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EVALUACION DEL POLIMORFISMO DEL GEN LEPTINA EN BOVINOS EN EL
SISTEMA DOBLE PROPOSITO EN CHIAPAS, MEXICO

Jorge Alberto Ortiz Salazar, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2011.

RESUMEN

La leptina es una hormona proteica de 16 KDa, compuesta de 146 aminoacidos y es
sintetizada principalmente por el tejido adiposo. En el eje hipotalamo-hipdfisis-
gonadal, la leptina juega un papel muy importante en la regulacion de la
reproduccion de los mamiferos. La mutacién del gen leptina TT esta asociado con la
calidad de la carne y leche en bovinos. El objetivo de este estudio fue estimar las
frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism) del gen leptina en el exon 2, en vacas y sementales del sistema de
produccion doble propoésito en el estado de Chiapas, México. El polimorfismo fue
determinado mediante la técnica Tetra Primers Amplyfication Refractory Mutation
System-Polymerase Chain Reaction (AMRS-PCR). Se evaluaron 120 vacas y 21
sementales, las frecuencias genotipicas y alélicas para cada raza, fueron analizadas
con la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg por el método de las cadenas de
Markov. El 40 % de las vacas fueron raza Suizo Americano, 20 % Simmental y el
14.2 % de Cruzas raciales de dichas razas (Bos taurus x Bos indicus). Los
sementales evaluados fueron de la raza Suizo Americano (48%) y Suizo Americano
X Bos indicus (52%). El andlisis de resultados para el polimorfismo del gen leptina
mostro al genotipo TT (gen modificado o mutado) con el 0.22 y 0.28 para las vacas y
sementales, respectivamente; y el genotipo CC (gen comun u homocigético)
presentd el 0.36 y 0.05, respectivamente. El genotipo CT se observdo en mayor
frecuencia en todas las razas, cruzas y sexo evaluados, con respecto a los genotipos
CC y TT (X% P>0.05). Probablemente la baja frecuencia del genotipo TT se debe
principalmente, al criterio de seleccion y reemplazo de vaquillas y toretes; sin
considerar la informacion de los registros genealdgicos e indicadores productivos de
calidad de carne y que posiblemente estén asociados al polimorfismo TT del gen
leptina.

Palabras clave: gen leptina, polimorfismo, doble propésito, técnica ARMS-PCR.



EVALUATION OF LEPTIN GENE POLYMORPHISM IN THE BOVINE DUAL
PURPOSE SYSTEM IN CHIAPAS, MEXICO

Jorge Alberto Ortiz Salazar, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2011.

ABSTRACT

Leptin is a protein hormone of 16 kDa, composed by 146 amino acids and is
predominantly synthesized by adipose tissue. In the hypothalamic-pituitary-gonadal
axis, the leptin plays an important role in the regulation of mammalian reproduction.
TT mutation of the leptin gene is associated with meat and milk quality in cattle. The
aim of this study was to estimate the genotypic and allelic frequencies of the
polymorphism (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) in exon 2 of leptin gene in
cattle dual purpose system production in Chiapas México. The polymorphism was
determined by Tetra Primers Amplyfication Refractory Mutation System-Polymerase
Chain Reaction (AMRS-PCR) test. 120 cows and 21 sires were evaluated and
genotypic and allelic frequencies for each breed were analyzed by Hardy-Weinberg
equilibrium method by the Markov chains test. 40% of the cows were Swiss Brown
American and 20% Simmental breed and 14.2% of Racial Crossbreed (Bos taurus x
Bos indicus). The sires were Swiss Brown American (48%) and crossbreed (Bos
indicus X Swiss Brown American, 52%). Results for the leptin gene polymorphism TT
genotype (modified gene) showed 0.22 and 0.28 for cows and sires, respectively; and
the CC genotype (homozygous gene) had 0.36 and 0.05, respectively. CT genotype
was frequently observed in all breeds, crossbreed and sex evaluated with respect to
the CC and TT genotypes (x>, P>0.05). Probably, low frequency of TT genotype is
due mainly to the selection criteria and replacement heifers and steer, without
considering information from genealogical records and productive indicators of meat
quality, and likely to be possibly are associated with leptin gene polymorphism TT.

