COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO

POSTGRADO EN RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD

GANADERIA

INFLUENCIA DE HORMONAS EXOGENAS EN
VARIABLES REPRODUCTIVAS, ESTRADIOL,
PROGESTERONA E IDENTIFICACION DE
POLIMORFISMOS EN LOS GENES TP-1 E ISG15 DE
OVEJAS

MIGUEL PAUL CONDE HINOJOSA

T E S| S
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, ESTADO DE MEXICO

2021




La presente tesis titulada: Influencia de hormonas exdgenas en variables
reproductivas, estradiol, progesterona e identificacion de polimorfismos en los
genes TP-1 e ISG15 de ovejas, realizada por el alumno: Miguel Paul Conde Hinojosa,
bajo la direccion del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y

aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:

DOCTOR EN CIENCIAS

RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD

GANADERIA
CONSEJO PARTICULAR
o
!/‘ - '
CONSEJERO ( I /
Dr. £7 R RO‘)
P
ASESOR
Dr. JAIME GALLEGOS SA
\ ,,
| &9t _
ASESOR "-—r,v* vt
Dr. GLAFIRO TORRES/HERNANDEZ
ASESOR AV A
Dr. JUAN SALAZAR ORTIZ\
g3 / T
ASESOR Py A

Dr. FERNANDO CLEMENTE SANCHEZ

Montecillo, Texcoco, Estado de México, junio de 2021



INFLUENCIA DE HORMONAS EXOGENAS EN VARIABLES REPRODUCTIVAS,
ESTRADIOL, PROGESTERONA E IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS EN LOS
GENES TP-1 E ISG15 DE OVEJAS

Miguel Paul Conde Hinojosa, D.C.

Colegio de Postgraduados

RESUMEN

El uso de biotecnologias reproductivas puede incrementar los parametros reproductivos.
Se ha demostrado que los protocolos para sincronizar el estro en ovejas ayudan a
incrementar la eficiencia reproductiva en ovejas, principalmente con el uso de hormonas
exdgenas, igualmente las herramientas de genética molecular son un recurso importante
para mejorar la eficiencia reproductiva. El presente documento de tesis estd compuesto
por cuatro capitulos. El presente documento de tesis esta compuesto por cuatro
capitulos. Y los objetivos generales fueron: 1) evaluar la influencia de hormonas
exdgenas en variables reproductivas, en la medicion de niveles séricos de estradiol y
progesterona y 2) identificar polimorfismos en los genes TP-1 e ISG15 de ovejas,
involucrados en el reconocimiento materno de la gestacion. Se emplearon ovejas de pelo
y Rideau Arcott que se ubicaron en diferentes protocolos de sincronizacion del estro y se
les tom6 muestras de sangre para progesterona, estradiol e identificar polimorfismos en
los genes TP-1 e ISG15 (involurados en el reconocimiento materno de la gestacion). Se
encontré que la adicién de eCG en los protocolos de sincronizacion del estro influyd
(p<0.05) en el inicio del estro de ovejas de pelo y Rideau Arcott. No se encontraron

diferencias (p>0.05) en el retorno a estro de las ovejas de pelo y Rideau Arcott. Se



encontraron diferencias significativas en el indice de prolificidad y fecundidad de ovejas
de pelo (p<0.05). En ovejas Rideau Arcott no se encontraron diferencias (p>0.05) en la
prolificidad y fecundidad. Se encontraron diferencias (p<0.05) en los niveles plasméticos
de progesterona y estradiol en ovejas de pelo y Rideau Arcott. La suplementacion de
progesterona durante el periodo de reconocimiento materno de la gestacion no mejoro
la tasa de gestacion en ovejas de pelo y Rideau Arcott (p>0.05). Y se identificaron tres
polimorfismos de nucleotido simple en el gen ISG15 de ovejas de la raza Rideau Arcott

y cuatro polimorfismos de nucleétido simple en el gen TP-1 de ovejas de pelo.

Palabras clave: ovejas, hormonas, estradiol, progesterona, polimorfismo.



INFLUENCE OF EXOGENOUS HORMONES ON REPRODUCTIVE VARIABLES,
ESTRADIOL, PROGESTERONE AND IDENTIFICATION OF POLYMORPHISMS IN
THE TP-1 AND ISG15 GENES OF SHEEP

Miguel Paul Conde Hinojosa, D.C.

Colegio de Postgraduados

ABSTRACT

The use of reproductive biotechnologies can increase reproductive parameters. It has
been shown that protocols to synchronize oestrus in sheep help to increase reproductive
efficiency in sheep, mainly with the use of exogenous hormones, likewise molecular
genetic tools are an important resource to improve reproductive efficiency. The general
aims were: 1) to evaluate the influence of exogenous hormones on reproductive
variables, in the measurement of serum levels of estradiol and progesterone and 2) to
identify polymorphisms in the TP-1 and ISG15 genes of sheep, involved in the maternal
recognition of gestation. Hair sheep and Rideau Arcott were used, which were located in
different protocols of estrus synchronization and blood samples were taken for
progesterone, estradiol and to identify polymorphisms in the TP-1 and ISG15 genes. It
was found that the addition of eCG in the oestrus synchronization protocols influenced
(p<0.05) the onset of oestrus in hair ewes and Rideau Arcott. No differences (p>0.05)
were found in the return to estrus of hair ewes and Rideau Arcott. Significant differences
were found in the prolificacy and fertility index of hair sheep (p<0.05). In Rideau Arcott
ewes, no differences were found (p>0.05) in prolificacy and fecundity. Differences
(p<0.05) were found in plasma levels of progesterone and estradiol in hair sheep and

Rideau Arcott. Progesterone supplementation during the period of maternal recognition
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of pregnancy did not improve the pregnancy rate in hair ewes and Rideau Arcott (p> 0.05).
And three single nucleotide polymorphisms were identified in the ISG15 gene of sheep of
the Rideau Arcott breed and four single nucleotide polymorphisms in the TP-1 gene of
hair sheep.

Key words: sheep, hormones, estradiol, progesterone, polymorphism.
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INTRODUCCION GENERAL

La oveja doméstica ha adquirido diversos roles en la civilizacion humana (Campos et al.,
2020) y su importancia explica su extensa distribucion mundial (Thornton, 2010). De
acuerdo con datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura en 2019 se produjo aproximadamente 9,300,000 ton de carne ovina en el
mundo (OCDE-FAO, 2018). En los ultimos cinco afios, la produccion ovina ha aumentado
en México, esto se debe a la creciente demanda de carne, y en la actualidad, la cria de
ovejas contribuye significativamente a la economia rural, principalmente en el centro de
México (Vazquez-Garcia, 2013). México produjo 64,758 ton de carne ovina en 2020
(SIAP, 2021). La produccion de razas (exoticas) en México ha incrementado la
productividad y ha propiciado el reemplazo de ovinos criollos en los ultimos 80 afios
(Parsons y Nicholson, 2017). Los aumentos de la produccion ganadera han sido
impulsados principalmente por los avances cientificos y tecnoldgicos en reproduccion,
nutricién y sanidad animal (Thornton, 2010). El uso de biotecnologias reproductivas
puede incrementar los parametros reproductivos en las unidades de produccién
(Ferreira-Silva et al., 2017). Se ha demostrado que los protocolos para sincronizar el
estro en ovejas ayudan a incrementar la eficiencia reproductiva en ovejas (Cuadro et al.,
2018), principalmente con el uso de hormonas tales como la gonadotropina coriénica
equina (eCG) y la progesterona (P4; de Graaff y Grimard, 2018). Los protocolos mas
comunes para la sincronizacion del estro en ovinos incluyen el uso de progestagenos
en combinaciéon con eCG y prostaglandinas F2a (Gonzalez-Bulnes et al., 2020). Los
progestagenos elevan las concentraciones de progesterona en sangre, esto reduce la

secrecion de LH y por tanto el mantenimiento de foliculos grandes que se vuelven

1



atrésicos, dando paso al reclutamiento de una nueva onda folicular (Adams, 1999;
Campbell etal., 1995). La eCG se ha convertido en un elemento esencial en los
protocolos porque asegura un intervalo ovulacion-inseminacion corto por su efecto en el

desarrollo folicular (Gonzalez-Bulnes et al., 2020).

Existen diversos elementos que intervienen en el rendimiento reproductivo de las ovejas
entre los que se encuentran: la raza, genética, época del afio, y estado nutricional
(Petrovic et al., 2012). Evitar la perdida de embriones durante el inicio de la gestacion es
transcendental para mejorar los parametros reproductivos. Alrededor de 30-50% de la
pérdida embrionaria ocurre durante el inicio de la gestacion (Reynolds et al., 2014;
Bairagi et al., 2018). La muerte embrionaria es un problema persistente, la mayoria de
las veces, se desconoce las razones ya que ocurre en etapas muy tempranas de la
gestacion o durante el periodo de preimplantacion (Chundekkad et al., 2020). Durante
esa etapa de la gestacion, el dialogo entre el conceptus y el Utero materno implica la
sefalizacion para el reconocimiento materno de la gestacién a medida que se establece
el escenario para la implantacion y la placentacion (Madan, 2011). Un método viable para
prevenir la mortalidad embrionaria es evitar que ocurra la lutedlisis, esto se puede lograr
administrando P4 para auxiliar al embrién a secretar IFN-1 (Ealy y Wooldridge, 2017).
Comprender las vias de sefializacion celular es fundamental para mejorar el desarrollo
embrionario, la implantacion y la placentacion, lo cual amplia asi la probabilidad de
nacimiento (Wang et al., 2016). Es importante establecer programas de mejora genética,
en los que se conozca a fondo los genes relacionados con los parametros reproductivos
(Notter, 2012). Dos genes importantes que estan involucrados en el inicio de la gestacion

son: TP-1 (Imakawa et al., 2017) e 1SG15 (Yang et al.,, 2020). Las herramientas de



genética molecular son un recurso importante para mejorar la eficiencia reproductiva, ya
que pueden tener un impacto de gran trascendencia en la produccion ganadera las
proximas décadas (FAO, 2007). Por lo anterior, el objetivo general del presente estudio
fue evaluar la influencia de hormonas exdgenas en variables reproductivas, en la
medicion de niveles séricos de estradiol y progesterona y la identificacion de

polimorfismos en los genes TP-1 e ISG15 de ovejas.
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CAPITULO 1. GENES INVOLUCRADOS CON LA GESTACION EN LA OVEJA: UN

ENFOQUE BIBLIOMETRICO

1.1 RESUMEN

La pérdida de gestaciones en el desarrollo embrionario y fetal es la principal causa de
mermas en los pardmetros reproductivos en animales de interés pecuario. El presente
estudio tuvo como objetivo identificar las caracteristicas de la produccién cientifica con
los documentos publicados en revistas indizadas en el Science Citation Index Expanded
(SCIE) relacionados con la tematica de genes involucrados con la gestacion en la oveja,
mediante el uso de algunos indicadores bibliométricos unidimensionales vy
multidimensionales, y el analisis de co-palabras. Los registros bibliogréficos se
obtuvieron en el SCIE de la Coleccién Principal del Web de la Ciencia (WoS) y la
estrategia de busqueda que se utilizé fue “sheep and gene and pregnancy”. No se
colocaron filtros adicionales a la busqueda. Los documentos encontrados se recuperaron
en formato (.txt) para su posterior procesamiento mediante el software VOSviewer®. Se
realiz6 un analisis de co-ocurrencia de palabras en el titulo, resumen, palabras clave de
autor y palabras clave plus. Se analizaron un total de 819 documentos, correspondientes
a la busqueda realizada en WoS durante el periodo 1991-2020. Se encontraron
contribuciones de 52 paises. El total de autores que firman los 819 documentos fue de
3342. El conjunto de las publicaciones tiene un indice h de 82. El promedio de citas por
documento fue de 33.61. Este andlisis bibliométrico proporcion6 una vision general
basica de las publicaciones de investigacion referente a los genes IFNz e ISG15

involucrados con la gestacion en ovejas.



Palabras clave: gestacion, genes, oveja, bibliometria, coautoria, co-ocurrencia.

1.2 ABSTRACT

The loss of pregnancies in embryonic and fetal development is the main cause of
reductions in reproductive parameters in animals of livestock interest. The present study
aimed to identify the characteristics of scientific production with the documents published
in journals indexed in the Science Citation Index Expanded (SCIE) related to the subject
of genes involved with pregnancy in sheep, through the use of some bibliometric
indicators, one-dimensional and multidimensional and the analysis of co-words. The
bibliographic records were obtained in the SCIE of the Main Collection of the Web of
Science (WoS) and the search strategy that was used was “sheep and gene and
pregnancy”. No additional filters were placed on the search. The documents found were
retrieved in (.txt) format for further processing using the VOSviewer® software. A word
co-occurrence analysis was performed in the title, abstract, author keywords and plus
keywords. A total of 819 documents were analyzed, corresponding to the search carried
out in WoS during the period 1991-2020. Contributions from 52 countries were found. The
total number of authors who signed the 819 documents was 3,342. All the publications
have an h-index of 82. The average number of citations per document was 33.61. This
bibliometric analysis provided a basic overview of the research publications regarding

genes involved with gestation in sheep.

Keywords: pregnancy, genes, sheep, bibliometrics, co-authorship, co-occurrence.



1.3 INTRODUCCION

En México, actualmente se esta avanzando hacia la utilizacién de biotecnologias para
reproducir animales de alto valor genético (Ugalde, 2014). La conciencia para realizar un
mejoramiento de la actividad pecuaria tiene una difusion importante entre los productores
gue buscan optimizar las caracteristicas productivas y reproductivas de la especie ovina
(Duica et al., 2007). El uso de biotecnologias reproductivas adecuadas puede contribuir
a incrementar los pardmetros reproductivos en las unidades de produccion, lo que apunta
a que el potencial reproductivo de las ovejas no se ha investigado completamente
(Ferreira-Silva et al., 2017). Aunque Letelier et al. (2011) indican que hay una necesidad
para identificar los factores que limitan el éxito de la reproduccion asistida, tanto directa
como indirectamente, ya que es esencial para la utilizacién de otras biotecnologias

reproductivas.

Existen diversos factores que pueden intervenir negativamente en la eficiencia
reproductiva (Moraes et al., 2009); la pérdida de gestaciones durante el desarrollo
embrionario y fetal es la principal causa de mermas en los pardmetros reproductivos en
animales de interés pecuario (Diskin y Morris, 2008). Esto se ha relacionado con
alteraciones en la interaccién endometrio-embrion y/o el apoyo hormonal inadecuado
para llevar a cabo la gestacion (Raheem, 2017). Aproximadamente entre 30-50% de la
pérdida embrionaria ocurre durante la gestacion temprana (Reynolds et al., 2014; Bairagi
etal.,, 2018). Estas pérdidas interfieren en el rendimiento reproductivo mediante la
prolongacion de los intervalos entre partos y disminucion de la prolificidad (Diskin y
Morris, 2008). Por esta razon, es necesario estudiar las sefiales celulares y moleculares

gue codifican la receptividad e implantacion en el Utero durante el reconocimiento
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materno de la gestacion (Spencer et al., 2004), el cual requiere la eliminacion del
mecanismo luteolitico endometrial por parte del embridén para conservar la secrecion de
progesterona por el cuerpo lateo (Spencer et al., 2016). En rumiantes, el interferén tau
(IFN7) es la proteina que inicia el reconocimiento materno de la gestacion. El IFNt es
secretado antes de la implantacion y su funcion es actuar en el epitelio uterino para
regular la disminucion de expresion del receptor de estrégeno tipo 1 y del receptor de
oxitocina; esto elimina los pulsos luteoliticos de prostaglandina F2-alfa, PGFa (Bazer,
2013). Ademas, el IFNt es liberado en la vena uterina y tiene acciones endocrinas para
estimular los genes estimulados por el IFNt (ISG) en los tejidos adyacentes (Spencer y

Hansen, 2015).

Hoy en dia el desarrollo de la comunicacion cientifica y las redes sociales requieren
estudiar la medicion de la produccion cientifica (Ball, 2018c). La evaluacion de la
productividad, la produccion académica y su repercusion medida por las citas, es mas
necesaria cuanto mayor es la cantidad de produccion académica publicada (Ball, 2018b).
La calidad y la evaluacién de los resultados académicos es de gran interés para los
cientificos, pero también para los dirigentes académicos y los formuladores de politicas,
sin mencionar a todos los tomadores de decisiones en posiciones estratégicas en
universidades y centros de investigacion (Ball, 2018a). Los estudios bibliométricos son
una forma eficiente para identificar las tendencias y temas emergentes en un area
especifica de la ciencia (Liberatore y Herrero-Solana, 2013). Este campo de estudio se
encuentra actualmente en su etapa precursora, lo cual contribuye principalmente a los
campos de la medicina, la informatica y las ciencias de la salud (Liu y Avello, 2020). Y

este tipo de estudio es abordado por una serie de indicadores bibliométricos
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unidimensionales y multidimensionales (Van Raan y Tijssen, 1993; Sanz y Martin, 1997),
a partir de la investigacion cientifica publicada en revistas de corriente principal (Salager-
Meyer, s/f); apoyado con el andlisis de co-palabras, estudio de las apariciones vinculadas
de dos términos en un escrito con la finalidad de identificar la estructura conceptual y

tematica de un dominio cientifico (Galvez, 2018).

Con la finalidad de facilitar la interpretacion y el andlisis usualmente se utilizan
herramientas como el Diagrama de Red (Avila-Toscano, 2018), en el cual se muestran
las relaciones entre las palabras de cada grupo, lo cual revela el nivel de asociacion entre
las palabras clave que pertenecen a cada uno de ellos (Serrano-Bedia et al., 2013). El
presente estudio tuvo como objetivo identificar las caracteristicas de la produccién
cientifica con los documentos publicados en revistas indizadas en el Science Citation
Index Expanded (SCIE) relacionados con la temética de los genes involucrados con la
gestacion en la oveja, mediante el uso de algunos indicadores bibliométricos

unidimensionales y multidimensionales, y el andlisis de co-palabras.

