTATAAAACCCTCATCTACAAATCAAAAGTACCTCCAAGATGCAAGTAAATGATCTTTGCT
TGGTGCCTAGTGTCTAAGAAAGTCAGCTGGGATTTTGATAGAGATTGTGTTGAATCTGTAGATTAGTTT
GGGGTGTATTGCCATCTTAACATCAAGACTTCCAATCCATGGGTGTGGTGGATICC

Inicio y termino de un intrén .Inicio y termino del ex6n .Inicio y termino del exén
Los tripletes marcados en color rosa son posibles sitios de las mutaciones G1, G4, G6 y G7.
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ANEXO 2. Codificacion en AA del gen GDF9

GGATCCCCTCAGTCTTCTCCTCGGTTCCCGGCTTTCGTCGGAGCCTCAGGAAGCGGCCGAAATCGGACGGACTAAGAGTAGAAGAGCGAG
GGGCCTGTCAACCTCCAGAGCTGCCCTAGGGTCGGGTGTCCTGGCGCGGTGGARAGGGTCTTTGAGGCCGCCGCCTGGCAGTCAACGCGA
GATTTTGTACTGTCATGTCCAGTAAGCTGGAACCGGAATCGGCTATGGTCAGGCCCTCAGCGACCGCAAGACCCGAATCAGGGACACGGA
TCTGAGACTTCTCTTGTCGGCCACCGGATTAGAATCCACTGGCAGGGTGTAGACTTTCCCAAGAGATAATAAAAATGTTTCCATTTAGCC
ACAAGAGTCCTTAGGTAATAGTACAGCAAGTGATGAGCAGCTGTTAGTGATTGTAGGAGGGAAGAGGCAACCTCCGTCGCAGCCGGCTTC
TCCCTCACAGAGTTCTGCCTGGGGCCGAATGTCATGTTGCCCACTGTTCACTGCCCAGGAGGAAGGCAGGAACGTTGCGTGTGAGGCGAT
TCCATTTTCGGAAAGTGCTTTCTTCTTAAGGATACTGCTGTCCTGTACAGCTGACTGACTTTTCCACTTGATGCAACGTGTCTGTAAATG
TTTTTTTCATGGAATTGCTGGCCATGTGTAATCTAGGACTAAGTTTTCATTCAGCAGT TTGGGTGTGTTTTATAACCCTCCTTGGCAGAT
CCGAGCCAGGGAGGCTTGGCAGACAATGAACTTAAAATTTACCAGTATACCTCGGTTTTATCAGCCTGGGTACTGCACAGACTGGTTCTG
TATCACGGTAAGTATATTCAGCTCTTCTTAGTGTACCCATGTCTCATTTATCTGAAACATAATCTTTAACCTGATCTTAGCTCAGAGGCA
AGAACATAAATACTTATACAGGTAAGAACAAAAATACCTAGCAAATTCTCCCACCATTTGAGTGATTAATAAAAAGCAAACCTTTCATTT
ATTTTCTAGTACCTGAAAACGTCTTTAAACCTTTCAATTAAAGTATGCATAGATGAATGAGCAGACCCARATARAGGCACCAAGGTATTA
TACTTTAAAGTGAGTCAAGATTAAATGTGATGTCCTCCTTTTTAAAGCATATTGCAGTATTCCAAGTACATATCCTTARAAGGCTGCGAG
AACTAGGCAARATAGCAGTTCTCTGCTCTCTGGAATCTCAATTTCAGTTGTGAATTTCTCTCACCCTCCAAATCAACATGCAGTARATAA
ATATTCTAAGCACCTGGAAGTGGGAGAAGTGGTACAGATCCAGGGAGAAGAGTAAACCCAATACCATAAGTTGCATACAAACAGATCTGG
GTATCATCATGAATCATTAGCTTTTCCCCATGCCTTCGAAGTTTCAGCAAGCATCTAGGGAACATTTTAAAAATCCTAATCTCTCTCAAG