Key words: leptin gen, polymorphisms, dual purpose system, ARMS-PCR test.
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l. INTRODUCCION

En las Ultimas décadas existe un gran interés a nivel internacional, en
desarrollar estrategias para transformar la ganaderia extensiva tradicional,
modulando y mejorando los sistemas de produccion y conservando los recursos
naturales, obtener mayor eficiencia biol6gica, econdmica y de autoconsumo en
produccién de carne, leche, lana y subproductos de origen animal (Speeding, 1995;
Heitschmit et al., 1996). En América tropical, uno de los sistemas ganaderos
predominantes es el doble propdésito semi-intensivo, en ranchos de pequefio a
mediano tamafio y cominmente asociados a cultivos agricolas (Toledo, 1994).

En México, la region tropical ocupa aproximadamente el 25% del territorio
nacional; ademas, cuenta con un inventario de ganado de aproximadamente 12
millones de cabezas en condiciones de pastoreo (40% del inventario nacional), que
producen el 39% de la leche que se consume en México (INEGI, 2004).

El tropico mexicano ha sido una de las regiones, que por su gran riqueza de
recursos naturales, ha constituido una de las principales zonas para impulsar la
produccion de alimentos en especial de origen animal. Asi, a partir de la década de
los 60°s la economia regional opera un cambio sustancial, ya que el trépico se
convierte en el pivote de la ganaderia bovina nacional (Osorio, 1998).
Particularmente, en el estado de Chiapas, la ganaderia de doble propdsito tiene gran
importancia econOmica y social, y aporta el 92% del volumen total de leche
producida, y por incluir el 60% de los bovinos en esta actividad productiva (INEGI,

2004).



En los Ultimos afios, en el pais se han desarrollado nuevas disciplinas y
conocimientos vinculados con la biotecnologia animal, que estdn modificando
significativamente los avances de la industria pecuaria. Su impacto en la ganaderia
de los paises desarrollados es evidente, mientras que en los paises en vias de
desarrollo dicho impacto apenas comienza a apreciarse (CONARGEN, 2000).

En este sentido, se ha desarrollado una estrategia denominada Seleccion
Asistida por Marcadores (SAM), que ofrece beneficios potenciales cuando se
incluyen caracteres de baja heredabilidad, dificiles y costosos de medir o que se
evallan en animales adultos o que ya se han expresado las caracteristicas de
interés. Estas metodologias pueden contribuir a una mejor seleccion de
caracteristicas como: resistencia a enfermedades, calidad de la canal, fertilidad,
eficiencia productiva, calidad y cantidad de leche, habilidad materna y crecimiento,
entre otras.

Mediante la ayuda de marcadores genéticos se facilita emprender programas
de mejoramiento genético mas efectivos. Ademas, es posible la busqueda, clonacion
y aprovechamiento de genes novedosos, que pueden ser importantes en la
produccion animal, en general, y en la industria de la biotecnologia, en particular.

En los programas de mejoramiento genético es importante la participacion y
consenso de los criadores de ganado de registro, técnicos e instituciones de
educacion y de las instituciones del sector publico, como la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), para lograr un
mayor avance genético por generacion de seleccion. Asi mismo, es importante

invertir en proyectos de investigacion orientados a la evaluacién de la capacidad



productiva y diversidad genética; y la identificacion y utilizaciéon de genes que
participan en rasgos econémicamente productivos. Bajo este contexto, se tiene como
objetivo estimar la frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo del gen leptina en
el ganado de doble propésito en Chiapas (Suizo Americano y cruzas raciales),

prospectos a reproductores de los sistemas de produccion bovina de doble propdsito.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Sistemade produccion doble propésito en América Latina

En Latinoamérica la produccion ganadera bovina tradicionalmente ha sido una
de las principales actividades productivas del sector agricola, lo cual obedece en
gran parte a la abundante disponibilidad de recursos forrajeros y extensos pastizales
nativos con que cuenta la regién. Por esta circunstancia, América Latina y el Caribe
(ALC) actualmente tiene un area total en forrajes permanentes de 602 millones de
hectareas y un inventario bovino de 359 millones de cabezas, del cual 40 millones
(11.1%) corresponde a vacas en ordefio (FAO, 2002).