1.4 MATERIALES Y METODOS

Los registros bibliograficos para realizar el estudio bibliométrico se obtuvieron a partir de
una busqueda en el SCIE de la Coleccion Principal del Web de la Ciencia (WOS;
Clarivate, 2021b); una importante base de datos mundial de citas de revistas que se
utiliza para la evaluacion bibliométrica (Cui y Zhang, 2018), mantenida actualmente por
la empresa Clarivate Analytics (Clarivate 2021a). Y la estrategia de busqueda que se

utilizé fue “sheep and gene and pregnancy” presentes en el titulo, resumen, palabras
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clave de autor y palabras clave plus. No se colocaron filtros adicionales a la busqueda.
Los documentos encontrados se recuperaron en formato (.txt) para su posterior
procesamiento mediante el software VOSviewer® Version 1.6.13 (0) (Centre for Science
and Technology Studies, 2019), que se utiliza para crear y visualizar mapas, con el
criterio “Visualization of Similarities”; método propuesto por van Eck y Waltman (2010)
como alternativa al escalado multidimensional para visualizar similitudes entre objetos.
Se realiz6 un andlisis de co-ocurrencia de palabras en el titulo, resumen, palabras clave

de autor y palabras clave plus (Zhang et al., 2016).

De los 819 documentos encontrados, se identificaron un total de 3935 palabras clave,
para simplificar se consideraron Unicamente las palabras clave que superaron un umbral
de frecuencia = 10 y asegurar que aparecieran solo las palabras clave con mayor peso
(150). Con estos registros, se construyd una matriz cuadrada de N x N elementos, o
matriz de co-ocurrencia entre pares de palabras clave (Galvez, 2018). Se obtuvo una
matriz de similitud mediante la aplicacion del procedimiento fuerza de asociacion.
Ademas, con los datos de adscripcion de los autores, se determind la colaboracion
cientifica en el periodo evaluado y se realizé una red de la colaboracién entre los paises
que publican sobre el tema y un mapa de coautoria. Para mostrar las caracteristicas de
los documentos analizados, se utlizaron los indicadores unidimensionales vy
multidimensionales listados en el Cuadro 1, los cuales se consideran adecuados para
caracterizar la investigacion cientifica referente a los genes involucrados con la gestacion

de la especie ovina que fue indizada en el SCIE en el periodo 1991-2020.
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Cuadro 1 Indicadores bibliométricos utilizados.

Unidimensionales Multidimensionales
Crecimiento de la literatura Andlisis de co-palabras
Tipologia documental Colaboracion cientifica
Idioma de publicacién Coautoria

Autores con mayor produccion

Revistas de publicacion
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1.5 RESULTADOS

1.5.1 Crecimiento de la literatura

En la Figura 1 se observan los documentos por afio relacionados con la basqueda, con
un promedio de 28 documentos por afio. En 1996, se publicaron 20 documentos
relacionados a las palabras de busqueda, mientras que en el 2019 se publicaron 36
documentos. La linea de tendencia permite apreciar que las publicaciones han

aumentado conforme pasan los afios.

Numero de publicaciones

40

2001
2002
2008
2013
2018
2019

Figura 1. Namero de documentos por afio.

1.5.2 Tipologia cientifica e idioma de publicacién

Se analizaron un total de 819 documentos, correspondientes a la busqueda realizada
en WoS durante el periodo 1991-2020. Incluyen articulos cientificos (762), revisiones

(55) y capitulos de libro (2). El idioma mas utilizado para publicar es el inglés, con mas
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de 98% de las publicaciones (808), mientras que también hay publicaciones en francés

(2), aleman (2), turco (2), portugués (2), espariol (2), chino (1) y polaco (1).

1.5.3 Colaboracion cientifica entre autores, paises e instituciones

Se encontraron contribuciones de 52 paises. En la Figura 2 se observan los paises que
mas destacan en cuanto a las publicaciones relacionadas con la busqueda realizada
(Australia, Inglaterra, China, Francia, Alemania y USA). El lider mundial tanto en
economia como en ciencia es USA, pais que ha publicado la mayor cantidad de articulos
en genes involucrados con la gestacion en ovejas. En el lado izquierdo del mapa, se
aprecia a México, los investigadores mexicanos han contribuido con 5 publicaciones y

solo hay colaboracion con los investigadores de USA.
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Figura 2. Visualizacién de colaboracion de paises con mayor nimero de publicaciones
relacionadas con los temas de busqueda mediante el uso del programa

VOSviewer®.

1.5.4 Instituciones con mayor aportacion de publicaciones

En el Cuadro 2 se pueden observar las 10 instituciones que mas publicaciones generan
relacionadas con la busqueda que se realizd, ademéas de su posicion en el ranking
académico de universidades del mundo. Destacan las universidades de Texas (A & M)
con 71 documentos y un promedio de citas por documento de 72.08; Missouri de USA
ha publicado 51 documentos con un promedio de citas de 53.64 y Adelaida de Australia
con 40 documentos y un promedio de citas por documento de 34.98. En la posicion cinco
se encuentra el Instituto Nacional para la Investigacion Agronémica (INRA) de Francia.

Otro punto a destacar es que 9 de las 10 instituciones son universidades.

Cuadro 2. Principales instituciones con mayor nimero de publicaciones.

Institucion Pais Documentos C PC ARWU QS

Universidad de USA 71 5117 72.08 151-200 189

Texas (A & M)

Universidad de USA 51 2735 53.64 151-200 551-560
Missouri
Universidad de  Australia 40 1399 34.98 151-200 106
Adelaida
Universidad de USA 33 1404 42.57 201-300 448
Florida
INRA Francia 31 1545 49.84 - -
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Institucion Pais Documentos C PC ARWU Qs

Universidad de  Inglaterra 28 1645 58.76 101-150 96
Nottingham
Universidad de  Australia 25 428 17.12 85 58
Monash
Universidad de Canada 20 539 26.95 23 29
Toronto
Universidad de  Australia 18 365 20.32 35 38
Melbourn
Universidad USA 17 805 47.39 16 68

del Estado de

Washington

C: Numero de citas; PC: Promedio de citas; ARWU: Ranking académico de

universidades del mundo; QS: Clasificacion universitaria mundial.

1.5.5 Revistas de publicacion y articulos mas citados

Las revistas que mas documentos publican de los temas relacionados con la busqueda
realizada se encuentran en el Cuadro 3. Destaca Biology of reproduction que se
encuentra en el cuartil 1 de la categoria Reproductive Biology con el 10.211% del total
de documentos y un factor de impacto en 2019 de 3.322. El articulo que mas citas tiene
(244) de esta revista es: Temporal and spatial alterations in uterine estrogen-receptor
and progesterone-receptor gene-expression during the estrous-cycle and early-

pregnancy in the ewe escrito en 1995 (Cuadro 3).

En la segunda posicion se encuentra la revista Theriogenology en el cuartil 1 de la
categoria Veterinary Sciences con el 5.516% de los documentos, su factor de impacto

es de 2.094.
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El articulo més citado de esta revista es: In vitro culture of sheep embryos without

coculture - successes and perspectives escrito en 1992. Tres de las diez revistas con

méas documentos publicados se encuentran en el primer cuartil de su categoria.

Cuadro 3. Principales revistas con mas documentos publicados en el tema de blusqueda

y articulo mas citado.

Datos de la revista

Articulo mas citado

Revista D % D FI Categoria Cuartil  Afio Autores Titulo Citas
2019 JCR
Biology of 87 10.211 3.322 Reproductive 1 1995 Spencer, T.E.; Temporal and spatial 244
reproduction Biology Bazer, F.W. alterations in uterine
estrogen-receptor and
progesterone-
receptor gene-expression
during the estrous-cycle and
early-pregnancy in the ewe
Theriogenology 47 5.516 2.094 Veterinary 1 1992 Walker, S.K.; Invitro culture 196
sciences Heard, T.M.; of sheep embryos without
Seamark, R: F. coculture - successes and
perspectives
Endocrinology 37 4.343 3.934 Endocrinology 2 2008 Oliveira, J.F.; Expression of interferon 119
& metabolism Henkes, L.E;;  (IFN)-stimulated genes in
Ashley, R.L.;  extrauterine tissues during
Purcell, S.H.;  early pregnancy in sheep is
Smirnova, N.P.; the consequence of
Veeramachaneni, endocrine IFN-tau release
D.N.R.; Anthony, from the uterine vein
RV, Hansen,
T.R.
Reproduction 34 3.991 3.206 Reproductive 2 2008 Spencer, T.E.;; Genes involved in 211
biology Sandra, O.; Wolf,  conceptus-endometrial

E.

interactions in ruminants:
insights from reductionism
and thoughts on holistic

approaches
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http://apps.webofknowledge.com.conricyt.remotexs.co/full_record.do?product=WOS&search_mode=Analyze&qid=11&SID=7A66omZDIgNHhycoeCh&page=1&doc=1

Datos de la revista

Articulo mas citado

Revista D % D Fl Categoria Cuartil  Afio Autores Titulo Citas
2019 JCR
Reproduction 32 3.756 1.721 Zoology 2 2007 Spencer, T.E.; Pregnancy recognition and 213
fertility and Johnson, G.A.; conceptus implantation in
development Bazer, F.W.; domestic ruminants: Roles
Burghardt, R.C.; of progesterone, interferons
Palmarini, M. and endogenous
retroviruses
Journal of 27 3.169 4.041 Endocrinology 2 2001 Thomas, L.;  Circulating leptin during 107
endocrinology & metabolism Wallace, J.M.;  ovine pregnancy in relation
Aitken, R.P.; to maternal nutrition, body
Mercer, J.G.; composition and pregnancy
Trayhurn, P,; outcome
Hoggard, N.
Molecular 24 2.817 2.823 Biochemistry & 3 2004 Gutierrez-Adan, Effect of  speed of 143
reproduction molecular A.; Rizos, D.; Fair, development on mRNA
and biology T.; Moreira, P.N.;  expression pattern in early
development Pintado, B.; De La  bovine embryos cultured in
Fuente, J.;  vivoorinvitro
Boland, M.P.;
Lonergan, P.
Journal of 21 2.465 2.092 Agriculture, 1 1995 Pomp, D.; Good, Sex identification in 111
animal science dairy & animal B.A; Geisert, mammals with polymerase
science R.D.; Corbin, C.J.;  chain-reaction and its use to
Conley, AJ. examine sex effects on
diameter of day-10 or day-
11 pig embryos
Animal 20 2.347 1.66 Agriculture, 2 2004 Spencer, T.E.; Conceptus signals for 183
reproduction dairy & animal Burghardt, R.C.; establishment and
science science Johnson, G.A.; maintenance of pregnancy
Bazer, F.W.
Placenta 20 2.347 3.177 Reproductive 2 2007 Carter, A.M. Animal models of human 336
biology placentation - A review

De la busqueda realizada, el articulo con mas citas (502), es el de Sinclair et al (Sinclair

et al.,, 2007) que trata de: DNA methylation, insulin resistance, and blood pressure in

offspring determined by maternal periconceptional B vitamin and methionine status, se
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publicé en: Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America. Seis de los diez articulos mencionados en el Cuadro 3 tratan temas
relacionados con los genes involucrados en la gestacion. Dos articulos tienen >300 citas
y 12 articulos tienen >200 citas. La publicacion mas antigua encontrada es de Charlier
et al. (1991) y trata de: Cloning and structural analysis of two distinct families of ovine
interferon-a genes encoding functional class Il and trophoblast (0TP) a-inteferons; esta

publicacién tiene 40 citas en total.

1.5.6 Autores con mayor produccion

El total de autores que firman los 819 documentos es de 3342 con un maximo 25 autores
en un articulo y con un promedio de cuatro autores por articulo. En el Cuadro 4 se
muestran los cinco autores mas importantes por su produccion o impacto, el nUmero de

citas de cada autor y la institucion de adscripcion.

Cuadro 4. Autores con mas publicaciones de temas relacionados con la basqueda.

Autor (indice h) Docs Citas Institucién Temas investigacion
Spencer, 67 5286  University of Biologia de la reproduccion,
Thomas E. Missouri, endocrinologia, fertilidad
(SCIE 42) E.E.U.U.
Bazer, Fuller W. 61 4694 Texas A&M Reproduccion animal,
(SCIE 39) University, endocrinologia,
E.E.U.U. inmunologia
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Autor (indice h) Docs Citas Institucién Temas investigacion

Johnson, Greg A. 34 2704 College STN, Desarrollo placentario,

(SCIE 26) TX, E.E.U.U. interferon, implantacion
Roberts, Rosalyn 31 2175 Melbourne, Expresion génica,
M. VIC, Australia Interferon tau, gestacion
(SCIE 27)
Burghardt, 27 2733 Texas A&M Fisiologia, Establecimiento
Robert C. University y mantenimiento de la
(SCIE 22) E.E.U.U. gestacion

Destacan Spencer, Thomas E. y Bazer, Fuller W. con 67 y 61 documentos
respectivamente. El articulo: Biology of progesterone action during pregnancy recognition
and maintenance of pregnancy escrito por Spencer y Bazer (2002). Este articulo tiene

269 citas.

1.5.7 Coautoria

En la Figura 3 se puede observar el mapa de coautoria, se pueden apreciar diez
agrupaciones, en la agrupacion 2 (verde) en la cual se encuentran 24 autores, estan
integrados los autores (Thomas Spencer y Fuller Bazer) con mas documentos publicados
de los temas relacionados con la busqueda realizada y colaboran principalmente con
Megan Minten de la agrupacion 6 (verde agua); 9 (rosay 11 autores); 5 (lila 'y 16 autores)

y 7 (morado y 15 autores).
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Figura 3. Visualizacibn del mapa de coautoria mediante el uso del programa

VOSviewer®.

1.5.8 Impacto de la investigacion

El indice H (también conocido como factor de Hirsch o indicador de Hirsch) es
inicialmente una combinacion del numero de publicaciones y la frecuencia de las citas
(Ball, 2018a). El conjunto de las publicaciones tiene un indice h de 82; este valor se basa
en una lista de publicaciones clasificadas en orden descendente por el recuento de veces
citado. Un indice de h significa que hay documentos h que se han citado al menos h

veces (Dorta-Gonzéalez y Dorta-Gonzélez, 2010).

El promedio de citas por documento es de 33.61; este es el nUmero promedio de citas
para todos los articulos en el conjunto de resultados. El nimero total de veces que se ha
citado a todos los elementos del conjunto de resultados obtenido es 27.561. El articulo
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mas citado es: DNA methylation, insulin resistance, and blood pressure in offspring

determined by maternal periconceptional B vitamin and methionine status, con 502 citas.

1.5.9 Tematicas de la investigacion y analisis de co-palabras

En la Figura 4 se pueden visualizar las 150 palabras clave seleccionadas, el tamafio de
los circulos de las palabras clave es proporcional a la frecuencia de ocurrencias de los
términos y a su peso calculado con “indice de similaridad o fuerza de atraccion (FA, por
sus siglas en inglés Streeng Atraction), a través del cual los términos se relacionaron
entre si. El aglutinado en el centro del mapa indica una alta interrelacion de las palabras
clave que lo integran, mientras que los grupos situados en los bordes del mapa indican
una menor interrelacion entre las palabras clave. Se formaron 4 grupos identificados por

cada color; grupo 1 (rojo), grupo 2 (verde), grupo 3 (azul) y grupo 4 (amarillo).
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Figura 4. Mapa de red de las tematicas de las 150 palabras seleccionadas agrupadas en

clusteres.

La agrupacion 1 (rojo) esta compuesta por un total de 55 palabras entre las que destacan
expresion génica, crecimiento, gestacion, placenta y reproduccion por su ocurrencia. El
articulo de esta agrupacion que mas citas (502) tiene es: DNA methylation, insulin
resistance, and blood pressure in offspring determined by maternal periconceptional B
vitamin and methionine status, escrito por Sinclair et al., (2007). En la agrupacién 2
(verde) se integran 45 palabras entre las que destacan sheep (es la palabra con mayor

ocurrencia), luego estan las palabras embriones, proteina y clonacién. El articulo de esta
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agrupacion que mas citas (368) tiene es: Impacts of arginine nutrition on embryonic and
fetal development in mammals, escrito por Wu et al. (2013). El grupo 3 (azul) se integro
por 39 palabras, la palabra que mas destaca en este grupo es interferon tau y algunas
otras que destacan son gestacion temprana, progesterona e ISG15; en este grupo se
encuentran los Unicos dos genes que aparecen entre las 150 palabras clave con mayor
ocurrencia. El articulo de esta agrupacion que mas citas (269) tiene es: Biology of
progesterone action during pregnancy recognition and maintenance of pregnancy,
escrito por Spencer y Bazer (2002). En la agrupacion 4 (amarillo) hay 11 palabras, las
gue mas destacan son desarrollo embrionario e implantacion. El articulo de esta
agrupacion que mas citas (214) tiene es: Osteopontin: Roles in implantation and

placentation, escrito por Johnson et al., (2003).

En el Cuadro 5 se muestra una clasificacion de las primeras 75 palabras clave con mayor
frecuencia y su indice de similaridad FA. Las cinco palabras mas frecuentes son: oveja,

gestacion, expresion génica, ciclo estral y gestacién temprana.