AAATCGGCCGCTTTTTTTTTTAAAGATCACTCCTTGTAGCCTTTCAGCTACATAGCTAGTCCATTAAGTTAAGAGATTTTAAATARATGC
CAGGGGAAAGGAARAGGAAAACTATATGGCCAAGTAAATCTGAATCTAATTAGGACAAACTGAATGAATAGGGTGT TGTCAGCTGATARR
AATTATCCACAGCTAAGCATCCTTAAGGTCTGAT TACA G CAACOIACCOOACOEAE . CACCTAAAGT TTATTTAAGAGACCAACCG
AGGCTCTTCCTGGTTTTTAGGAAGAAGACTGGTATGGGGAAATGTGTTCCTTGCTAATTCTTCCAAGCCATGEEEETTCCCAACAAATTC
TTCCTTTGGTTTTG TTGATTCTCTGCCTTCTAGGGGAGAAGCTCAGATTGTAGCTAGG
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GAAGATATGATAGCCACTAAGTGTACCTGTCGTTAACAGACTCCTGTCAAGTAAAACCATGAGTGTCCTGGCCAGTGTAAATGCCGCGCC
CCTGTCTATGCCTTTGGGAGGAAGTTTCATGTGTCAAATCTCTGACTGTACGACACTGTGTGTTGTGTAAGGAGGAGCCTGTATAGATTA
GCATATTCTGTGGCATCTATCAATGTAAGGGATAACAGCTGCCTTCCTCATGGCCAAATGTTTAAATGAAATGTATTTCTTTTGGAGAAC
TTTGAATTTTTTCCCAAGTGATTCTTTTTTCCTTTTTGTAGGAGTCTTCTTTTTGATGTAAGAAAATTTAAAAACTTAATTAGCATAAAT
CTTGAGTGGAATTGCAGTTCTAGACAATTCAGAGTGCTATAGTCTTATTTAATGGAGGAATAAATTCCTGTGAGTGGCATAAATTTTCTG
TGTGCGGTTTTAATTGAAGATTTGCTTTTAAATGGTTATTTGAGAGGGAGAGGAAGTGTGTCTAAAAGCTAGTCTTTACTCAATTTACTA
TCCCTTTTTCAGAGTTAGAGAGACTAACTCTCTACCTAAATTAGACTAGAGAGTATACAATATATTGGGCTTCCCTGGTGGCTCAGTGGT
AAAGAATCTGCCTGCCAATGCAGTAGATGTAGGTTCAACCACTGGAGAAGGAGATGGCAACCCATCTAGTGTTCTTACCTGGCAAACCCC
ACGCACCGAGAAAACCTGGCAGGCTGTATAGTCCATGGGGTCACAAAAGAGTCAGGCACGACTTAGCAACTAAACAACATACACTATAAC
CCATTTCTGTTGTGTTAGTGATTGGTACTAACTCTGCACCTTAGATGGCTTTATTTAAAGGAAACAGCCTTGCAAATTTTCCCAAGAAAT
TGCAGATTTAAGATTTTTTAAAACACGTTTTATCCTTTGTATATTTAAAACTCTGAACCTTTGGAAGGCGGTCAAGAAGCGTTTTTGTTT
TTTTTTTTTTCCTTTGGTTTTGCTGCTTTCCCTCAGCTCCCATCACTCCACCCCTGCAGGTTTTTTCCAGGTGAATTTAGCACTGTTAGC
ACTAAACTAAGCTGACAGTCACTAGGTTATATTACAGAGCAGGCCTTGTTTGGATATGAGGGCTTTTATGTGGGTTTTCAGTAAATCTAC
CTTGAGGAAGACCTGGAGATGGGGAGTTCAGGGCTGAGCAGTGATTTCTGTTTCAGAGTTTATAAAACCCTCATCTACAAATCAAAAGTA
CCTCCAAGATGCAAGTAAATGATCTTTGCTTGGTGCCTAGTGTCTAAGAAAGTCAGCTGGGATTTTGATAGAGATTGTGTTGAATCTGTA
GATTAGTTTGGGGTGTATTGCCATCTTAACATCAAGACTTCCAATCCATGGGTGTGGTGGATCC