La franja tropical de ALC, contabiliza la mayor parte de los recursos forrajeros
y ganaderos: el 72% de los pastos, el 82% del ganado total y el 88% de las vacas en
ordefio. En 2001, la produccion bovina de América Latina Tropical equivalia al 13%
del valor de la produccion ganadera mundial y al 35% al conjunto de paises en
desarrollo. A pesar de su enorme dotacion de recursos forrajeros, la ganaderia de los
tropicos latinoamericanos enfrenta agudos problemas relacionados con la cantidad,
calidad y produccién de forrajes; en particular, durante los prolongados periodos
secos. Este es un problema a gran escala y obedece en gran parte, a que una
elevada fraccion de la base forrajera disponible esta conformada por pastos nativos,
adaptados pero de baja produccién, y por especies introducidas altamente
degradadas (FAO, 2002).

En la ganaderia tropical coexisten mdltiples sistemas de produccion en
diferentes pisos térmicos, distintos grados de intensificacién y ubicados en ambientes

socioeconémicos de muy diversa naturaleza. Pero dentro de esta amplia gama,



sobresale por su magnitud y dinamica de crecimiento, el doble propésito o
produccién mixta de carne y de leche (Rivas y Holmann, 2002).

Desde el punto de vista socioecondmico es pertinente resaltar que en los
sistemas ganaderos de doble proposito predominan los pequefios y medianos
productores, con recursos fisicos, técnicos y financieros muy limitados vy
frecuentemente ubicados en areas de produccidon marginales, bien sea por su
ubicacion geogréfica o por la pobre calidad de sus recursos productivos. Dentro de la
produccién lechera se distinguen dos modalidades, el doble propésito y los sistemas
especializados. En ambos grupos se observan diferentes grados de intensificacion,
pero los ultimos se destacan por su mayor nivel tecnolégico, volumen de inversion y
alta calidad de sus recursos productivos (Rivas, 1992).

Aspectos técnicos y econdmicos ampliamente estudiados, explican la
racionalidad del doble proposito y su perdurabilidad aun en las condiciones
econdomicas mas adversas. Las consideraciones sobre su baja rentabilidad pierden
fuerza ante su gran viabilidad para los pequefios y medianos productores. El uso
intensivo de mano de obra familiar, el empleo de recursos de limitados usos
alternativos, y en consecuencia de bajo costo de oportunidad y la caracteristica
especial del doble propésito de ser una fuente de ingreso, empleo y capitalizacion
para grupos de poblaciéon de bajos ingresos, hacen que la aplicacion de politicas
econdmicas Yy tecnologicas que afecten a los sistemas mixtos, tengan implicaciones
importantes sobre los niveles de pobreza, el empleo rural, la equidad social y la

conservacion de los recursos naturales (Holmann, 1998).



2.1.1 Viabilidad, rentabilidad y cambio técnico de los sistemas de doble
propdésito

Una idea generalizada es que el doble propésito es una actividad econdémica
de baja productividad y rentabilidad. Este razonamiento surge al comparar su
desempefio productivo y econémico con el de los sistemas especializados de
produccién de carne y leche. Este punto de vista es algo superficial, dado que no
toma en cuenta las circunstancias técnicas, econémicas y aun sociales especificas,
de los diferentes modos de produccion ganadera.

Una de las principales caracteristicas de los suelos en las regiones tropicales,
particularmente los de las areas de pastizales, es su baja fertilidad, asociada con
problemas fisicos y quimicos como la acidez, la susceptibilidad a la erosion y en
general, la fragilidad de su estructura fisica. Muchos de ellos no son apropiados para
la siembra de cultivos, por lo cual, la ganaderia extensiva se constituye en casi su
Unica forma de explotacion comercial.