Cuadro 5. Primeras 20 palabras clave con mayor frecuencia y su indice de similaridad

FA.
Palabra Frecuencia IS Palabra Frecuencia IS
clave (n) (FA) clave (n) (FA)
Sheep 328 1565 | Conceptus 50 356
Pregnancy 239 1198 Placenta 60 325
Gene-expression 214 972 Growth 59 290
Expression 127 657 | Implantation 40 264
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Palabra Frecuencia IS Palabra Frecuencia IS
clave (n) (FA) clave (n) (FA)
Estrous-cycle 83 472 Interferon- 42 258
tau
Early-pregnancy 83 460 Ovine 41 238
trophoblast
Protein-1
Uterus 77 448 Receptor 44 237
Endometrium 70 439 Bovine 34 225
Progesterone 75 430 | Trophoblast 36 224
Messenger-RNA 74 419 Cells 36 215
FA: Fuerza de atraccion; n: Namero palabras.
1.6 DISCUSION

El desarrollo de investigaciones de tipo bibliométrico en el contexto de la especie ovina
es aun incipiente, pero en los Ultimos afios los estudios bibliométricos son cada vez mas
demandados en las diferentes areas de la ciencia; su uso se ha extendido en los paises
més desarrollados a nivel cientifico. La bibliometria es utilizada en mdltiples ramas
cientificas debido a que es un método confiable para calcular la productividad de las

distintas areas de la ciencia (Guo et al., 2020).

El analisis bibliométrico de los documentos relacionados con ovejas y los genes

involucrados con la gestacion reveld que el numero de articulos publicados ha
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aumentado cada afio. Estados Unidos es el pais que mas destaca por la cantidad de
articulos publicados; su influencia en este campo puede estar relacionada con ventajas
tecnoldgicas, econdmicas y académicas (Xie et al., 2020), propias de un pais lider
mundial. Otro factor importante es la colaboracién con investigadores de paises como
Australia, Alemania, Inglaterra y Francia principalmente. Esto se debe a que las
instituciones tienen que mas publicaciones relacionadas con la busqueda realizada estan
en estos paises. El impacto de la investigacion realizada ha sido favorable considerando
el indice h (82) y el nimero de citas promedio (33.61) de las publicaciones que la
basqueda arrojo. Esto indica que la investigacion relacionada con los genes involucrados

con la gestacion en la oveja es un area de investigacion prospera.

La investigacién en torno al inicio de la gestacion en las ovejas se ha diversificado hacia
el area de biologia molecular y genética con la finalidad de comprender los mecanismos
involucrados (Gallardo Paffetti et al., 2020; Luridiana et al., 2020; Pokharel et al., 2020).
La produccién de articulos cientificos predomina en esta area de la ciencia experimental,
con el incremento progresivo de documentos publicados (Edwards et al., 2020; Alak

et al., 2020).

La visualizacién obtenida en el mapa bibliométrico tematico nos permite vislumbrar la
organizacion temética de las lineas de investigacién importantes relacionadas con los
genes involucrados con la gestacion en ovejas. En el mapa de red se identifican cuatro
agrupaciones, en la primera el tema principal es la expresion génica, en la segunda
agrupacion el tema predominante son las ovejas, mientras que en la tercera agrupacion
el tema predominante son los genes involucrados con la gestacion y en la cuarta

agrupacion el tema predominante es el desarrollo embrionario. Los temas de gestacion,
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placentacion y reproduccién se han tratado por muchos autores en distintas revisiones
de literatura y articulos entre los que se abordan temas como la implantacion (Spencer
et al., 2007), desarrollo embrionario (Walker et al., 1992), la funcidn de la progesterona
(Bairagi et al., 2018) y el interferdn tau (Bazer et al., 1997) en el reconocimiento materno

de la gestacion (Spencer et al., 2004).

La palabra sheep aparece entre algunos de los articulos mas citados (Xie et al., 1991;
Denning et al., 2001; Edwards y McMillen, 2002); en los que se tratan temas como la
desnutricion materna en el periodo preconcepcién y la delecion del gen de la alfa (1,3)
galactosil transferasa (GGTA1L) y del gen de la proteina pridnica (PrP); estos temas estan
integrados en la segunda agrupacion visualizada en el mapa bibliométrico. Los temas
relacionados a la tercera agrupacion de palabras son tratados por articulos en los que se
tocan temas como: Progesterona durante la gestacion: dialogo cruzado endocrino-
inmune en especies de mamiferos y el papel del estrés, Interferones y progesterona para
el establecimiento y mantenimiento de la gestacion: interacciones entre nuevas vias de
sefalizacion celular y la expresiéon de genes estimulados por interferén (IFN) en tejidos
extrauterinos durante la gestacién temprana en ovejas de autores (Arck et al., 2007;
Bazer etal, 2008; Oliveira etal., 2008). Podrian existir estudios importantes
relacionados con el tema que no estan en la base de datos WoS vy, por lo tanto, no estan
considerados en el presente estudio. Es importante mencionar que la pertinencia,
aplicabilidad y relevancia de los articulos bibliométricos pueden ser minimizada en
algunos casos, ya sea por los editores de las revistas o por los autores de articulos que

no se encuentren incluidos en la busqueda realizada.
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1.7 CONCLUSIONES

Los indicadores bibliométricos utilizados permitieron identificar las caracteristicas de la
produccion cientifica con los documentos publicados en revistas indizadas en el Science
Citation Index Expanded (SCIE) relacionados con la tematica de los genes involucrados
con la gestacion en la oveja. Las revistas donde se han publicado mas documentos
relacionados al tema de busqueda se encuentran en los cuartiles 1y 2 de sus respectivas
categorias. 15 de las 20 palabras clave con mayor frecuencia estan relacionadas con la

gestacion temprana.

El estudio bibliométrico con el analisis de co-palabras en un mapa bibliométrico,
especificamente en la agrupacion 3 (azul), mostré que los genes Interferon tau (TP-1) y
el estimulado por el interferon 15 (ISG15) y la progesterona, estan altamente
involucrados en el inicio de la gestacion en las ovejas. Este andlisis bibliométrico
proporciond una vision general basica de las publicaciones de investigacion referente a
la gestacién y el IFNt y el ISG15 son los genes estudiados con mayor frecuencia.
Ademas, se mostré que Estados Unidos ha sido uno de los mayores contribuyentes en

el &rea de estudio de la gestacion.

Seria interesante realizar en un futuro un estudio sobre la tematica de ciencias de la
informacion en otras bases de datos y abarcando un periodo mas extenso, para proveer
la generacion de un mayor conocimiento del campo; por ejemplo, genes involucrados en
la gestacion de ovejas como el ISG15. El presente estudio serd util para orientar a los

investigadores en la seleccion de temas relevantes del area estudiada.
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CAPITULO 2. IMPLICACION DEL GEN INTERFERON TAU EN EL

RECONOCIMIENTO MATERNO DE LA GESTACION EN LA OVEJA

2.1 RESUMEN

El objetivo de esta revision fue describir las implicaciones del gen interferon tau en el
reconocimiento materno de la gestacion en la oveja. El presente articulo proporciona una
descripcion general de los ultimos progresos en el conocimiento de las funciones del gen
interferon tau en el reconocimiento materno de la gestacion en la oveja. A partir de una
busqueda de articulos relacionados con el tema en las bases de datos Web of Science
y SCOPUS. El gen interferon tau (IFN7) participa en el reconocimiento materno de la
gestacion para prevenir un posible rechazo del embrién y apoya la secrecion de
progesterona que interviene en la preparacion del endometrio para la implantacion;
ademas, inhibe la movilidad del miometrio para mantener la gestacion. El IFNz estimula
la transcripcion de los llamados genes estimulados por el interferén (ISG) que son los
efectores de la defensa antiviral autbnoma en las células. Uno de los miembros de ISG
representativos es el gen estimulado por el interferon 15 (ISG15) que regula la
receptividad endometrial en la implantacién, asi como la supervivencia, el crecimiento y
el desarrollo del concepto. La mayoria de las perdidas embrionarias ocurren entre la
fertilizacion y el reconocimiento materno de la gestacion. La comprension de este tema
es basica para entender las posibles causas de las pérdidas de gestaciones tempranas.
Se ha obtenido un avance considerable en el descubrimiento de como actuan los genes

interferon tau e 1ISG15 en el reconocimiento materno de la gestacion en la oveja. Sin
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embargo, aun resta por comprenderse completamente los mecanismos de regulacién
involucrados.

Palabras clave: IFNz, ISG15, gestacion.

2.2 ABSTRACT

The aim of this review was to describe the implications of the interferon tau gene in the
maternal recognition of pregnancy in sheep. This article provides an overview of the latest
advances in understanding the functions of the interferon tau gene in maternal recognition
of pregnancy in sheep. From a search for articles related to the topic in the Web of
Science and SCOPUS databases. Interferon tau (IFNz) gene participates in the maternal
recognition of pregnancy to prevent possible rejection of the embryo and supports the
secretion of progesterone that intervenes in the preparation of the endometrium for
implantation; In addition, it inhibits the mobility of the myometrium to maintain pregnancy.
IFN 7 stimulates the transcription of so-called interferon-stimulated genes (ISG) that are
the effectors of autonomous antiviral defense in cells. One of the representative 1ISG
members is the interferon 15-stimulated gene (ISG15) that regulates endometrial
receptivity at implantation, as well as concept survival, growth, and development.

Most embryonic losses occur between fertilization and maternal recognition of pregnancy.
Understanding this topic is essential to understand the possible causes of early
pregnancy losses. Considerable progress has been made in the discovery how the
interferon tau and ISG15 genes act in maternal recognition of pregnancy in sheep.
However, the regulatory mechanisms involved have yet to be fully understood.

Keywords: IFNz, ISG15, pregnancy.
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2.3 INTRODUCCION

Una gran parte de la pérdida de embriones se origina durante las primeras semanas post
concepcion. La mayoria de las perdidas embrionarias ocurren entre la fertilizacion y el
reconocimiento materno de la gestacion (Lonergan et al.,, 2016). Por lo tanto, es
necesario atender esta problematica con la investigacién de los enigmas de la
implantacion de embriones (Miller et al., 2012). Se han utilizado los conocimientos
moleculares que se encuentran en constante evolucion para estudiar el proceso de
reconocimiento materno de la gestacion, junto con los aspectos moleculares de las
interacciones endometrio-embrion, el desarrollo embrionario y la implantacion (Zohni et
al., 2016). En rumiantes, el establecimiento de una comunicaciéon adecuada entre el
conceptus y el endometrio es fundamental para la implantacion del embrion y
posteriormente el proceso de placentacion sea exitoso (Nakamura et al., 2020). En este
proceso participa la proteina conocida como interferén tau (IFNt), llamada en un inicio
proteina del trofoblasto o trofoblastina (Taverne y Noakes, 2019) la cual se produce por
su gen homologo que hoy dia se conoce como interferén tau o conocido también como
gen TP-1 (Ealy y Wooldridge, 2017). Algunos estudios realizados con los genes ISG15 e
IFNz in vivo como in vitro han confirmado su importancia en la funcién reproductiva en
rumiantes.

El gen IFNz participa en el reconocimiento materno de la gestacion para prevenir un
posible rechazo del embrion y ademas apoya la secrecion de progesterona (D’Occhio et
al., 2020). Las moléculas de IFNt se unen a los receptores de la superficie celular e
inician la transduccion de sefales, esto activa la transcripcion de los llamados ISG que

son los efectores de la defensa antiviral autbnoma en las células. Uno de los miembros
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de ISG representativos y bien estudiados con actividades antivirales especificas es el
gen ISG15 (Wang et al., 2017). Dada la importancia decisiva del proceso de
reconocimiento materno de la gestacion, el objetivo de esta revision fue describir las
implicaciones del gen interferén tau en el reconocimiento materno de la gestacion en la

oveja.

2.4 Reconocimiento materno de la gestaciéon e implantacion

El establecimiento exitoso de la gestacion implica la ovulaciébn de un ovocito, la
fertilizacion por un espermatozoide y el crecimiento del embriébn en un entorno propicio
para el desarrollo normal (Lonergan y Sanchez, 2020). En varias especies domésticas,
el cuerpo luteo (CL) es importante en la regulacién de la periodicidad del ciclo estral
(Hennebold, 2018), debido a que el establecimiento de la gestacién requiere que las
concentraciones de progesterona permanezcan elevadas. Esto da como resultado una
retroalimentacion negativa en el hipotalamo y la hipéfisis anterior con una inhibicién del
desarrollo folicular. En varias especies, la placenta posteriormente sustituye o
complementa la fuente litea de progesterona (Taverne y Noakes, 2019). La presencia
de un embridn viable en desarrollo impide que el CL sea destruido (Pate, 2020) por
accion de la prostaglandina F2a y, por lo tanto, inhibe el retorno al estro. Este fendmeno
fue definido en 1969 como el "reconocimiento materno de la gestacion” (Short, 1969).

El embrién en desarrollo eventualmente llega a un proceso denominado alargamiento del
conceptus, el cual es un fendmeno de corta duracion que resulta de la remodelacion y
migracion celular del embrién en desarrollo. El alargamiento del conceptus se inicia los
dias 12-13 en las ovejas y se asocia con la implantacion y el reconocimiento de la

gestacion (Kasimanickam y Kasimanickam, 2020). Alrededor del dia 12, las células del
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trofoectodermo del embrion comienzan a secretar IFNt, el factor de reconocimiento de
la gestacion que anula el mecanismo luteolitico uterino para asegurar el mantenimiento
de un CL funcional (Lonergan y Sanchez, 2020). La implantacion del embridon es una
sucesion compleja de acontecimientos que implican la unién, adhesion e invasion del
blastocisto en el endometrio (Liu y Li, 2019). La comprension de este tema es basico
para entender las posibles causas de las pérdidas de gestaciones tempranas (Taverne

y Noakes, 2019).

2.5 Funcion de la progesterona (P4) en el reconocimiento materno de la gestacion

La progesterona (P4) es secretada por el CL y la placenta (Schumacher et al., 2014), es
necesaria para el establecimiento, mantenimiento y éxito de la gestacion (Wilson y
Mesiano, 2020). En la oveja tiene dos funciones importantes; controlar la liberacion de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH; Bartlewski et al., 2017) y mantener la
gestacion (Keller et al., 2019), debido a que interviene en la preparacion del endometrio
para la implantacion del embrion e inhibe la movilidad del miometrio para mantener la
gestacion (Mondal et al., 2017).

La P4 junto con el interferén tau son elementales para el mantenimiento de la gestacion
(Reynolds et al., 2014) y la P4 bloquea el efecto proliferativo de los estrogenos e induce
la expresion de genes que admiten que el endometrio acepte la union del embrién
(Halasz y Szekeres-Bartho, 2013). Altas concentraciones de P4 en el reconocimiento
materno de la gestacion se han asociado con el alargamiento del conceptus y un
incremento en la produccion de interferdn tau, lo que trae como consecuencia tasas de
gestacion altas (Lonergan y Forde, 2014). Bajas concentraciones de P4 se relacionan

con una menor fertilidad, reduccion en el crecimiento y elongacién del conceptus,
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disminucién de la produccion de IFNt y menores tasas de gestacion (Lonergan y

Sanchez, 2020).

2.6 Interferones

Los interferones (IFN) son citocinas de amplia expresion con propiedades antivirales
(Gonzalez-Navajas et al., 2012). Los IFN de mamiferos se clasifican en Tipo I, Tipo Il 'y
Tipo Il (Bayer et al., 2016). Los IFN de tipo | son un grupo de proteinas altamente
relacionadas que incluyen los interferones alfa (IFNa), beta (IFNB), delta (IFNJ), épsilon
(IFNg), tau (IFNt) y omega (IFNo) (Dembic, 2015). Los IFN de tipo Il estan representados
por un solo miembro, denominado IFN gamma (IFNy), y la clase de IFN de tipo Il contiene
tres miembros que se conocen como IFN lambda (IFNA1, también conocido como IL-29),
IFNA2 (también conocido como IL-28A) e IFNA3 (también conocido como IL-28B)
(Gonzélez-Navajas et al., 2012). Los IFN son elementos del sistema inmunolégico y
sirven como respuesta a patégenos, tienen un rol clave en la reduccién de la replicacion

de patdégenos y en la regulacién de las respuestas inmunes (Snell et al., 2017).

2.6.1 Interferdn tau (IFNt) y su participacion en el reconocimiento de la gestacion

Moor (1968) realizé investigaciones en ovejas en las cuales demostré que el conceptus
produce una proteina. Esta proteina ahora se conoce como interferén tau y es producida
por su gen homologo IFNz 0 conocido también como TP-1. El gen IFN7 interactua con
las células uterinas para dirigir el establecimiento y mantenimiento de la gestacion (Ealy
y Wooldridge, 2017). Después de 1979, la purificacion del IFNz revel6é su actividad

antiluteolitica para prevenir la regresién del CL en ovejas (Bazer y Thatcher, 2017).
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Originalmente, se llamé proteina del trofoblasto ovino (0TP-1) o trofoblastina. Se ha
demostrado que esta sustancia es un interferon de tipo I, clasificado como interferdn tau
ovino (0lFN7); (Taverne y Noakes, 2019). El IFNz es producido transitoriamente por el
trofoectodermo ovino, siendo la expresion mayor en el epitelio uterino entre los dias 13
y 14 del ciclo estral en las ovejas (Bazer y Thatcher, 2017). La secrecion de IFNz ovino
por el trofoectodermo inicia el dia 10 y aumenta a concentraciones maximas entre los
dias 13 y 16; luego deja de secretarse después del dia 21 de gestacion (Fuller et al.,
2019). El efecto principal del IFNzen el reconocimiento materno de la gestacion es alterar
la dinamica de la secrecion de PGF2a en la etapa temprana (Taverne y Noakes, 2019).
El IFNz silencia la transcripcion de los receptores a estradiol tipo 1 (RE1) y, por tanto, la
expresion de los receptores de oxitocina (ROX) que dependen de los receptores RE1 en
las células del lumen epitelial y epiteliales glandulares superficiales del Gtero para
prevenir el proceso del mecanismo luteolitico endometrial que requiere liberacion pulsatil
de prostaglandinas inducidas por oxitocina (Fleming et al., 2006). Actualmente se sabe
gue el IFNz sirve como mediador vital de la sefializacién temprana entre el embrién en
desarrollo y el endometrio uterino en rumiantes (Bazer et al., 2018). La progesteronay el
IFNz operan de manera mutua para inducir la expresion de genes criticos para el
desarrollo y la implantacion del conceptus y en células epiteliales glandulares uterinas y
del estroma para inducir la expresion de genes estimulados por el interferén (ISG) como:
Proteina de resistencia al mixovirus inducida por interferon (Mx1 y Mx2); Gen estimulado
por interferén 15 (ISG15); 2'-5'-oligoadenilato sintetasa 1 (OAS1); Dominio radical que

contiene S-adenosil metionina 2 (RSADZ2); Transductor de sefal y activador de la
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transcripcion 1 (STAT1) y 2 (STAT2); Factor regulador de interferon 1 (IRF1) y 9 (IRF9;

Bazer y Thatcher, 2017). En la Figura 5 se aprecia el mecanismo de accion del IFNz.
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Figura 5. Mecanismo de accion del IFNt. RP: receptor de progesterona; REL1: receptor
de estradiol tipo 1; ROX: receptor de oxcitocina; IFNAR: receptor alfa de interferon;
PGF2a: prostaglandina F2 alfa; E2: estradiol; P4: progesterona; COX2:

prostaglandina-endoperoxido sintasa 2; IRF2: factor regulador de interferon.