GDF9 1F (CANIICARCCIAGEEEREEERAE) v cDFo 1R (AGCCTACATCAACCCATGAGGC)

GDF9 2BF (AGATTGATGTGACGGCTCCT) y GDF9 2BR (CTCCCAAAGGCATAGACAGG)

->>>Sitio de restriccidén de la enzima Hhal

Las bases en color verde son los sitios en donde hay posibles
mutaciones (Gl, G4, Go6 Y G7).
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ANEXO 3. Verificacion del ADN gendmico en ovinos
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Figura 31. Verificacion de los productos de qPCR en gel de agarosa al 3% para la
mutacion G1 (R87H) con un tamafio de 94bp.Carril 1: Marcador de peso. Carril 2-4:
Controles sintéticos. Carril 5-8: Muestras de ovino
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Figura 32. Verificacion de los productos de qPCR en gel de agarosa al 3% para la

mutacion G4 (E241K) con un tamafio de 97bp.Carril 1: Marcador de peso. Carril 2-4:

Controles sintéticos. Carril 5-7: Muestras de ovino. Carril 8: Control Negativo.

83



1000
900
800
700
600
500
400
300
250
200
150
100

50

Figura 33. Verificacion de los productos de qPCR en gel de agarosa al 3% para la
mutacion G6 (V332l) con un tamafio de 96bp.Carril 1: Marcador de peso. Carril 2-4:

Controles sintéticos. Carril 5: Control Negativo. Carril 6-8: Muestras de ovino.
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Figura 34. Verificacion de los productos de qPCR en gel de agarosa al 3% para la
mutacion G7 (V371M) con un tamafio de 99bp.Carril 1: Marcador de peso. Carril 2-

4:Controlessintéticos.Carril 5: Control Negativo. Carril 6-8: Muestras de ovino.
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ANEXO 4. Combinacion del ADN gendmico en ovinos

Tabla 14. Polimorfismos G1, G2, 64 Y G6 existentes en el gen GDF9 en ovinos de

pelo: Kathadin

Polimorfismos del gen GDF9 en la raza ovina: Kathadin

G1 (CACI/CGC) | G2 (AAA/GAA)

Raza Kathadin (163)

G4 (ATT/GTT) | G6 (ATG/GTG)

%%%%%% -

w|w
KIGlo|N|o |0~ |w[N |-

w
N

w
w

w
N

w
ol

w
»

w
Y]

w
[00]

w
©

N
o

N
Uy

I
N

N
w

N
ol

N
»

I
~

N
(o]

N
©

a
o

a1
=

Ul
N

]
N

(3}
(3}

al
(o2}

a1
~

Ul
(e}

(2]
o

(o2}
=

— —

1

85



63

64

65

66

67

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

1

106

107

108

109

110

111

I ' | N R

112

113

114

86




115
116
117

118
119

120
121
122

123
124

125
126

127
128
129

130
131
132
133

134
135
136
137

138
139

140
141
142

143
144

145
146

147
148
149

150
151
152
153

154
155
156
157

158
159

160
161
162
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163*

165

167

171

172

177

179

181

182

183

184

191

194

197

198

199

200

222

233

234

240

246

247

249

254

257

262

270

271

273

I

Total

133

61

33

23

96

31

113
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Tabla 15. Polimorfismos G1, G2, 64 Y G6 exitentes en el gen GDF9 en ovinos de
pelo: Pellibuey

Polimorfismos del gen GDF9 en la raza ovina: Pellibuey
G1 (CAC/CGC) G2 (AAAIGAA) G4 (ATT/GTT) G6 (ATG/GTG)
Pelibuey (34)
9
10
11
12
13
14

-
L
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
44
53
59
186
195
201
202
224
243
252
253
305
308

Total 0 20

i
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Tabla 16. Polimorfismos G1, G2, 64 Y G6 existentes en el gen GDF9 en ovinos de

pelo: Dorper

Polimorfismos del gen GDF9 en la raza ovina: Dorper

Dorper (36) | G1 (CAC/CGC) G2 (AAA/GAA) G4 (ATT/GTT) G6 (ATG/GTG)
62
68
69
70
71
166
168
176
204
206
207
208
210
212
216
220
221
223
225
229
230
232
236
237
238
239
242
248
251
255
256
259
264
265
267
269

Total

: I
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Tabla 17. Polimorfismos G1, G2, 64 Y G6 exitentes en el gen GDF9 en ovinos de
pelo: Black Belly

Polimorfismos del gen GDF9 en la raza ovina: Black Belly
G1 (CAC/CGC) G2 (AAA/GAA) G4 (ATTI/GTT) G6 (ATG/GTG)

Black Belly
7
164
178
180
188
190
192
193
196
211
215
219
226
231
235
261
290
295

Total

Tabla 18. Polimorfismos G1, G2, 64 Y G6 exitentes en el gen GDF9 en ovinos de

pelo: Cruzas

Polimorfismos del gen GDF9 en la raza ovina: Cruzas

G1 (CAC/CGC) G2 (AAA/GAA) G4 (ATT/GTT) G6 (ATG/GTG)

Cruzas
KT/DP (17)
169
214
217
218
227
241
244
245
250
203
205
209
260
263

]

|
_
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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266

268

272

KT/BB (14)

170

173

174

175

189

228

258

291

298

303

304

307

309

321

KT/PB (3)

274

293

318

PB/BB (20)

288

289

292

294

296

297

299

300

301

302

305

306

310

311

312

313

314

319

320

322

DP/BB (1)

. 3 |}

213

gs 1

Total

o
o
o
w
w
[EEN
[EEN
o

55 0 0

[¢)]
(&)