Al utilizar adecuadamente los recursos naturales disponibles y de bajo costo
de oportunidad, el doble propésito se ajusta perfectamente a la dotacion de recursos
de la region. Los sistemas ganaderos especializados generalmente se ubican en las
tierras de mejor calidad y alto precio, con buena infraestructura de vias y facil acceso
a los principales mercados. Presentan una mayor inversion en infraestructura fisica y
equipos, su hato ganadero es altamente especializado y con frecuencia enriquecen
la dieta suministrando concentrados y subproductos de las cosechas. Bajo estas
circunstancias, establecer comparaciones de rentabilidad entre los diferentes
sistemas sin considerar la calidad y cantidad de recursos que controlan, puede

conducir a conclusiones erradas (Rivas y Holmann, 2002).



2.1.2 Desafios de los sistemas doble propdsito en México

En México, las tendencias poblacionales y de urbanizacion son similares a las
de Latinoamerica (CONARGEN, 2000), lo cual constituye un reto para el sector
ganadero, que deberd contribuir con productos pecuarios de alto valor que la
poblacion demanda, sin soslayar los retos que impone la globalizacién de los
mercados. Por otro lado, las regiones tropicales (seca y humeda) tienen un gran
potencial para producir carne y leche y satisfacer el mercado nacional. Las zonas
tropicales ocupan aproximadamente el 25% del territorio nacional (INEGI, 2004) y
cuentan con abundantes recursos para contribuir a satisfacer la demanda local y
pueden ser un detonante para el desarrollo socioecondémico regional.

El uso ordenado del suelo, agua, planta es prioritario tanto a nivel mundial
como nacional (Nicholson et al., 1995; Blake y Nicholson, 2002; Gomez et al., 2002;
Tewolde et al., 2002; Boyazoglu y Nardote, 2003) y deben ser considerados como
piezas fundamentales para las politicas y programas de desarrollo de las regiones
tropicales orientadas a aumentar la produccion de leche y carne de bovino. Ademas,
hay que reconocer que en estas regiones la estacionalidad (época de seca) es uno
de los factores ecoldgicos mas critico de la productividad de los sistemas de
produccion de rumiantes en pastoreo, lo que sugiere que el principal objetivo de las
tecnologias sea mejorar la eficiencia en la utilizacion de los recursos alimenticios
disponibles durante el afio para producir mas leche y carne.

La baja eficiencia reproductiva de los hatos de doble propdsito en esta region
influye directamente en la productividad individual y del hato (Magafia y Delgado,

1998; Osorio y Segura, 2002; Teyer et al., 2003; Parra-Bracamonte et al., 2005). La



principal causa de la baja fertilidad se asocia a fallas en el manejo nutricional,
reflejandose en condicién corporal y peso vivo bajos al parto y en pérdidas durante el
posparto, lo que contribuye a que el intervalo parto-concepcion sea mayor a 120 dias
posparto en mas del 50% de las vacas y esta condicién reduce el nimero potencial
de vacas a ordefarse al aflo (Magafa et al.,, 1996; Magafia y Delgado, 1998;
Delgado, 2000; Delgado et al., 2004; Estrada et al., 2002).

A pesar de las bondades y oportunidades que representa el trépico para
incrementar la produccion de leche nacional, existe una falta de informacion sobre
costos y beneficios comparativos de las alternativas tecnoldgicas disponibles para
aumentar la produccion de leche por lactancia. Esta falta de informacion limita el

desarrollo y mejoramiento integral del sistema bovino de doble propdsito.

2.2 Mejoramiento genético y seleccion animal

El Mejoramiento Genético Animal (MGA) consiste en aplicar principios
biologicos, econdmicos y matematicos, con el fin de encontrar estrategias Optimas
para aprovechar la variacion genética existente en una especie de animales en
particular para maximizar su mérito. Esto involucra tanto la variacion genética entre
los individuos de una raza, como la variacion entre razas y cruzas. El MGA involucra
procesos de evaluacion genética y difusion del material genético seleccionado, en
los cuales se pueden usar tecnologias reproductivas artificiales tales como la
inseminacion artificial (IA), la ovulacion multiple y transferencia embrionaria (OMTE),
la fertilizacion in vitro de embriones, asi como el uso de marcadores de ADN

(Montaldo, 1993).