Ademaés de los efectos paracrinos del IFNt secretado por el trofectodermo, se ha
encontrado que los ISG se expresan en los componentes celulares del CL (Bazer y
Thatcher, 2017). La accion endocrina de IFNt repercute en el CL para inducir en sus
células resistencia a prostaglandinas F2a (Antoniazzi et al., 2013). Conjuntamente
mejora la expresion de ISG15 en células luteas (Oliveira et al., 2008) y altera funciones
de células inmunes dentro del CL para mantener su funcion y la gestacién (Shirasuna et

al., 2015).
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2.7 Genes estimulados por el interferon (ISG) durante el reconocimiento materno

de la gestacion

El IFNz también estimula los ISG en el epitelio glandular y las células del estroma
endometrial. Asimismo, en tejidos periféricos como el CL y el higado (Antoniazzi et al.,
2013). Se ha planteado la hipétesis de que muchos ISG desempefian funciones en la
implantacion, la placentacion y el desarrollo del conceptus (Won, 2008). A continuacion,

en la Figura 6 se muestran algunos de los ISG que se expresan en el endometrio ovino:

MX1, MX2, ISG15, OAS1 y RSAD2, STAT1, STAT2 e IRF.

Citoplasma '

Figura 6. Vias de sefalizacion del interferon tau en el epitelio endometrial ovino. IFNT:
Interferon tau; IFNAR: receptor alfa de interferon; STAT: transductor de sefial y
activador de la transcripcion; IRF9: factor regulador de interferén 9; ISGF3: factor
del gen estimulado por interferén 3; ISG: genes estimulados por interferén; Mx:

gen de resistencia al mixovirus; OAS: 2'-5'-oligoadenilato sintetasas; RSAD2:
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Dominio radical S-adenosil metionina 2; ISG15: gen estimulado por el interferén

15.

2.7.1 El gen estimulado por el interferén 15 (ISG15)

El ISG15 se expresa en el Utero de rumiantes en respuesta al IFN 7 (Joyce et al., 2005).
El ISG15 se identificé por primera vez en células tumorales de ratén en las que la
expresion estaba regulada por IFN de tipo | (Farrell et al.,, 1979). Posteriormente,
Blomstrom et al. (1986) purificaron y caracterizaron la proteina de 15kDa. El polipéptido
fue llamado ISG15 (Joyce et al., 2005). Austin et al., (2003). fueron los primeros en
relacionarlo con el inicio del proceso de gestacion al identificar la proteina ISG15
secretada por el endometrio. EI ISG15 es una respuesta uterina critica para los procesos
progresivos de la implantacion y la placentacion, fue el primer modificador tipo ubiquitina
(UBL, por sus siglas en inglés) descubierto y es estimulado con interferones de tipo | e
infecciones de virus (Won, 2008). Este gen ISG15 se sintetiza en muchos tipos de células
y se secreta a partir de monocitos y linfocitos (Abidi y Xirodimas, 2015) e induce la
sintesis y secrecion de IFNy a partir de las células B de los linfocitos, lo que implica que
el papel del ISG15 es como una citoquina que modula la respuesta inmune (Kurz et al.,
2005). Aunque las actividades biologicas de ISG15 aun no se han dilucidado del todo,

esta claro que el gen ISG15 modula diversas funciones celulares y fisioldgicas.

2.8 Efecto del gen ISG15 en el desarrollo embrionario en ovejas

La induccion de ISG15 en respuesta al IFNt (Dzimianski et al., 2019) estd mediado por
un sistema de transduccién de sefiales intracelular que involucra a los receptores de IFN

de tipo I, STAT1, STAT2 e IRF (Morales y Lenschow, 2013). Se presume que ISG15
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regula la receptividad endometrial en la implantacion, la supervivencia, el crecimiento y
el desarrollo del conceptus (embrién y las membranas extraembrionarias asociadas;
Johnson et al., 1999). Hay un aumento significativo en la expresion del gen ISG15 en el
Utero ovino a los 15 dias de gestacion (Guo et al., 2020). Se ha encontrado expresion de
este gen en partes del estroma a lo largo de la interfaz Gtero-placentaria en la gestacion.
Ademas, los resultados de algunos estudios demuestran que los niveles de proteinas
conjugadas con ISG15 aumentan y luego disminuyen durante la gestacion (Alak et al.,
2020), lo que indica que es una molécula biolégicamente activa que responde a la sefial
de IFNz del conceptus y que ataca temporalmente las proteinas para la regulacion y
modificacién asociadas al proceso de gestacion (Jain et al., 2012). El ISG15 endometrial
no es simplemente una consecuencia de un estado antiviral inducido por altos niveles de
IFNzen el lumen de los rumiantes en el reconocimiento de la gestacion, sino que es una
respuesta uterina a los procesos del conceptus; desarrollo, implantacion y placentacién

(Joyce et al., 2005).

2.9 CONCLUSIONES

El gen IFNz actla via paracrina en el endometrio y endocrina en el CL para ejercer sus
efectos antiluteoliticos; esto desencadena que la produccion de progesterona se
mantenga Yy se produzca el reconocimiento materno de la gestacion. Altas
concentraciones de P4 en el reconocimiento materno de la gestacion se han asociado
con el alargamiento del conceptus y un incremento en la produccion de IFNzy mayores
tasas de gestacion. El IFNt induce una regulacién positiva de varios genes ISG entre los

gue se encuentra el gen ISG15, el cual esta involucrado en la inmunorregulacion materna
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y otras funciones en la gestacién temprana en la oveja, como la regulacién de la

receptividad endometrial durante la implantacion.
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CAPITULO 3. INFLUENCIA DE eCG Y PROGESTERONA EN VARIABLES
REPRODUCTIVAS E IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS EN EL GEN TP-1 EN

OVEJAS DE PELO

3.1 RESUMEN

Se han utilizado diferentes protocolos de sincronizacion del estro con la finalidad de
asegurar la gestacion en ovejas. Sin embargo, en los pequefios rumiantes, la eficiencia
reproductiva se ve afectada por la mortalidad de los embriones, en el periodo de
implantacion embrionaria, lo cual limita la produccion de la oveja y la productividad del
rebafio. Los objetivos de este estudio fueron: 1) evaluar el efecto de la adicién de
gonadotropina corionica equina (eCG) y el aporte exdgeno de progesterona post-monta
en variables reproductivas, medicion de niveles plasmaticos de estradiol y progesterona
y 2) identificar polimorfismos de nucledtido simple en el gen TP-1 en ovejas de pelo
sincronizadas en época reproductiva. Se utilizaron 40 ovejas de pelo que fueron
distribuidas aleatoriamente en cuatro tratamientos diferentes. A todas las ovejas se les
realiz6 una presincronizacion con dos dosis de prostaglandina F2 alfa, con un intervalo
de 11 dias. Luego se realiz6 la sincronizacién del estro. En las variables: manifestacion
del estro, retorno a estro, gestacion, paricion no se encontraron diferencias (p>0.05). Se
encontraron diferencias (p<0.05) en las variables inicio al estro, prolificidad y fecundidad,
niveles de estradiol y progesterona. Se identificaron cuatro polimorfismos en el gen TP-
1. Dos de las mutaciones encontradas son transversiones y dos son transiciones. La
eCG redujo el tiempo al inicio de estro y el aporte exdgeno de progesterona post-monta

incremento la fecundidad y favorecio la prolificidad en ovejas de pelo.
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Palabras clave: Oveja, progesterona, estradiol, eCG, polimorfismo, TP-1y gen

3.2 SUMMARY

Different protocols for oestrus synchronization have been used in order to ensure
pregnancy in ewes. However, in small ruminants, reproductive efficiency is affected by
embryo mortality in the embryo implantation period, which limits sheep production and
herd productivity. The aims of this study were: 1) to evaluate the effect of the addition of
equine chorionic gonadotropin (eCG) and the exogenous contribution of post-mount
progesterone on reproductive variables, measurement of plasma levels of estradiol and
progesterone and 2) identify nucleotide polymorphisms simple in the TP-1 gene in
synchronized hair ewes in reproductive season. 40 hair sheep were used that were
randomly distributed in four different treatments. All sheep were presynchronized with two
doses of prostaglandin F2 alpha, with an interval of 11 days. Then the estrus
synchronization was performed. In the variables: manifestation of oestrus, return to
oestrus, gestation, parturition, no differences were found (p> 0.05). Differences were
found (p <0.05) in the variables onset to estrus, prolificacy and fertility, estradiol and
progesterone levels. Four polymorphisms were identified in the TP-1 gene. Two of the
mutations found are transversions and two are transitions. ECG reduced the time to the
onset of estrus and the exogenous supply of post-mating progesterone increased fertility

and favored prolificacy in hair ewes.

Key words: Sheep, progesterone, estradiol, eCG, polymorphism, TP-1 and gene
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3.3 INTRODUCCION

El crecimiento poblacional dentro de cuatro décadas provocara una pérdida generalizada
de la seguridad alimentaria en todo el mundo. Esto debe afrontarse con el incremento en
la produccion ganadera; en la cual la eficiencia reproductiva es una de las bases en la
produccién ganadera y es fundamental que se realicen avances tecnolégicos para
aumentar el suministro de alimentos de origen animal (Bizzarri etal., 2011). La
investigacion bésica en la cria de ovinos ha aportado durante las ultimas cinco décadas
el sustento para desarrollar tecnologias de reproduccion asistida, las cuales han
incrementado la eficiencia reproductiva en los rebafos, aunque la eficiencia de las

técnicas no ha sido suficiente (Naitana y Ledda, 2020).

Una de las formas de manejo reproductivo mas evolucionadas es la sincronizacion del
estro. A través de la manipulacién del ciclo estral se provoca que una gran cantidad de
hembras manifiesten estro en un lapso corto (Pal y Rayees Dar, 2021). Se han utilizado
diferentes protocolos de sincronizacion del estro con la finalidad de asegurar la gestacion
en ovejas (Martinez-Ros et al., 2018). Sin embargo, en los pequefios rumiantes, la
eficiencia reproductiva se ve afectada por la mortalidad de los embriones, en el periodo
de implantacion embrionaria, lo cual limita la produccién de la oveja y la productividad
del rebafo. En la oveja, la mortalidad embrionaria temprana se debe al descenso en las
concentraciones de progesterona (Maidin et al., 2014). La secreciéon insuficiente de
progesterona al principio del primer trimestre se asocia con la pérdida de la gestacion y
se atribuye a la pérdida anticipada de la funcion latea (Bech-Sabat et al., 2010). Hace
treinta afos, se identifico un nuevo interferon de tipo 1, llamado en un inicio proteina del

trofoblasto o trofoblastina (Taverne y Noakes, 2019), la cual se produce por su gen
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homologo que hoy dia se conoce como interferén tau (IFNz) o también conocido como
gen TP-1.El gen del IFN zinteractia con las células uterinas para dirigir el establecimiento
y mantenimiento de la gestacion (Ealy y Wooldridge, 2017). En los ultimos afios se ha
realizado investigacion relacionada con el IFNz (Ealy y Wooldridge, 2017; Kim et al.,
2018; Kasimanickam y Kasimanickam, 2020) encaminada a mejorar la eficiencia
reproductiva. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la adicion de
gonadotropina coridnica equina (eCG) y el aporte exdégeno de progesterona post-monta
en variables reproductivas, medicion de niveles plasmaticos de estradiol y progesterona
e identificacion de polimorfismos de nucleétido simple en el gen TP-1 en ovejas de pelo

sincronizadas en época reproductiva.

3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Localizacion

El estudio se realizé en la granja experimental de la Universidad Autonoma Chapingo,
ubicada en la Calle del Rio numero 107, San Diego, 56200, Texcoco de Mora, México.
La localizacion geografica es N 19° 29'45.092", O 98° 52' 8.461” y a una altitud de 2257
m. El clima es templado semiseco, con una temperatura media anual de 15.9°C, con
heladas poco frecuentes y una precipitacion pluvial media anual de 686.0 mm (Garcia,

2004).

3.4.2 Animales

Se utilizaron 40 ovejas de pelo de 3.2 £ 0.22 aflos y un peso de 53.6 + 1.98 Kg con

historial reproductivo. Durante el experimento, las ovejas se mantuvieron en corrales
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provistos con tejado, piso seco, comederos y bebederos. Se proporcioné una dieta a
base de ensilado de maiz (4.5 Kg oveja*dia') con 2.49 Mcal Kg* de EM. Se suplementd
con 350 g oveja? de alimento concentrado. Antes de iniciar el experimento, a todas las
ovejas se les aplicé un antiparasitario vitaminado (PARMISOLE 12% ADE+B®) via
intramuscular, de acuerdo a la recomendacion del laboratorio (PARFARM, México) para
la especie (1 mL por cada 20 kg de peso corporal). Los machos se mantuvieron en
corrales separados con las mismas condiciones de alojamiento que las ovejas y se les

dio el mismo manejo general que a las hembras antes de iniciar el experimento.

3.4.3 Tratamientos

Las 40 ovejas fueron distribuidas aleatoriamente en cada uno de los cuatro tratamientos:
T1 (n=10), dispositivo vaginal con progesterona (CIDR®) y prostaglandina F2 alfa
(PGF2a); T2 (n=10), CIDR®, PGF2a mas una dosis de eCG (300 Ul) al séptimo dia del
protocolo de sincronizacién; T3 (n=10), CIDR®, PGF2a, eCG (300 Ul) e insercion de un
dispositivo CIDR® desde el dia 7 después del retiro del CIDR® hasta el dia 17 post estro
inducido; T4 (n=10), CIDR®, PGF2a, eCG (300 Ul) e insercién de un dispositivo CIDR®
desde el dia 7 después del retiro del CIDR® hasta el dia 34 post estro inducido (Figura

7).
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Figura 7. Distribucion de los tratamientos de sincronizacion de estro utilizados en ovejas

de pelo.
3.4.4 Presincronizacion y sincronizacion del estro

A todas las ovejas se les realizo una presincronizacioén con dos dosis de prostaglandina
F2 alfa (PGF2a; 5 mg de Dinoprost trometamina, Lutalyse®, USA), con un intervalo de
11 dias, a los -18 y -7 dias. Luego se realizé la sincronizacién del estro (dia cero)
mediante dispositivos vaginales (CIDR®, con 0.3 g de progesterona, Zoetis, Hamilton,
Nueva Zelanda) que permanecieron por nueve dias en las ovejas. Y al séptimo dia, se
les aplico una dosis de PGF2a (5 mg de Dinoprost trometamina, Lutalyse®, Zoetis, USA).
En el caso de las ovejas de los tratamientos T2, T3 y T4 se les aplico una dosis de 300
Ul de gonadotropina corionica equina (eCG, Folligon® Intervet, Boxmeer, Holanda) y en
los tratamientos T3 y T4, se les insertd6 un CIDR® vaginal desde el dia 7 post

inseminacion y permanecio hasta el dia 17 y 34, respectivamente.
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3.4.5 Deteccidn de estros, monta natural y retornos a estro

La deteccion de los estros se realizd en intervalos regulares de 4h, a partir de la
extraccion de los dispositivos CIDR® y durante un periodo de 72 h. A las ovejas
detectadas en estro se les dio monta natural, al momento de la deteccién y 12 h después,
con carneros aptos reproductivamente y evaluados previamente para calidad seminal.
Se realiz6 la medicion de los retornos a estro, los dias 15 al 19 en los tratamientos T1,
T2 y T3y, los dias 32 al 36 en los cuatro tratamientos. Se introdujeron sementales
celadores equipados con un mandil a los corrales, para evitar la copula de las ovejas,

durante 60 min por la mafiana y 60 min por la tarde.

3.4.6 Diagnostico de gestacion, prolificidad y fecundidad

Se realiz6 el diagnostico de gestacion mediante ecografia el dia 40 después de la monta,
para esto se utilizé un equipo Universal medical systems 900 Inc. EI nUmero de ovejas
gestantes se registro y se confirmé al momento del parto. Para determinar estas dos
variables se atendieron los partos con la finalidad de contar y registrar el nimero de
corderos nacidos por cada oveja parida (prolificidad) y por el total de ovejas en el

tratamiento (fecundidad).