La herramienta que méas ha impactado el mejoramiento animal es el control de
produccién. La medicion objetiva de la produccion de los animales sirve para hacer
evaluaciones de los mismos para la seleccion, evaluar las razas y cruzas, estimar los
parametros requeridos para los programas genéticos, medir aspectos econémicos y
optimizar el proceso (Henderson, 1984).

La aplicacion de la genética cuantitativa en el mejoramiento de los animales
de interés zootécnico, permite obtener reproductores sobresalientes en
caracteristicas de importancia econémica de interés al productor. Asi, en la mayoria
de los sistemas de produccion se evalian y seleccionan reproductores para
reemplazo utilizando la informacion derivada del comportamiento individual del
animal y de sus parientes cercanos (Diaz, 1994; Bourdon, 1998). La calidad genética
es el resultado de diferentes combinaciones genotipicas y del ambiente en que se
desarrolla (Falconer, 1981; Curtis et al., 2001). Esta informacion permite la
estimacion del valor genético de un animal utilizando procedimientos basados en
modelos mixtos (Diaz et al., 2000; Herrera et al., 2003).

La genética cuantitativa tiene éxito en areas que incluyen el analisis de las
bases genéticas de la variacion morfologica, para el desarrollo de estrategias para la
caracterizacion de genes que se puedan “cuantificar”, loci de caracteres cuantitativos
(QTL-Quantitative Trait Loci); la seleccion asistida por marcadores (SAM), en el caso
de caracteristicas influenciadas por varios genes (poligénicas) y la seleccion asistida
por genes (SAG), en el caso de caracteristicas influenciadas por un solo gen 6
monogeénicas. La SAM y la SAG son dos herramientas poderosas en el mejoramiento

de plantas y animales (de Vienne, 2003; Dekkers, 2004; Makker, 2005).



La seleccion animal aprovecha la gran variabilidad genética de las
poblaciones, escogiendo lineas maternas y paternas que incluyen a los mejores
animales en funcién de objetivos predefinidos y adecuadamente valorados (Montaldo
y Barria, 1998). Algunas caracteristicas motivo de seleccion no se pueden medir con
precision, razon por la cual, es comun utilizar otros caracteres asociados, los cuales
son econdmicamente importantes y faciles de medir, ademas de estar

correlacionados (Falconer, 1996; Thallman, 2004; Martinez y Parra, 2008).

2.3 Seleccidn asistida por marcadores moleculares

En los dltimos afos, la genética molecular ha generado importantes avances
en la evaluacion de reproductores, incorporando técnicas de analisis de ADN que
han ayudado a identificar, de forma eficiente, diferencias a nivel de secuencias de
nucleotidos entre individuos. Entre las técnicas basicas se incluyen la caracterizacion
de la secuencia de ADN, andlisis del genoma, clonaciéon de genes, y mapeo y
determinacién de polimorfismos (Davis y DeNise, 1998; Casas, 2006).

Casas (2006) y Fujita (2007) sefialan que la seleccion de animales
sobresalientes esta actualmente relacionada con tecnologias de genética molecular
apoyadas en la genética cuantitativa. Asi, en la industria comercial bovina la
Seleccion Asistida por Marcadores (SAM) es una de las técnicas que se ha
incorporado al diagndstico e identificacion de caracteristicas de importancia
econdmica, como las relacionadas con aspectos reproductivos, identidad genética,

biodiversidad y genética funcional (San Primitivo, 2001; Thallman, 2004).
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2.3.1 Uso de marcadores moleculares en el area animal

Un marcador molecular se define como una region del genoma, generalmente
de posicion conocida, que presenta polimorfismo (Kappes et al., 1997; Alvarez et al.,
2001). El posicionamiento de marcadores moleculares tiene importantes aplicaciones
en el mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL), pruebas de paternidad y
estudios de ligamiento. Estos marcadores genéticos se han clasificado de acuerdo al
método de seleccién de polimorfismos (Kappes et al., 1997; Casas, 2006).