3.4.7 Andlisis de estradiol y progesterona

Se recolectaron muestras de sangre de las ovejas directamente de la vena yugular en
tubos Vacutainer® (BD, NJ, USA). Las muestras de sangre para determinar los niveles
plasmaticos de estradiol se recolectaron al dia siete del protocolo de sincronizacion del

estro, al momento de la manifestacion de estro y al dia cinco post monta en cada oveja.
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Y las muestras de sangre para medir los niveles plasmaticos de progesterona se
recolectaron los dias 17, 19, 34 y 36 posteriores a la manifestacion de estro en cada
oveja. Se separo el suero por centrifugacion a a una fuerza centrifuga relativa (RCF) 706
X g por 20 min, se traslado a tubos Eppendorf de 1.5 mL y se almacend a -20° C hasta
el momento de su andlisis. Las concentraciones séricas de estradiol (pg mL™?) se
midieron con un kit de ELISA comercial (DRG® Instruments GmbH, Marburg, Germany)
con un rango (10.6 — 2000 pg mL?) y una sensibilidad (9.714 pg mL?) y las
concentraciones séricas de progesterona (ng mL™?) se midieron con un kit de ELISA
comercial (DRG® Instruments GmbH, Marburg, Germany) con un rango (0 — 40 ng mL"
1) y una sensibilidad (0.045 ng mL™1). Los procedimientos de inmunoensayo se realizaron
de acuerdo a las instrucciones del fabricante y las lecturas de absorbancias se realizaron
mediante un fotometro automatico (MRX Microplate Reader, Dynatech Laboratories®,
EUA). Las muestras se analizaron en el laboratorio de Reproduccion y Endocrinologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma

de México.

3.4.8 Analisis del gen TP-1

Se recolectaron muestras de sangre de las 40 ovejas de pelo directamente de la vena
yugular y se depositaron en tarjetas Tecnologia Asociada Flinders o por sus siglas en
inglés FTA Whatman TM Elute Cards (GE Whatman, Maidstone, Kent, United Kingdom)
directamente en un movimiento circular concéntrico dentro del area circular marcada. Se
colocaron <125 uL de sangre por pulgada del circulo en la tarjeta FTA (Dash et al.,
2020b). Las tarjetas se secaron 30 min para ser colocadas en sobres etiquetados

individuales y se transportaron al laboratorio a temperatura ambiente (Dash et al., 2020a)
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para su analisis posterior. En el laboratorio se purificd el acido desoxirribonucléico (DNA)
a partir de las tarjetas Whatman FTA. Se realizé un corte de aproximadamente 0.5mm
de didmetro y ese trozo de tarjeta se introdujo en un tubo Eppendorf de 0.2 mL. Luego
se procedié con la fase de lavado que consistio en agregar 200 yL de reactivo de
purificacion FTA reagent por 5 min. Una vez que pasaron los 5 min, el reactivo usado se
desechd mediante decantacion (esto se repitio tres veces). Después se le agrego al trozo
de tarjeta 200uL de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8,0) a temperatura
ambiente por 5 min. Una vez que pasaron los 5 min, el buffer usado se desech6 mediante
decantacion (esto se repitido dos veces). El gen TP-1 se amplificé mediante la PCR. La
mezcla de reaccion se prepard en un volumen final de 12.5 pL, con 6.25 pL de mezcla
maestra de reaccion para PCR (Master Mix 2X, (Promega© Madison, WI, USA), 0.625
pL para cada iniciador (10 mM) del gen TP-1; For-5- GCTCCTGGACCGAATGAACA -
3’; Rev-5- GGAGGCTGATGTGGCATCTT -3’, numero de acceso, NM_001123399.1
(Brooks y Spencer, 2015) y 5 pL de dihidrato de trehalosa Fluka® al 10 % (en agua libre
de nucleasas y proteasas, Merck© KGaA 64271, Darmstadt, Alemania). Los tubos con
el fragmento de la tarjeta procesada y la mezcla de reaccion, ya homogenizada, se
colocaron en un termociclador C1000 (Bio Rad, California, E.E.U.U). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: Desnaturalizacion inicial, 95 °C, cinco min, luego 30
ciclos (desnaturalizacion 95 °C por 30 s, alineamiento 61 °C por 45 s y extension 72 °C,
50 s) y extension final 72 °C por cinco min. Los amplicones resultantes se separaron por
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% con un buffer de corrida TAE 1x Tris-
Acetato-EDTA 1x (Merck© KGaA 64271, Darmstadt, Alemania) con un voltaje de 80 por

45 min; buffer de carga Loading Dye 6x y marcador molecular ®X174 DNA-Hae IIl (New
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England BioLabs, MA, USA). El gel se tifio con GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium,
SFO Bay Area, USA). Posteriormente, el gel se revelé6 en un fotodocumentador
Equipar®. Esta fase se realizo en el laboratorio de biologia molecular del Postgrado de

Genética, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados.
3.4.9 Secuenciacién y andlisis de secuencias

Para la limpieza y secuenciacion de los amplicones obtenidos (10uL de cada uno), se
enviaron a la empresa MACROGEN® (Seul, Corea del Sur). Con las secuencias de
buena calidad, se realizé una busqueda de secuencias similares en el National Center
for Biotechnology Information (NCBI), mediante la funcion BLAST y se seleccionaron los
nameros de las secuencias de referencia X56345.1 y X07920.1 por el porcentaje de
similitud con las secuencias obtenidas. El andlisis de la calidad de las secuencias de
ADN fue realizado en el software Geneious Prime® version 2019.0.4. Los alineamientos
de las secuencias se realizaron en el programa ClustalW (Thompson, 1997), incluido en

el software Mega 7 (Kumar et al., 2016).
3.4.10 Andlisis estadistico

La variable manifestacion de estros se analiz6 mediante el modelo de regresién logistica,
con el procedimiento Logistic. La variable inicio al estro se analizé con el método de
curvas de sobrevivencia Log-Rank, mediante el procedimiento Life Test y la prueba de
comparacion de medias se realizé con la prueba de Tukey (a= 0.05). Las variables
porcentaje de retorno al estro, porcentaje de gestacion, porcentaje de parto, indice de
prolificidad y de fecundidad fueron analizadas con una regresion binomial negativa,

mediante el procedimiento (GENMOD) del paquete estadistico SAS y presentados en
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medias + error estandar. Las diferencias fueron consideradas significativas con p<0.05.
Las concentraciones de estradiol y progesterona se analizaron con el procedimiento GLM
y conjuntamente se utiliz6 la prueba de Tukey para comparar las medias de los
tratamientos. Las covariables: peso y edad no fueron significativas (p>0.05) en cada uno
de los modelos estadisticos usados, esto sugiere que no influyeron en la respuesta a los
tratamientos utilizados. Se uso la prueba de neutralidad Tajima’s D (Tajima, 1989) para
probar la hipotesis de que todas las mutaciones observadas son selectivamente

neutrales.
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 Manifestacion e inicio al estro

En la manifestacion del estro en las ovejas de pelo, en las condiciones reportadas para
este estudio, no se encontraron diferencias estadisticas entre los cuatro tratamientos
(p>0.05). En las ovejas de los grupos T4 (29.2 £ 6.02h) y T2 (29.6 + 5.4) el inicio del estro
fue mas rapido que las ovejas del grupo T1 (53.2 £ 6.50; p<0.05; Cuadro 6). En la Figura
8 se muestran las curvas de supervivencia para inicio del estro en las ovejas de pelo

sincronizadas.

Product-Limit Survival Estimates
1.0

+ Censored

0.8

0.6 —

0.4 I

Survival Probability

0.2

0.0

trat 1 2 3 4

Figura 8. Curvas de supervivencia de inicio del estro, formadas por los estimadores de
supervivencia de Kaplan-Meier a diferentes tiempos por tratamiento. T1: CIDR® +
PGF2qa; T2: CIDR® + PGF2a + eCG; T3: CIDR® + PGF2a + eCG + 1 CIDR® 7-

17d; T4: CIDR® + PGF2a + eCG + 1 CIDR® 7-34d. Long Rank (p=0.0319).
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3.5.2 Retorno a estro

No se encontraron diferencias en la tasa de retorno a estro al dia 17 post monta (p>0.05)
entre los grupos T1, T2 y T3. Sin embargo, para el grupo T4 no se observo este dato
debido a que estas ovejas tuvieron un CIDR® hasta el dia 34 post monta. Al igual, en el
dia 34 post monta tampoco se encontraron diferencias (p>0.05) entre los cuatro

tratamientos (Cuadro 6).

3.5.3 Porcentaje de gestacion y de parto

Para estas dos variables de estudio, no se encontraron diferencias significativas (P>0.05)

entre los cuatro tratamientos (Cuadro 6).

3.5.4 indice de prolificidad y de fecundidad

Se encontraron diferencias significativas en el indice de prolificidad de ovejas de pelo
(p<0.05; Cuadro 6). Las ovejas del grupo T3 (1.85) manifestaron mayor prolificidad que
el grupo T1 (1.0; p<0.05; Cuadro 6). El indice de fecundidad de las ovejas de los grupos
T2, T3y T4 (1.1, 1.3 y 1.4, respectivamente) fue diferente (p<0.05) a la fecundidad de

las ovejas de T1 (0.4; Cuadro 6).
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Cuadro 6. Resultados de las variables reproductivas evaluadas en ovejas de pelo

sincronizadas en la época reproductiva.

Variables respuesta Tratamientos
T1 T2 T3 T4

Respuesta al estro (%) 502 902 802 902
Inicio al estro (h) 53.2+6.52 29.6+54° 344+55% 292+6.0°
Tasa de retorno (%, d17) 02 202 102 n/d2
Tasa de retorno (%, d34) 02 02 102 02
Porcentaje de gestacion 508 702 702 902
(%)
Porcentaje de parto (%) 402 702 702 802
indice de prolificidad 1.0° 1.57+0.13> 1.85+0.12 1.75+0.12
indice de fecundidad 0.4° 1.1 +0.22 1.3+0.22 1.4+0.22

Literal diferente dentro de cada fila indica diferencia significativa (p<0.05). T1: CIDR® +
PGF2a; T2: CIDR® + PGF2a + eCG; T3: CIDR® + PGF2a + eCG + 1 CIDR® 7-17d; T4:
CIDR® + PGF2a + eCG + 1 CIDR® 7-34d, n/d: no hubo dato para esa variable, porque

las ovejas de T4 tuvieron el CIDR hasta el dia 34 post monta.

3.5.5 Niveles de estradiol

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos en las
concentraciones plasmaticas de estradiol al dia siete del protocolo de sincronizacion y al
dia cinco post monta natural. Sin embargo, al momento del estro no se encontraron
diferencias significativas en los niveles plasmaticos de estradiol entre tratamientos
(p>0.05; Cuadro 7).
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Cuadro 7. Concentraciones plasmaticas de estradiol (pg mL1) los dias siete del protocolo
de sincronizacion, al momento de la manifestacion de estro y cinco dias después de la

monta por tratamiento (Media * error estandar).

Dia Tratamiento
1 2 3 4
7 949+21.6° 1045+19.2% 64.4+13.4°> 1353+19.72
Estro 101.4 +20.22 102.8+17.92 79.3+25.32 105.1+18.32

5d post monta 100.6 + 20.2°2 101.3 +18.2°2 62.0+12.5° 114.8+12.62

Literal diferente dentro de cada fila indica diferencia significativa (p<0.05). T1: CIDR® +
PGF2a; T2: CIDR® + PGF2a + eCG; T3: CIDR® + PGF2a + eCG + 1 CIDR® 7-17d; T4:
CIDR® + PGF2a + eCG + 1 CIDR® 7-34d.

3.5.6 Niveles de progesterona

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos en las
concentraciones plasmaticas de progesterona al dia 17 post monta. Las ovejas de los
grupos T3 y T4 (11.9 y 12.1 ng mL*, respectivamente) tuvieron una concentracion
plasmatica de progesterona mas alta que las ovejas del grupo T1 (5.2 ng mL; p<0.05;
Cuadro 8). Adicionalmente, en el dia 19 y 36 post monta no se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) en las concentraciones plasméticas de progesterona entre los
cuatro tratamientos. Por otro lado, en el dia 34 post monta se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en los niveles plasmaticos de progesterona, las ovejas del grupo
T4 (13.4 ng mL™?) tuvieron un nivel mas elevado de progesterona que las ovejas de los

grupos T1, T2y T3 (7.7, 7.9 y 7.6, respectivamente; Cuadro 8).
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Cuadro 8. Concentraciones plasmaticas de progesterona (ng mL™) en los dias 17, 19, 34
y 36 dias post monta en ovejas de pelo sincronizadas en la época reproductiva (Media +

error estandar).

Dia Tratamiento

1 2 3 4
17 5.2 +0.8 8.3+ 0.6 11.9+1.62 12.1+1.22
19 7.3+1.62 7.8+1.228 9.9+212 12.3+1.02
34 7.7+2.4b 7.9+1.7° 7.6 +2.6° 13.4+1.722
36 84+1.72 8.1+1.42 8.36 + 2.62 10.5+1.52

Literal diferente dentro de cada fila indica diferencia significativa (p<0.05). T1: CIDR® +
PGF2a; T2: CIDR® + PGF2a + eCG; T3: CIDR® + PGF2a + eCG (1 CIDR® 7-17d); T4:
CIDR® + PGF2a + eCG (1 CIDR® 7-34d).

3.5.7 Identificacion del gen TP-1

Se identificé el gen TP-1 en las 40 ovejas sincronizadas (100%; 507 pb, Figura 9).

507pb
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Figura 9. Amplificacion del gen TP-1 en ovejas de pelo. Carril 1: MM= marcador

molecular, carriles 1-7 muestras amplificadas (507 pb) y carril 8 testigo negativo.

3.5.8 Identificacion de polimorfismos en el gen TP-1

De las 40 secuencias obtenidas, solo 28 tuvieron una calidad aceptable (94.8-98.8%)
para su andlisis bioestadistico. Las secuencias obtenidas en el presente estudio tuvieron
una similitud de 99.9 y 99.9% con las secuencias X56345.1 y X07920.1,

respectivamente, provenientes de USA y United Kingdom.

El alineamiento de las 28 secuencias del gen TP-1 de las ovejas utilizadas en el presente
estudio con las secuencias de referencia X56345.1 y X07920.1 mostraron la presencia
de cuatro polimorfismos (Figura 10). Dos de las mutaciones encontradas son
transversiones y las dos restantes son transiciones. Las dos transversiones son un
cambio de pirimidinas por purinas (219 T>A) y (379 C<G), y las otras dos transiciones
encontradas son entre purinas (449 G<A) y entre pirimidinas (514 T<C) de la secuencia

de TP-1.
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Figura 10. Polimorfismos del gen TP-1 en las posiciones 219, 379, 449 y 514 de dicho

gen en ovejas de pelo.

Los polimorfismos en las posiciones 219 (posicion 53 de la proteina y posicién dos del
codén), 379 (posicion 106 de la proteina y posicion 3 del codon) y 449 (posicion 130 de
la proteina y posicion uno del codén) son mutaciones no sinénimas, las cuales producen
una sustitucién de amino&cido. En la posicion 219 se sustituy6 la leucina (L) por una
glutamina (Q). En la posicion 379 se sustituyd el acido aspartico (D) por un acido
glutamico (E) y en la posicién 449 se sustituyé el acido glutamico (E) por una lisina (K).
Mientras tanto, la mutacién de la posicion 514 (tercera del codon y 151 de la proteina) es
sinbnima o silenciosa; es decir, no produce un cambio de aminoacido en la proteina

(Figura 11).
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Figura 11. Polimorfismos del gen TP-1 en las posiciones 53, 106 y 130 de la proteina en

ovejas de pelo.
3.5.9 Andlisis de polimorfismos en el gen TP-1

El andlisis de polimorfismos mediante la prueba de Tajima D evidencié que los SNP
encontrados en el gen TP-1 de las ovejas de pelo en el presente estudio son mutaciones
deletéreas. El valor de 1 con respecto a © indica que la seleccién ha contribuido para

gue se presenten un mayor niumero de alelos deletéreos en la muestra (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Prueba de Tajima (D) del gen TP-1.

Numerode S Sc Sv Ps (S} T D
secuencias
28 11 431 4 0.0254 0.0065 0.0042 -1.1269

S: sitios segregantes; Sc: sitios conservados; Sv= sitios variables; Ps: sitios segregantes
entre el numero total de sitios; ©= cuatro por el tamafno efectivo poblacional por la tasa

de mutacién; = diversidad nucleotidica; D: estadistico de Tajima.

3.6 DISCUSION

La sincronizacion o induccion del estro es una herramienta Gtil para incrementar el
porcentaje de gestacion en las ovejas (Silva et al., 2021). En total, un 77% (31/40) de
las ovejas de pelo manifestaron estro. Este resultado es superior a lo reportado por
Cadena-Villegas etal. (2018) en un estudio realizado en las mismas condiciones
geograficas del presente estudio, pero en ovejas de lana sincronizadas con dos dosis de
prostaglandina F2a (PGF2a) y efecto macho (60.7 %). La mayoria de los protocolos se
basan en el uso de una fuente de progesterona asociada con prostaglandina y eCG, con
un periodo de mantenimiento del progestdgeno de 12 a 14 dias. Sin embargo,
actualmente hay una tendencia a disminuir ese tiempo, porque los periodos de
tratamiento mas largos pueden causar una menor fertilidad al alterar la desarrollo folicular

(Abecia et al., 2012).
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El tiempo de inicio al estro de los grupos T1 y T3 es mayor a lo que reportan Arroyo-
Ledezma et al. (2013) en ovejas de pelo, a las cuales se les sincronizé el estro con un
CIDR®y 400 Ul de eCG (22.2 h). Por otro lado, los resultados del presente estudio con
los grupos T2, T3y T4 concuerdan con los resultados de inicio al estro (30.8 h) obtenidos
por Nakafeero etal. (2020) en ovejas Merino Sudafricanas, las cuales fueron
sincronizadas con un CIDR introducido por 9 dias y una dosis de eCG (300 Ul). La
eficiencia de eCG para influir en el inicio al estro puede verse afectada por el momento
de aplicacion en relacion con el protocolo de sincronizacion (Ali, 2007). En el presente
estudio, la eCG se administr6 48 h antes del retiro del CIDR, eso contribuy6 a que las

ovejas de T2 y T4 iniciaran estro mas rapido porque se favorece el desarrollo folicular.

En las condiciones del presente estudio, la suplementacién con progesterona no influyé
en las tasas de retorno a estro. La suplementacion con progesterona después de la
monta ha tenido efectos inconsistentes en la tasa de gestacion de ovejas (Kenyon et al.,
2005), aunque el momento y la duracion de la suplementacién con progesterona ha

variado entre los diferentes estudios.

El porcentaje de gestacion obtenido en los grupos T2 y T3 (70%) es similar a la tasa de
gestacion obtenida por Aké-Villanueva et al. (2017) en ovejas de pelo, a las cuales se les
sincronizo el estro con dispositivos impregnados de progesterona y eCG e inseminadas
a tiempo fijo (66.4%). El reconocimiento materno de la gestacion es un proceso fisioldgico
en el que un embrion envia sefiales a la madre que establecen la extension de la vida

del cuerpo luteo (CL), y por ende, la sintesis y liberacion de P4 (Raheem, 2017).
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Silva-Lombardo et al. (2020) reportan una tasa de gestacion de 66.7% en ovejas
Lacaune, a las cuales se les sincronizo el estro con dos dosis de PGF2a y un intervalo
de 9 dias entre ellas; resultado similar a lo obtenido en los grupos T2 y T3 (70%) del
presente estudio. La mortalidad embrionaria y fetal reduce los porcentajes de parto y, por
lo tanto, la fecundidad; esto se traduce en pérdidas econdmicas en la produccion ovina

(Dixon et al., 2007).

El mayor indice de prolificidad lo obtuvieron las ovejas del grupo T3 respecto de T1.
Mientras tanto, las ovejas del grupo T1 tuvieron una baja prolificidad (1.0), al igual el
grupo T2 (1.57). El resultado del grupo T1 es similar a lo reportado por Cueto et al.
(2020) en ovejas Merino, las cuales se sincronizaron con progesteronay eCG (1.14). Por
su parte, Gonzalez-Gardufio et al. (2010) reportan un indice de prolificidad de 1.27 en
ovejas de la raza Pelibuey expuestas a un modelo productivo de partos acelerados; este
valor es menor a los reportados en el presente estudio en los grupos T2, T3y T4 (1.5,
1.8y 1.7, respectivamente). La adicién de eCG en el protocolo de sincronizacion del estro
incrementd la prolificidad de las ovejas de pelo del presente estudio. Ademas, la

suplementacion de progesterona en los grupos T3 y T4 favorecié dicha variable.

Los resultados de fecundidad son similares a lo que encontraron Abdalla et al. (2014) en
ovejas Barki, sincronizadas con un progestageno, una dosis de PGF2a y una dosis de
750 Ul de eCG (1.3). La gonadotropina crdnica equina tiene actividad de FSH y
regularmente se inyecta antes o al momento de retirar la fuente de progesterona en los
protocolos de sincronizacion del estro. Se usa frecuentemente para estimular el ovario
(Noakes et al., 2019) y para mejorar el nimero de corderos nacidos (Ali, 2007). Se ha

demostrado que la inyeccién de eCG al menos 24 h antes de la extraccion del dispositivo
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intravaginal impregnado con progesterona incrementa la tasa de paricion, partos
multiples y tasas de fecundidad de ovejas (Hashim y Sembiring, 2013). La
suplementacion de progesterona en los grupos T3 y T4 tuvo un efecto positivo en la

fecundidad de las ovejas en el presente estudio.

El estradiol tiene varias funciones fisiol6gicas en el aparato reproductor de las hembras
(Zhang etal., 2017). En el dia 7 del protocolo de sincronizaciéon del estro, las
concentraciones plasmaticas de estradiol fueron mas altas en el grupo T4 (135.3 pg mL-
1) con respecto al promedio de concentraciones plasmaticas de estradiol en el grupo T1
(94.9 pg mL 1) y el grupo T3 (64.4 pg mL™1). Las concentraciones plasmaticas de estradiol
reportadas en los cuatro tratamientos del presente estudio son superiores a lo reportado
por Meza Villalvazo et al. (2018) en un estudio en el que sincronizaron el estro de ovejas
de la raza Pelibuey con dos aplicaciones de PGF2a; concentracion de estradiol de 9.77
pg mL?! dos dias antes de la segunda aplicacion de PGF2a. El momento de la
administracion de eCG influye en el desarrollo folicular y, por tanto, en las
concentraciones plasmaticas de estradiol. Se considera a los niveles plasméticos de
estradiol como un buen pardmetro de la calidad folicular (Hashim y Sembiring, 2013).
Una mala calidad de los foliculos origina produccion baja de estradiol durante las etapas
preovulatorias, lo que también pueden afectar la calidad de los ovocitos y la expresion
de varias hormonas y factores de sefializacion en el oviducto que son cruciales para el
desarrollo temprano del embrion. Estos factores también afectan la tasa de fertilidad
(Bruno-Galarraga et al., 2021). La adicion de eCG durante el protocolo de sincronizacion

del estro incremento los niveles séricos de estradiol en las ovejas del T4 al dia cinco post
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monta. Sin embargo, al momento del estro no se encontraron diferencias significativas

(p>0.05) en las concentraciones plasmaticas de estradiol entre los grupos.

Por su parte, Meza Villalvazo et al. (2018) reportan una concentracion plasmatica de
estradiol en ovejas Pelibuey al momento del estro de 13.64 pg mL*. En un estudio
realizado en ovejas Ghezel sincronizadas con un dispositivo liberador de progesterona y
550 Ul de PMSG, Najafi et al. (2014) reportaron una concentracion plasmatica de 17.7
pg mL*! al momento del estro. Este valor es menor a lo obtenido en los cuatro
tratamientos del presente estudio. El estradiol causa la ovulacién a través del incremento
de LH, ya que el origina un efecto de retroalimentacién positiva en la hipdfisis (Pal y

Rayees Dar, 2021).

Si hay alguna alteracién en la secrecidn de estradiol y progesterona, producidos por un
foliculo y un CL de calidad deficiente, esto podria influir y afectar la sensibilidad del Gtero
a la accion de los esteroides, que son vitales en el desarrollo embrionario (Fierro, 2010).
Kuznicka et al. (2016) midieron las concentraciones plasmaticas de estradiol (87.5 pg
mL1) al dia 6 post monta en ovejas Zelaznienska; este valor es superior al obtenido en
las ovejas del grupo T3 en el presente estudio. Durante el proceso de implantacion es
importante que se dé una interaccion simbiotica entre las concentraciones plasméticas
de estradiol y progesterona, las moléculas de adhesion, las citosinas y los factores de
crecimiento que se expresan en el Utero para que el embridén se implante exitosamente

(Leiy Yang, 2010).

Se necesita una diferenciacion organizada entre las células de la granulosa y las de la

teca en un CL para suministrar suficiente progesterona que sera necesaria para
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desarrollar un ambiente intrauterino que favorezca la implantacion, placentaciéon y el

crecimiento y desarrollo embrionario-fetal (Davis y LaVoie, 2019).

Las concentraciones plasméaticas de progesterona al dia 17 post monta pueden estar
relacionados con que las ovejas de los T3 y T4 tuvieron un CIDR® insertado desde el
dia 7 post monta. Aunque se encontraron diferencias significativas en los niveles
plasmaticos de progesterona entre los tratamientos con suplemento de progesterona (T3
y T4) y T1 (sin suplemento) durante el periodo del reconocimiento materno de la
gestacion, esto no influyd en la tasa de gestacion ni de paricidbn en ninguno de los
tratamientos. Esto coincide con lo que encontraron Diskin y Niswender (1989) en ovejas
Corriedale a las que les suplement6 progesterona. Por su parte, Torres-Lemus et al.
(2018) midieron los niveles plasmaticos de progesterona al dia 18 post inseminacion
artificial (14.3 ng mLt) en ovejas Dorset primalas suplementadas con progesterona por
35 dias; valor superior a lo reportado en los tres tratamientos del presente estudio a los

dias 17 y 19 post monta.

Las concentraciones plasmaticas de progesterona fueron similares el dia 19 post monta
para los cuatro tratamientos. Pero al dia 34 post monta se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos en las concentraciones plasmaticas de progesterona; las
ovejas del grupo T4 (13.4 ng mL™t) tuvieron concentraciones mas altas que las ovejas de
los grupos T1y T2y T3 (7.7, 7.9 y 7.6 ng mL, respectivamente). Este resultado puede
deberse a que las ovejas del T4 aun tenian un dispositivo CIDR® insertado el dia 34 post
monta. El resultado obtenido en el T1 es superior a lo que reportaron Najafi et al. (2014)
al dia 30 de gestacion en ovejas Ghezel sincronizadas con un dispositivo liberador de

progesteronay 550 Ul de PMSG (1.24 ng mL™). Por su parte, Torres-Lemus et al. (2018)
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reportaron que ovejas Dorset suplementadas con progesterona tuvieron concentraciones
plasmaticas de progesterona de 7.33 ng mL* al dia 35 post inseminacion; resultado
similar a la medicion realizada en el presente estudio en ovejas de pelo (T1=7.7y T2=7.9
ng mL?) al dia 34 post monta. Hay que recordar que las ovejas de estos dos tratamientos
no tenian suplemento de progesterona en dicho dia. Se ha determinado que las
concentraciones de progesterona o estradiol durante el proceso de placentacion pueden
influir en la sobrevivencia embrionaria y fetal tardia (LOpez-Gatius et al., 2004). Kleemann
et al. (2001) reportaron que la suplementacién de progesterona a corto plazo, en las
primeras etapas de gestacion podria incrementar la supervivencia de los embriones. Sin
embargo, Ferraz etal. (2019) reportaron que en un protocolo de sincronizacion, un
entorno endocrino preovulatorio con altas concentraciones de P4 circulante influye
negativamente en el diametro folicular, lo cual podria explicar las diferencias obtenidas

en las variables prolificidad y fecundidad en este estudio.

En los bovinos se han identificado al menos 13 genes que codifican Interferdn alfa (IFNA),
6 genes que codifican Interferén Beta (IFNB) y 24 genes que codifican Interferon omega
(IFNW) (Walker y Roberts, 2009). Se ha encontrado algunas variantes del gen IFNt en
bovinos, ovinos y caprinos. AlUn no se sabe si estas variantes representan genes o
variantes alélicas de algunos genes. También es posible que el nUmero de genes IFNt
cambie entre individuos y razas (Ealy y Wooldridge, 2017). Se logr6 amplificar el
fragmento de 507 pb del gen TP-1 en el 100% de las ovejas de pelo utilizadas en el
presente estudio. De los amplicones secuenciados y secuencias obtenidas con calidad
mayor a 94.8%, se identificaron cuatro polimorfismos, dos transversiones y dos

transiciones. Las posiciones donde se ubican los polimorfismos respecto a la secuencia

75



del gen son: 219, 379, 449 y 514. El genoma tiene una gama de variaciones que van
desde polimorfismos de un solo nucleétido y mutaciones especificas del locus hasta

amplias aberraciones cromosémicas (Murugesan et al., 2012).

Tres de los cuatro polimorfismos (219, 379 y 449) identificados producen una sustitucion
de aminoacido y la mutacion de la posicion 514 es sindnima; es decir, no produce un
cambio de aminoacido en la proteina resultante. Se han identificado mudltiples
polimorfismos de IFNz en bovinos, ovinos y caprinos. Estos genes y alelos de genes
codifican proteinas que no muestran actividades antivirales, antiproliferativas vy
antiluteoliticas iguales, la necesidad de mudltiples genes de IFNt, diferentes alelos y
acciones distintas aun requiere estudiarse. Pero una hipétesis es que la variabilidad es
necesaria para garantizar que exista una mejor oportunidad de que se desencadene el
reconocimiento materno de la gestacion (Ealy y Wooldridge, 2017). La naturaleza
poligénica de los interferones de tipo | provoca que haya diferentes genes IFNz que
codifican proteinas con diferente actividad bioldgica (Goodbourn et al., 2000). En los
vacunos, ovinos y caprinos existen muchas formas polimorficas de IFNz, hay pruebas
concluyentes de que estas diferentes formas tienen actividades bioldgicas diferentes. No
obstante, aln se requiere hacer estudios para caracterizar y determinar las acciones de

las proteinas IFN 7 de forma individual y combinada en el Gtero (Ealy y Wooldridge, 2017).

El estadistico de Tajima D tuvo un valor negativo, lo que indica que los polimorfismos
simples de un nucleotido encontrados en el gen TP-1 no son neutrales y que las ovejas
de pelo del presente estudio estan bajo un proceso de seleccién negativa. Aun es

necesario realizar investigaciones encaminadas a esclarecer si los polimorfismos
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encontrados en el gen TP-1 en las ovejas de pelo del presente estudio tienen alguna
funcién en el proceso del reconocimiento materno de la gestacion o en algun otro

proceso.

3.7 CONCLUSIONES

En este estudio, la aplicacion de eCG redujo el tiempo al inicio de estro y el aporte
exogeno de progesterona post-monta incremento la fecundidad y favorecio la prolificidad
en ovejas de pelo. No obstante, la suplementacién de progesterona durante el periodo
de reconocimiento materno de la gestacion no mejoré la tasa de gestacion en ovejas de
pelo, pero se recomienda que realizar mas investigaciones de este tipo con un mayor
namero de ovejas por tratamiento. La eCG no incrementd los niveles de estradiol al
momento del estro ni mejord los porcentajes de gestacion ni paricién, pero si tuvo un

efecto positivo en la prolificidad y fecundidad.

Se identificaron cuatro polimorfismos de nucleétido simple en el gen TP-1 de ovejas de
pelo; sin embargo, aln se requiere realizar mas investigacion para determinar si estan

implicados en alguna funcion durante el reconocimiento materno de la gestacion.
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CAPITULO 4. INFLUENCIA DE HORMONAS EXOGENAS EN VARIABLES
REPRODUCTIVAS E IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS EN EL GEN ISG15 EN

OVEJAS DE LA RAZA RIDEAU ARCOTT

4.1 RESUMEN

Hay varios factores que influyen en la productividad de las ovejas en las unidades de
produccién, mejorar las variables e indicadores reproductivos en las ovejas es uno de los
factores clave para aumentar la rentabilidad. El desarrollo de tecnologias de genotipado
de polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) ha contribuido al progreso en la seleccion
de animales. El gen estimulado por el interferon 15 (ISG15) desempefia funciones
biolégicas importantes en la receptividad uterina y la implantacion del embrién. Los
objetivos del presente estudio fueron: 1) evaluar la influencia de hormonas exdgenas en
la respuesta de variables reproductivas, medicion de niveles plasméticos de
progesterona y 2) identificar polimorfismos en el gen ISG15 en ovejas Rideau Arcott de
4.2 +0.32 afios y un peso de 58.8 + 1.58 Kg, en la época reproductiva. No se encontraron
diferencias(p>0.05) en la manifestacion de estro, retorno a estro, gestacion, paricion,
prolificidad y fecundidad. Se encontraron diferencias (p<0.05) en el inicio al estro y
niveles de progesterona el dia 24 post estro. Se identificaron tres polimorfismos en el gen
ISG15, dos son mutaciones sinébnimas y uno si produce una mutacion no sinénima. La
suplementacion de progesterona no mejord los porcentajes de gestacion y paricion, ni
las tasas de prolificidad y fecundidad en ovejas de la raza Rideau Arcott. Se requiere
realizar mas investigacion para determinar si las mutaciones identificadas estan

involucradas en alguna funcién en el reconocimiento materno de la gestacion de la oveja.
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Palabras clave: hormonas, progesterona, Rideau Arcott, gen, ISG15.

4.2 ABSTRACT

There are several factors that influence the productivity of sheep in production units,
improving the reproductive variables and indicators in sheep is one of the key factors to
increase profitability. The development of single nucleotide polymorphism (SNP)
genotyping technologies has contributed to progress in the selection of animals. The gene
stimulated by interferon 15 (ISG15) plays important biological roles in uterine receptivity
and embryo implantation. The aims of the present study were: 1) to evaluate the influence
of exogenous hormones on the response of reproductive variables, measurement of
plasma progesterone levels and 2) to identify polymorphisms in the ISG15 gene in Rideau
Arcott ewes aged 4.2 £ 0.32 years and a weight of 58.8 + 1.58 Kg, in the reproductive
season. No differences were found (p> 0.05) in the manifestation of oestrus, return to
oestrus, gestation, parturition, prolificacy and fertility. Differences (p <0.05) were found in
the onset of estrus and progesterone levels on day 24 post-estrus. Three polymorphisms
were identified in the ISG15 gene, two are synonymous mutations and one if it produces
a non-synonymous mutation. Progesterone supplementation did not improve gestation
and calving percentages, nor prolificacy and fertility rates in Rideau Arcott ewes. Further
research is required to determine whether the identified mutations are involved in any role

in maternal recognition of sheep's gestation.