Los marcadores moleculares se aplican en diferentes campos de la
investigacion animal, y se utlizan en el aislamiento de genes con funcion
desconocida, debido al conocimiento de su posicion en el genoma, mediante la
comparacion de mapas genéticos para la ubicacion de las alteraciones estructurales
del genoma que ocurren durante la diversificacion de un género o familia. EI campo
mas favorecido por los marcadores moleculares es la genética cuantitativa,
considerada como una “ciencia de las ingenierias” debido a que es mas utilizada por
los criadores que por los investigadores (de Vienne, 2003).

La clasificacion por los criterios moleculares considera dos grupos de
marcadores: a) Las secuencias multiples (incluyendo inserciones y eliminaciones);
Polimorfismo en la Longitud de un Segmento Amplificado (AFLP), Polimorfismo de
ADN Amplificado al Azar (RAPD), Polimorfismo de la Longitud de un Fragmento de
Restriccién (RFLP), Microsatélites (SSR), Sitios Etiquetados para la Expresion (EST):
y b) Polimorfismo de Nucleétido Simple o Unico (SNP). Las ventajas y desventajas de
su uso y aplicacion se han discutido recientemente (Zavala-Paramo et al., 2002;

Makker, 2005). La identificacion de estos marcadores moleculares ha permitido la
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determinacién del genotipo actual en un locus o loci especifico sin errores debidos a
los efectos ambientales. En este sentido se pueden identificar genotipos en loci
cuyos genes tienen efectos directos sobre una caracteristica particular (Van der
Werf, 2000).

Los marcadores genéticos tienen diferentes aplicaciones potenciales en la
ganaderia como son: el establecimiento de paternidad, identificacion oportuna de
defectos, identificacion de caracteristicas como la presencia de cuernos o pelaje,
identificacion de enfermedades genéticas, entre otras (Salazar-Marroquin et al.,
2004; Casas et al., 2006). Por otro lado, la respuesta bioldgica de los individuos en
un ambiente dado se establece gracias a uno o un grupo de genes que son los
responsables de que un animal sea inferior o superior en cuanto a produccion se
refiere; que manifieste un color u otro, un incremento en la masa muscular,
produccion de leche y prolificidad. Independientemente de cuales sean los que se
utilicen, los marcadores genéticos pueden aplicarse para identificar algun locus del
genoma, que se encuentre cerca de un gen especifico que codifique una
caracteristica en particular (Anderson, 2001).

Actualmente, con los avances existentes en la seleccion asistida por
marcadores en la produccién animal, se comienza a tener una demanda muy
localizada y, al mismo tiempo, masiva de genotipados de marcadores situados en las
llamadas regiones QTL o loci que afectan o influyen en caracteres cuantitativos, y de
genes denominados mayores por ejercer una significativa influencia sobre caracteres
productivos (Dekkers, 2004). Al mismo tiempo, los avances en los proyectos genoma

estan proporcionando abundante informacién sobre variantes nucleotidicas del ADN,
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junto con los registros sistematicos de fenotipos dentro de grandes grupos de
familias, estd permitiendo obtener un conocimiento sobre las regiones del ADN
(QTLs) que ejercen influencia significativa sobre gran cantidad de caracteres de
produccién (Knott y Haley, 1992; Haley, 1995; Goddard et al., 1998; Morris et al.,

2001; Misztal, 2006; Montaldo y Barria, 1998).

2.3.2 Seleccion tradicional, seleccién asistida por marcadores, genes 'y QTL

La crianza animal moderna comenzé con la utilizacién de sistemas de cruza
entre animales para satisfacer necesidades humanas inmediatas, posteriormente la
genética animal moderna surgié cuando los cruzamientos se operaron para el logro
de metas bien establecidas: mayor produccion de leche y carne, produccion
eficiente, y camadas mas numerosas (Casas, 2004). Estos cruzamientos se
realizaban entre individuos cuya informacion productiva o fenotipica contribuia a
identificar los genes que expresan rasgos productivos (Van der Werf, 2000). De este
modo, la seleccion tradicional se basaba en el modelo poligénico de caracteristicas
cuantitativas (BLUP por sus siglas en inglés; best lineal umbiased production), que
emplea la informacion fenotipica y el pedigri para establecer valores de crianza
individuales en los animales (Gelderman, 1975; Huiying et al., 2001).