Key words: hormones, progesterone, Rideau Arcott, gene, ISG15.
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4.3 INTRODUCCION

Hay varios factores que influyen en la productividad de las ovejas en las unidades de
produccion (Farias Machado et al., 2020; Segerkvist et al., 2020) y mejorar las variables
e indicadores reproductivos en las ovejas es uno de los factores clave para aumentar la
rentabilidad en tales unidades de produccion (Mahdavi et al., 2014). Uno de ellos es el
namero de 6vulos liberados, dependiendo de la raza puede variar entre uno y varios
(Abdoli et al., 2016). Dicha tasa de ovulacion se puede incrementar mediante la
aplicacion de hormonas exdégenas, como la gonadotropina coriénica equina (eCG;
Coffman y Pinto, 2016), la hormona foliculo estimulante (FSH; Padmanabhan y Cardoso,
2020), la gonadotropina coriénica humana (hCG; Dias et al.,, 2020) y la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH; Fernandez et al., 2019). Una de las caracteristicas
de la eCG es su marcada actividad de FSH y hormona luteinizante (LH); en ovinos se
une a los receptores de FSH y practicamente en todas las especies de mamiferos y
produce la estimulacion del desarrollo folicular (Murphy y Martinuk, 1991). Ademas de
las hormonas mencionadas anteriormente, también se utilizan los progestagenos
(Braganca et al., 2021), asociados con el uso de gonadotropinas para la manipulacién
hormonal de la funcién ovarica, con el fin de utilizar las tecnologias de reproduccién
asistida (Kuang et al., 2015). Las acciones de la progesterona en el Gtero son esenciales
para la sobrevivencia y el crecimiento del conceptus en las ovejas (Spencer et al., 2016).
Las concentraciones elevadas de progesterona después de la ovulacion mejoran la
elongacion del conceptus en ovejas, mientras que concentraciones mas bajas de
progesterona retardan el desarrollo embrionario (Lonergan y Sanchez, 2020). En las

ovejas, los progestagenos se insertan por via intravaginal con el uso de esponjas o
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dispositivos (CIDR) impregnados con progestageno durante periodos desde 3 (Swelum
et al., 2018) hasta 14 dias (Cueto et al., 2020). El tratamiento incluye administrar eCG al
momento de remover el dispositivo impregnado con progestageno; la dosis de eCG varia

entre 250-500 Ul, lo cual depende de la edad, temporada y raza (Abecia et al., 2011).

En los afios recientes también se ha realizado investigacion enfocada a comprender el
mecanismo relacionado con el reconocimiento materno de la gestacion y la implantacion
del embridén en la oveja, con la finalidad de presentar soluciones practicas que permitan
disminuir la tasa de mortalidad embrionaria en los rebafios (Bairagi et al., 2018; Alak
et al., 2020). Por ejemplo, el desarrollo de tecnologias de genotipado de polimorfismos
de un solo nucleétido (SNP) ha contribuido al progreso en la seleccién de animales
(Gholizadeh et al., 2015). En la actualidad se sabe que el gen estimulado por el interferén
15 (ISG15) desempefia funciones biologicas importantes en la receptividad uterina y la
implantacion del embrion (Haq et al., 2016; Dzimianski et al., 2019). El objetivo del
presente estudio fue evaluar la influencia de hormonas exdgenas en la respuesta de
variables reproductivas, medicién de niveles plasmaticos progesterona e identificacién

de polimorfismos en el gen ISG15 en ovejas de la raza Rideau Arcott.
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4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Localizaciéon

El estudio se realizd en la granja experimental de la Universidad Autonoma Chapingo,
ubicada en la Calle del Rio 107, San Diego, 56200, Texcoco de Mora, México. La
localizacion geografica es: N 19° 29' 45.092", O 98° 52' 8.461”, a una altura de 2,257
msnm. El clima es templado semiseco, con una temperatura media anual de 15.9°C, con
heladas poco frecuentes y una precipitacién pluvial media anual de 686.0 mm (Garcia,

2004).

4.4.2 Animales

Se utilizaron 40 ovejas Rideau Arcott de 4.2 + 0.32 afios y un peso de 58.8 + 1.58 Kg con
historial reproductivo, en la época reproductiva. En el experimento, las ovejas se
mantuvieron en corrales con sombra, piso con cemento, comederos y bebederos. Se
proporciond una dieta a base de ensilado de maiz (5.5 Kg oveja* diat) con 2.49 Mcal
Kg?! de EM. Se suplement6 con 350 g ovejal de alimento concentrado. Previo al
experimento, se realiz6 la aplicacion de antiparasitario vitaminado (PARMISOLE
ADE+B®, PARFARM, México) via intramuscular, de acuerdo a la recomendacion del
laboratorio para la especie. Los machos se mantuvieron en corrales separados con las

mismas condiciones de alojamiento y manejo general que las ovejas.

4.4.3 Tratamientos

Las 40 ovejas fueron distribuidas aleatoriamente en cada uno de los cuatro tratamientos:

T1 (n=10), dispositivo vaginal con progesterona (CIDR®) y prostaglandina F2 alfa
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(PGF2a); T2 (n=10), CIDR® y PGF2a mas dos CIDR® desde el dia 7 post inseminacion
hasta el dia 34; T3 (n=10), CIDR® y PGF2a mas eCG al séptimo dia del protocolo de
sincronizacion y T4 (n=10), CIDR® y PGF2a mas eCG al séptimo dia del protocolo de

sincronizacion y dos CIDR® desde el dia 7 post inseminacion hasta el dia 34 (Figura 12).

Dia 0 Dia 7 Dia 9

CIDR PGF2a CIDR  |a 7 11 13 17 24 34 40
- 1 P4 P4 P4 P4 P4 P4 Pl
n=10 ' - :
CIDRY PGF2a
T2 (
n=10 - { 2CIDR
CIDR y PGF2a

eCG Muestreos para Progesterona

3
n=10 1" .0\
CIDR, PGF2a Y "
eCG
T4 /
n=10 | 2 CIDR
CIDR, PGF2a Y 0 L
eCG Y V

Figura 12. Distribucién de los tratamientos de sincronizacion de estro utilizados en ovejas

Rideau Arcott.

4.4.4 Presincronizacién y sincronizacion del estro

A todas las ovejas se les realizé una presincronizaciéon con dos dosis de prostaglandina
F2 alfa (PGF2a; 5 mg de Dinoprost trometamina, Lutalyse®, Zoetis, USA), con un
intervalo de 11 dias, a los -18 y -7 dias. Luego se realiz6 la sincronizacion del estro (dia
cero) mediante dispositivos vaginales (CIDR®, con 0.3 g de progesterona (Zoetis,
Hamilton, Nueva Zelanda) que permanecieron por nueve dias en las ovejas. Y al séptimo
dia, se les aplicé una dosis de PGF2a (5 mg de Dinoprost trometamina, Lutalyse®,

Zoetis, USA). En el caso de las ovejas de los tratamientos T3 y T4, se les aplicé una
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dosis de 500 Ul de gonadotropina coriénica equina (eCG, Folligon® Intervet, Boxmeer,
Holanda) y en aquellos tratamientos T2 y T4, se les insertaron 2 CIDR® vaginales desde

el dia 7 post inseminacion y permanecieron hasta el dia 34.

4.4 .5 Deteccidn de estros e inseminacion artificial

La deteccion de los estros se realizo con intervalos de cada 4 h, desde la extraccion de
los dispositivos (CIDR®) y durante un periodo de 72 h. Se utilizaron machos celadores
provistos con mandil para evitar la copula. Las ovejas que manifestaron estro se aislaron
y se les restringié alimento hasta el momento de la inseminacion. Todas las ovejas se
inseminaron artificialmente via laparoscopia. Se utilizé una pajilla de 0.25 mL* y les
aplicé una dosis de espermatozoides de 100 x 108, la cual fue depositada directamente
en los cuernos uterinos. Para realizar el procedimiento de la inseminacion artificial (1A),
las ovejas se colocaron en una camilla, con una inclinacion de 45° para inmovilizarlas.
Luego se procedié a lavar y desinfectar el area para realizar las punciones con los

trécares y realizar la IA via laparoscopia.

4.4.6 Retorno a estro

Para medir la tasa de retorno a estro, desde el dia 15 al 19 (primer retorno) y del dia 32
al 36 (segundo retorno), se introdujeron sementales celadores provistos con un mandil
para evitar la copula, durante una hora por la mafiana y una hora por la tarde a cada uno

de los corrales con las ovejas inseminadas.
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4.4.7 Diagn0stico de gestacion y porcentaje de parto

Se realiz6 el diagnostico de gestacion mediante una ecografia al dia 40 después de la IA
con un ultrasonido (Universal medical systems, Inc. UMS 900). El nimero de ovejas
Rideau Arcott gestantes se registrd respecto a las ovejas inseminadas y, se confirmo al

momento del parto con respecto a las ovejas tratadas o sincronizadas.

4.4.8 Prolificidad y fecundidad

Para determinar estas dos variables, se atendieron los partos con la finalidad de
contabilizar el nimero de corderos nacidos por cada oveja parida (prolificidad) y por el

total de ovejas en el tratamiento (fecundidad).

4.4.9 Analisis de niveles plasméaticos de progesterona

Se recolectaron muestras de sangre de las 40 ovejas Rideau Arcott directamente de la
vena yugular en tubos Vacutainer® (BD, NJ, USA), bajo los criterios de la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999; SAGARPA, 2001) sobre especificaciones técnicas para
la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio, en concordancia con las
regulaciones para el uso y cuidado de animales de investigacion, aprobado por el
Consejo General Académico de Colegio de Postgraduados, México (COLPOS, 2016).
Las muestras de sangre se recolectaron los dias 7, 11, 13, 17, 24, 34 y 40 después de
la manifestacion del estro. El suero se separ6 mediante centrifugacién a una fuerza
centrifuga relativa (RCF) 706 x g durante 20 min, luego se coloc6 en tubos Eppendorf de
1.5 mL y se almaceno a -20° C hasta su analisis posterior. Las concentraciones séricas

de progesterona se midieron mediante un kit de ELISA comercial DRG Products (DRG
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Instruments GmbH, Marburg, Alemania) con un rango de 0 — 40 ng mL' y una
sensibilidad (0.045 ng mL?). Los procedimientos de inmunoensayo se realizaron de
acuerdo a las instrucciones del fabricante y las lecturas de absorbancias se realizaron
mediante un fotobmetro automatico (MRX Microplate Reader, Dynatech Laboratories®,
EUA). Las muestras se analizaron en el laboratorio de Reproduccién-Endocrinologia de
la Universidad Nacional Autbnoma de México de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia.

4.4.10 Analisis molecular del gen ISG15

Se recolectaron muestras de sangre de las 40 ovejas Rideau Arcott directamente de la
vena yugular y se depositaron en tarjetas Tecnologia Asociada Flinders o por sus siglas
en inglées FTA Whatman TM Elute Cards (GE Whatman, Maidstone, Kent, United
Kingdom) directamente en un movimiento circular concéntrico dentro del area circular
marcada. Se colocaron <125 uL de sangre por pulgada del circulo en la tarjeta FTA
(Dash et al., 2020b). Las tarjetas se secaron 30 min para ser colocadas en sobres
etiquetados individuales y se transportaron al laboratorio a temperatura ambiente (Dash
etal., 2020a) para su analisis posterior. En el laboratorio se purificé el &cido
desoxirribonucléico (DNA) a partir de las tarjetas Whatman FTA. Se realiz6 un corte de
aproximadamente 0.5mm de didmetro y ese trozo de tarjeta se introdujo en un tubo
Eppendorf de 0.2 mL. Luego se procedié con la fase de lavado que consistié en agregar
200 uL de reactivo de purificacién FTA reagent por 5 min. Una vez que pasaron los 5
min, el reactivo usado se desechdé mediante decantacion (esto se repitio tres veces).
Después se le agreg6 al trozo de tarjeta, 200uL de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 0,1 mM,

pH 8,0) a temperatura ambiente por 5 min. Una vez que pasaron los 5 minutos, el buffer
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usado se desechd mediante decantacion (esto se repitid dos veces). El gen ISG15 se
amplificé mediante la PCR. La mezcla de reaccion se prepard en un volumen final de
12.5 uL, con 6.25 pL de mezcla maestra de reaccion para PCR (Master Mix 2X,
Promega®© Madison, Wisconsin, USA), 0.625 pL para cada iniciador (10 mM) del gen
ISG15; For-5’- ATTCACTACGCTGCATGGGG -3’ Rev-5'-
GCTGCATGTGCAGTAGTCCC -3’, numero de acceso, NC_019469.2 (The International
Sheep Genomics Consortium et al., 2010) y 5 pL de dihidrato de trehalosa Fluka® al 10
% (en agua libre de nucleasas y proteasas, Merck© KGaA 64271, Darmstadt, Alemania).
Los tubos con el fragmento de la tarjeta procesada y la mezcla de reaccion, ya
homogenizada, se colocaron en un termociclador C1000 (Bio Rad, California, USA). Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial, 95 °C por
cuatro min, luego 35 ciclos (desnaturalizacién 95 °C por 30 s, alineamiento 62 °C por 40
sy extension 72 °C, 40 s) y extension final 72 °C por 10 min. Los amplicones resultantes
se separaron por electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% con un buffer de
corrida TAE 1x Tris-Acetato-EDTA 1x (Merck© KGaA 64271, Darmstadt, Alemania) con
un voltaje de 80 por 45 min; buffer de carga Loading Dye 6x y marcador molecular ®X174
DNA-Hae Il (New England BioLabs, MA, USA). El gel se tifio con GelRed Nucleic Acid
Gel Stain (Biotium, SFO Bay Area, USA). Posteriormente el gel se revel6 en un
fotodocumentador (Equipar®, México). Esta fase se realiz6 en los laboratorios de
biologia molecular de los Posgrados de Genética y Fitosanidad, Campus Montecillo,

Colegio de Postgraduados.
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4.4.11 Secuenciacién y analisis de secuencias

Para la limpieza y secuenciacion de los amplicones obtenidos, se enviaron (10uL) a la
empresa MACROGEN® (Seul, Corea del Sur). En el National Center for Biotechnology
Information (NCBI, https://www.ncbi.nIlm.nih.gov) se realiz6 una busqueda de secuencias
similares mediante la funcién Nucleotide BLAST y se seleccionaron las secuencias de
referencia FJ844480 y NM_001009735 por el porcentaje de similitud con las secuencias
obtenidas. El analisis de la calidad de las secuencias de ADN fue realizado en el software
Geneious Prime® version 2019.0.4. Los alineamientos de las secuencias se realizaron
en el programa ClustalW (Thompson, 1997), incluido en el software Mega 7 (Kumar

et al., 2016).
4.4.12 Analisis estadistico

La variable manifestacion de estros se analizé mediante el modelo de regresion logistica
con el procedimiento Logistic. La variable inicio al estro se analizé con el método de
curvas de sobrevivencia Log-Rank mediante el procedimiento Life Test; la prueba de
comparacion de medias se realizé con la prueba de Tukey (a= 0.05). Las variables
retorno al estro, porcentaje de gestacion y de parto, prolificidad y fecundidad fueron
analizadas con una regresion binomial negativa mediante el procedimiento (GENMOD)),
presentados como medias * error estandar. Las diferencias fueron consideradas
significativas si p<0.05. La concentracion de progesterona fue analizada con el
procedimiento GLM y se utilizé la prueba de Duncan para comparar los tratamientos. En
todos los anadlisis se utilizd SAS version 9.4 (Institute Inc., Cary, NC, USA). Las

covariables de peso y la edad no fueron significativas (p>0.05) en cada uno de los
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modelos estadisticos usados, lo cual indica que no influyeron en la respuesta a los
tratamientos utilizados. Y se usé la prueba de neutralidad de Tajima’s D (Tajima, 1989)
para probar la hipotesis de que todas las mutaciones observadas son selectivamente

neutrales.
4.5 RESULTADOS
4.5.1 Manifestacion e inicio del estro

No se encontraron diferencias en la manifestacién de estro en ovejas Rideau Arcott
(p>0.05). Todas las ovejas de los tratamientos T1, T2 y T4 manifestaron un 100% de
estro y un 90% en el grupo T3. Por su parte, se encontraron diferencias significativas en
el inicio al estro (p<0.05); las primeras ovejas en iniciar estro fueron las del tratamiento
T4, luego continuaron las ovejas de los tratamientos T2 y T3 y al final terminaron las

ovejas del tratamiento T1 (Cuadro 10).

Cuadro 10. Tiempo de inicio al estro de ovejas Rideau Arcott con diferentes tratamientos

para la sincronizacion del estro (Media + error estandar).

Tratamiento N Tiempo (h)
T1 10 32.4+4 .32
T2 10 29.2+3.5%
T3 10 26+6.420
T4 10 14.4+1.5P

94



Literal diferente dentro de cada columna indica diferencia significativa (p<0.05). T1: CIDR
Y PGF2a; T2: CIDR y PGF2a + 2 CIDR; T3: CIDR, PGF2a y eCG y T4: CIDR, PGF2a y
eCG + 2 CIDR

En la Figura 13 se muestran las curvas de supervivencia para inicio del estro en ovejas

Rideau Arcott tratadas.

Product-Limit Survival Estimates

: + Censored
0.8

) L
. L=

. ] |

Probabilidad de supervivencia

trat 1 2 3 4

Figura 13. Curvas de supervivencia para el inicio del estro en ovejas Rideau Arcott de
los tratamientos, formadas por los estimadores de supervivencia de Kaplan-Meier
a diferentes tiempos por tratamiento (p<0.05). LOG RANK (p=0.03482). T1: CIDR
Y PGF2a; T2: CIDR y PGF2a + 2 CIDR; T3: CIDR, PGF2a y eCG y T4: CIDR,

PGF2ayeCG + 2 CIDR.

4.5.2 Retorno a estro

La tasa de retorno a estro (dia 17) fue similar entre los grupos T1 (30%) y T3 (10%;

p>0.05). Sin embargo, para los grupos T2 y T4 no existi6 este dato debido a que estas
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ovejas tuvieron dos CIDR® hasta el dia 34 post monta. No se encontraron diferencias en
la tasa de retorno a estro (dia 34) entre los cuatro tratamientos (T1: 40%; T2: 40%; T3:

20% y T4: 20%, p>0.05).

4.5.3 Porcentaje de gestacion y de parto

No se encontraron diferencias en el porcentaje de gestacion (T1: 50%, T2: 60%, T3: 70%
y T4: 80%) ni de parto (T1: 50%, T2: 60%, T3: 70% y T4: 80%) en las ovejas Rideau

Arcott entre los cuatro tratamientos (p>0.05).

4.5.4 Prolificidad y fecundidad

No se encontraron diferencias (p>0.05) en la prolificidad de ovejas Rideau Arcott, entre
los cuatro tratamientos: T1 (1.8 £ 0.34%); T2 (1.66+ 0.29%); T3 (1.71+ 0.29%) y T4 (1.87
0.349). La cantidad de corderos nacidos por cada oveja del tratamiento (Fecundidad) fue
similar (p>0.05) en todos los tratamientos: T1 (1.0 £ 0.49?%); T2 (1.0 + 0.38%); T3 (1.2

0.34%) y T4 (1.5 + 0.239).

4.5.5 Niveles de progesterona

No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en las concentraciones de
progesterona en los dias 7, 11, 13, 17, 34 y 40. Sin embargo, en el dia 24 post estro, las
ovejas del T4 tuvieron un promedio de concentracion plasmatica de progesterona mas
alto (p<0.05; 20.85+2.65 ng mL1) que el resto de los grupos; T1 (12.14+3.61 ng mL™1),

T2 (12.53+2.74 ng mLt) y T3 (16.75+2.72 ng mL™1), respectivamente (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Concentraciones plasmaticas de progesterona (ng mL™?) de los dias 7, 11,

13, 17, 24, 34 y 40 post estro de ovejas Rideau Arcott (Media * error estandar).

Dia Tratamiento
1 2 3 4

7 12.3+2.62 11.5+1.52 15.4+2.22 14.5+2.52
11 12.9+1.72 17.9+2.82 16.9+3.02 22.1+3.82
13 15.4+2.22 19.8+2.62 16.4+3.42 23.7£2.92
17 13.5+1.9° 20.6+2.02 19.7+3.92 21.4+4.02
24 12.1+3.6° 12.54£2.7° 16.7+£2.73 20.8+2.62
34 11.4+2.02 10.6+1.52 19.0+3.32 15.8+2.72
40 8.8+3.12 10.8+1.6% 10.7+3.02 6.6+2.32

Literal diferente dentro de cada fila indica diferencia significativa (p<0.05). T1: CIDR y
PGF2a; T2: CIDR y PGF2a + 2 CIDR; T3: CIDR, PGF2a y eCG y T4: CIDR, PGF2a y
eCG + 2 CIDR.

4.5.6 Identificacion del gen ISG15 y sus polimorfismos

En el presente estudio, el 95 % (38 de 40) de las ovejas mostré el fragmento amplificado

de 571 pb del gen ISG15 (Figura 14).
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Figura 14. Amplificacién del gen ISG15 en ovejas Rideau Arcott (571 pb). Carril 1: MM=
marcador molecular, carriles 2-13 muestras amplificadas (571 pb) y carril 14:

testigo negativo del gen ISG15.

De las 38 secuencias obtenidas, solo 32 tuvieron una calidad entre 90.2 y 97.9% y solo
estas se utilizaron para el analisis. Las secuencias obtenidas en el presente estudio
tuvieron una similitud de 97.4 y 99.7% con las secuencias de referencia FJ844480 y
NM_001009735, respectivamente (Yang etal.,, 2018), para ISG15, provenientes de
China. Por otro lado, el alineamiento de las 32 secuencias del ISG15 de ovejas Rideau
Arcott con la secuencia de referencia NM_001009735, mostré la presencia de tres
polimorfismos (Figura 15). Las tres mutaciones por transicion encontradas fueron
principalmente dos entre pirimidinas (T=C) en las posiciones (723 T>C) y (957; T>C) y

una entre purinas (A=G) en la posicion (857; A>G).
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Figura 15. Polimorfismos del gen ISG15 en las posiciones 723 (en la tercera posicién del
codon); 857 (en la segunda posicién del codon) y 957 (en la tercera posicion del

codoén) en ovejas Rideau Arcott.

Los polimorfismos de las posiciones 723 y 957 son mutaciones sinénimas o silenciosas;
es decir, no producen un cambio de aminodcido en la proteina. En cambio, el
polimorfismo de la posicion 857 si produce una mutacion no sinénima o cambio de
aminoécido, una lisina (K) por una arginina (R; Figura 16) en la posicion 114 de la

proteina.
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4.5.7 Analisis de polimorfismos en el gen ISG15

El andlisis de polimorfismos mediante la prueba de Tajima D evidencio que dichos SNP
encontrados son mutaciones deletéreas. El valor de 1 con respecto a © indica que la

seleccién ha contribuido para que se presenten un mayor numero de alelos deletéreos

en la muestra (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Prueba de Tajima (D) del gen ISG15.

Numerode S Sc Sv Ps (S} T D
secuencias
31 3 417 3 0.007143 0.001788 0.001720 -0.088061

S: sitios segregantes; Sc: sitios conservados; Sv= sitios variables; Ps: sitios segregantes
entre el numero total de sitios; ©= cuatro por el tamano efectivo poblacional por la tasa

de mutacién; = diversidad nucleotidica; D: estadistico de Tajima.

4.6 DISCUSION

Desde 1960 se ha realizado investigacion enfocada para optimizar los programas de
sincronizacion del estro, esfuerzo que continta hasta el dia de hoy (Xu, 2016). Uno de
los protocolos mas efectivos de sincronizacion del estro en ovejas, involucra el uso de
dispositivos intravaginales impregnados con progesterona 0 sus analogos en
combinacién con gonadotropina coriénica equina y con prostaglandinas F2a (Gonzalez-
Bulnes et al., 2020). En el presente estudio se utilizd este método y los resultados
obtenidos coinciden con lo encontrado por Letelier et al. (2011), quiénes reportaron que
todas las ovejas presentaron estro, al usar un analogo de progesterona por 14 dias para
sincronizar ovejas de la raza manchega en Espafia. En este estudio, la presincronizacion
con PGF2a sirvio para homogenizar la respuesta ovarica al protocolo de sincronizacion,

lo cual aseguré que la mayoria de las hembras manifestaran estro.
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El tiempo de inicio al estro del grupo T1 (32.4 h) es similar a lo reportado por Yaprak y
Korkmaz (2016) en el estudio que realizaron para evaluar el desempefio reproductivo de
ovejas Morkaraman inducidas al estro con progesterona natural y sintética, con un tiempo
reportado de 39.53 h. El tiempo de inicio al estro de las ovejas del T4 (14.4h) fue menor
a lo reportado por Hashem et al. (2015), quiénes reportaron el inicio al estro de ovejas
Barki x Rahmani inducidas al estro con GnRH (34.0 h) y con PGF2a (50.4 h). El tiempo
de inicio al estro de las ovejas en T2 (29.2 h) es similar a lo que reportan Nakafeero et al.
(2020) en donde indujeron al estro ovejas de la raza Merino Mutton Sudafricanas con
CIDR por 9 dias (30.8 h). La administracion de eCG entre 24-48 h antes del retiro del
dispositivo liberador de progesterona adelanta el inicio del estro en relacion al retiro
(Quintero-Elisea et al.,, 2011); esto concuerda con los resultados encontrados en el
presente estudio. El efecto concreto de esta glicoproteina se puede imputar al incremento
de la esteroidogénesis en las células de la teca de los foliculos dominantes y ovulatorios,
lo cual contribuye a un mejor desarrollo folicular (De Rensis y Lopez-Gatius, 2014). Esto
podria explicar el inicio al estro mas rapido en los tratamientos a los que se les aplico

eCG.

El retorno a estro en ovejas puede atribuirse a un menor niamero de ovulaciones por
oveja y, por lo tanto, posteriormente a niveles bajos de progesterona circulante (Luther
et al., 2007). En el presente estudio hay una menor tasa de retorno a estro en las ovejas
de los T3 y T4; esto puede deberse a que se aplicé una dosis de eCG en estas ovejas,
lo cual favoreci6 el crecimiento y desarrollo folicular y propicié la formacion de un cuerpo
luteo de buena calidad (Dias et al., 2009). Sin embargo, algunos estudios han reportado

gue las hembras incluidas recurrentemente en protocolos para la sincronizacion del estro
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a lo largo de su vida reproductiva, sobre todo aquellas involucradas en sistemas
intensivos, desarrollan anticuerpos anti-eCG que se asocian con bajas tasas de
gestacion (Palacin etal., 2012). Estos factores intrinsecos a los animales podrian

explicar aquellas tasas de retorno a estro obtenidas en el presente estudio.

La tasa de gestacion reportada por Fierro y Olivera-Muzante (2017) en ovejas de la raza
Corriedale (66.2%), a las que se les sincroniz6 el estro con acetato de
medroxiprogesterona y eCG, fue similar a la tasa de gestacion reportada en los grupos
T2y T3 (60 y 70%, respectivamente) de este estudio. En cambio, en las condiciones
experimentales del presente estudio, la administracion de eCG en los T3 y T4 no
favorecio la tasa de gestacion ni la paricion. Actualmente en los estudios de dinadmica
folicular, se ha encontrado que bajas tasas de gestacion en protocolos de sincronizaciéon
estan asociadas al desarrollo de foliculos dominantes persistentes, esto se debe a que
las dosis de progestagenos administradas en estos protocolos son inutiles para eliminar
el desarrollo de foliculos dominantes persistentes (Xu, 2016). Los ovocitos provenientes
de foliculos dominantes persistentes pueden no ser fertilizados y ademas se convierten
en cuerpos luteos de mala calidad y en el caso de ser fertilizados se convierten en
embriones de mala calidad que no pueden producir una sefial adecuada para mantener
la gestacion (Vargas et al., 2009), esto podria explicar las bajas tasas de gestacion

reportadas en el presente estudio.

La prolificidad de los cuatro tratamientos T1, T2, T3 y T4 fue similar estadisticamente en
las condiciones del presente estudio. Estos datos coinciden con el estudio de Shrestha
y Heaney (2003) quienes reportaron un valor de 1.7 de prolificidad con corderas

canadienses de la raza Rideau Arcott, pero un valor de 2.5 en ovejas adultas. En el caso
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de los grupos T3 y T4, la aplicacién de eCG no favorecié la variable prolificidad, ya que
se ha reportado que el objetivo de la aplicacién de eCG en programas de sincronizacion
con progestagenos es aumentar las ovulaciones mdultiples y, en consecuencia, una
mayor cantidad de partos multiples (Quintero-Elisea et al., 2011). Y para prevenir una
regresion lUtea prematura se suplementa progesterona, tal como se realiz6 en los grupos
T2 y T4 del presente estudio. La P4 que inhibe los receptores de oxitocina en el
endometrio y reduce asi la respuesta uterina a la oxitocina para la secrecion de PGF2a
(Kaya et al., 2013). Vilarifio et al. (2017) reportaron ningun efecto de la eCG en la tasa
de prolificidad en donde evaluaron un protocolo corto basado en progesterona en ovejas
Corriedale. Por su parte, Hasani etal. (2018) obtuvieron resultados similares de
prolificidad a los del presente estudio en ovejas Ghezel. Mientras tanto, Shrestha y
Heaney (2003) mencionan en su estudio que las ovejas de la raza Rideau Arcott tienen
una prolificidad superior a otras razas. Es recomendable que cada técnico evalle la
aplicacion de hormonas que incrementen la prolificidad, debido a que esto podria
propiciar un incremento en la mortalidad, si el parto no se monitorea diligentemente

(Cueto et al., 2020).

En cuanto a fecundidad el resultado encontrado en el grupo T4 (1.87) es superior a la
fecundidad obtenida por Herndndez-Marin et al. (2018) en ovejas Pelibuey con efecto
macho (0.8) y similar a las ovejas con efecto macho y destete temporal (1.6). Una de las
funciones de la eCG en los protocolos de sincronizacion de estros es incrementar la tasa
ovulatoria y, por lo tanto, la fecundidad de las ovejas tratadas, aunque los resultados

dependen de la dosis aplicada y ademas existe una gran variabilidad en la respuesta que
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puede estar asociada con la raza, la edad, la época del afio y la condicién general del

animal (Boscos et al., 2002).

Al dia 17 post estro inducido, se encontré un menor nivel de progesterona en el grupo
T1 con respecto a los grupos T2, T3 y T4 (p<0.05). La diferencia en el nivel de
progesterona posiblemente puede deberse a que a las ovejas del T1 no se les aplico
eCG via exdégena y tampoco tuvieron suplemento de progesterona. Y en el dia 24 post
estro, se encontrd un mayor nivel de progesterona en el grupo T4 en comparacion con
los tratamientos T1, T2 y T3 (p<0.05). Esto puede deberse a que las ovejas del grupo T4
tuvieron suplemento de progesterona 'y ademas se les aplicé eCG. La aplicacion de eCG
inicia un estimulo para la liberacién de gonadotropinas y puede proporcionar un soporte
gonadotroéfico adecuado para el desarrollo de foliculos ovulatorios que posteriormente se
convertiran en CL (Ferraz et al., 2019). La administracion de eCG a las ovejas beneficia
el desarrollo de CL y ayuda a aumentar la secrecion de progesterona. Este efecto
previene las pérdidas embrionarias tempranas (Fukui et al., 2001). Esto podria explicar
las diferencias en los niveles séricos de progesterona encontradas en el presente
estudio. Por su parte, Hasani et al. (2018) reportaron 11 ng mL™* en las concentraciones
plasmaticas de progesterona en ovejas Ghezel, 20 dias después de haber retirado el
progestageno. Este resultado es similar a lo encontrado en el presente estudio al dia 24
en las ovejas del T1 (12.14 ng mL™?) presincronizadas con PGF2a y sincronizadas con
CIDR exclusivamente, las cuales no recibieron ni eCG ni adicion de progesterona via
exogena. La adicion de progesterona en los T2 y T4 no mejoro la variable fecundidad y
esto posiblemente fue debido a que las ovejas de la raza Rideau Arcott son naturalmente

prolificas.
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Referente a la identificacion del gen ISG15, se amplificé el fragmento de 571 pb en el
95% (38 de 40) de las ovejas utilizadas en el presente estudio. De estas 38 ovejas, de
las cuales se obtuvo un amplicon para mandar a secuenciar, solo el 84% (32) de las
secuencias obtenidas tuvieron una calidad mayor a 90.2%. Se identificaron tres
polimorfismos correspondientes a tres transiciones. El primer polimorfismo o mutacion
sinénima (201 T>C) se identificd en el 62% (20 de 32) de las secuencias viables. En este
caso el polimorfismo identificado no provoca un cambio de aminoacido en la proteina.
Las investigaciones recientes demuestran que las mutaciones sin6nimas pueden
intervenir en el procesado, plegamiento o incluso la traduccion del ARN. También se ha
demostrado que las mutaciones sinénimas juegan un papel importante en algunas
enfermedades y son relevantes en la practica clinica (Sharma et al., 2019). El segundo
polimorfismo o mutacion no sinénima (335; A>G) el cual provocé un cambio en el
aminoacido, una lisina (K) por una arginina (R), solo se identificé en el 6% (2 de 32) de
las secuencias u ovejas. Y el tercer polimorfismo o mutacién sinénima (437; T>C) se
presentd en un 6% (2 de 32) de las ovejas de la raza Rideau Arcott. El estadistico de
Tajima D fue negativo, lo que indica que los SNP encontrados no son neutrales y que las
ovejas del presente estudio estdn bajo un proceso de seleccidén negativa. Se requiere
realizar mas investigacion para determinar si los polimorfismos encontrados en las ovejas
de la Rideau Arcott del presente estudio tienen alguna implicaciéon en el proceso del

reconocimiento materno de la gestacion o en algun otro proceso.
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4.7 CONCLUSIONES

La aplicacién de eCG en ovejas de la raza Rideau Arcott indujo el inicio del estro de
forma rapida, pero no influy6 en la manifestacion al estro, retorno al estro, prolificidad ni
fecundidad. El estro de las ovejas de la raza Rideau Arcott se sincronizé con éxito con
los protocolos utilizados en este estudio, pero la suplementacion de progesterona con
dos dispositivos CIDR® no mejoré los porcentajes de gestacion y paricion, ni las tasas
de prolificidad y fecundidad en ovejas de la raza Rideau Arcott. Se identificaron tres
polimorfismos de nucleotido simple por transicion en el gen ISG15 de ovejas de la raza
Rideau Arcott; dos mutaciones sindnimas o silenciosas entre pirimidinas (T=C) en las
posiciones (723 T>C) y (957; T>C) y una mutacion no sinénima entre purinas (A=G) en
la posicién (857; A>G), la cual modifico el aminoé&cido, una lisina (K) por una arginina (R).
Se requiere realizar mas investigacion para determinar si estas mutaciones estan

involucradas en alguna funcion en el reconocimiento materno de la gestacién de la oveja.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los indicadores bibliométricos permitieron identificar las caracteristicas de la produccién
cientifica de documentos publicados en revistas indizadas en el Science Citation Index
Expanded (SCIE) y el analisis de co-palabras mostr6 que la progesterona y los genes
Interferon tau (TP-1) y el estimulado por el interferon 15 (ISG15) estan altamente

implicados en el inicio de la gestacion en las ovejas.

La presincronizacion con PGF2a favorecid la respuesta al estro de las ovejas en el
presente estudio. La adicion de eCG en los protocolos de sincronizacién del estro influy6
en el inicio del estro de las ovejas de pelo y Rideau Arcott. La suplementacion de
progesterona durante el periodo de reconocimiento materno de la gestacion no mejoré
la tasa de gestacion en ovejas de pelo y Rideau Arcott, pero se recomienda realizar mas

investigaciones de este tipo con un mayor nimero de ovejas por tratamiento.

Se amplificaron los genes TP-1 e ISG15. y se identificaron tres polimorfismos de
nucleotido simple por transicion en el gen ISG15 de ovejas de la raza Rideau Arcott y
cuatro polimorfismos de nucleétido simple en el gen TP-1 de ovejas de pelo. Se
recomienda realizar mas investigacion para determinar si estas mutaciones estan

implicadas en alguna funcion durante el reconocimiento materno de la gestacion.
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