Histéricamente no se conoce cuales son los genes que contribuyen para que
se expresen las caracteristicas de comportamiento productivo y por ello se han
utilizado registros de comportamiento fenotipico (Montaldo y Meza-Herrera, 1998),
asi como herramientas para inferir el mérito genético de los animales (diferencia
esperada en la progenie [DEP] en bovinos de carne; evaluacion genética integral en

ganado bovino de leche, comportamiento productivo en cerdos, ovinos y cabras).
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Estas herramientas son Uutiles para el mejoramiento de caracteristicas
productivas en animales de granja, sin embargo, no se sabe cuales genes son los
qgue contribuyen para una DEP dada, mas aun porque las caracteristicas complejas
como peso al nacer, peso al destete, produccién de leche, produccion de huevo,
reproduccion, calidad de canal, entre otros, estan controlados por muchos genes y
también se ven afectados por el medio ambiente (por ejemplo, condiciones de
alimentacién), por lo que el estudio de la variacion dentro de genes esta teniendo un
gran impacto sobre el fenotipo de animales de granja (Casas, 2006). Si se considera
el aspecto genético de una caracteristica, se sabe que los genes se heredan por una
misma via: el individuo recibe dos copias, una del lado paterno y otra del lado
materno, el o los alelos que controlan la caracteristica en estas copias pueden ser
idénticos o bien diferir uno de otro, por lo que el resultado de su expresion para un
fenotipo de interés productivo puede ser positivo 0 negativo.

Por otro lado, cuando se tiene una DEP positiva para cierta caracteristica se
considera correcta porque estd basada en el pedigri (arbol genealdgico) y en el
fenotipo, y su grado de herencia es mayor que el nimero promedio de variantes
genéticas de cada gen que afecta la caracteristica en particular. El éxito de las
herramientas mencionadas se basa en la creencia de que hay un grupo de genes
gue contribuyen cada uno con poco efecto a tal o cual caracteristica; tal es el caso
de los caracteres complejos (como el de crecimiento) que son producto de la
expresion de varios genes ligados, cuya expresién individual disminuye

notablemente el fenotipo. A este modelo se le conoce como infinitesimal y también
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se basa en la seleccién de los posibles progenitores a través de valores de crianza o
cruza cuyo modelo se basa en BLUP (Dekkers, 1999).

La nueva informacion generada con marcadores genético-moleculares, genes
candidatos y QTL, cada vez es mas abundante, y ésta puede ser utilizada para
disefiar un esquema de SAM o SAG (Dekkers, 2004). Los genes principales (genes
mayores) son genes individuales que contribuyen con una proporcion significativa en
la variacion de caracteristicas economicamente importantes. La biologia molecular
puede utilizarse para identificar y caracterizar a estos genes. Las decisiones de
seleccion tomadas sobre otras técnicas o modelos de selecciéon como las DEP, cuyo
valor econdmico estriba en estimar el valor de crianza de todos los genes “no
marcados” que contribuyen con la caracteristica dada han sido muy utiles, pero si a
estas se les agrega la deteccion o la presencia de un marcador genético-molecular,
la seleccion animal se ejerce con mayor precision. Sin embargo, la SAM es una
herramienta que asiste pero no reemplaza las técnicas tradicionales de seleccion
animal (Van Eenennaam, 2006).

La SAM permite realizar una seleccion objetiva y confiable de las variaciones
especificas del ADN que se encuentran asociadas con una diferencia cuantificable o
efecto sobre un determinado caracter o complejo de caracteres. Es importante
considerar que la realizacion de SAM funciona mejor cuando se efectGa en
caracteristicas complejas, como el crecimiento y el marmoleo (distribucion de grasa
en las fibras musculares en el ganado bovino), las cuales se encuentran asociadas
con varios genes que contribuyen juntos para estas caracteristicas. Esta contribucion

es particularmente mayor por uno de estos genes el cual es el marcador en cada
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caso. Sin embargo, la presencia o ausencia de los genes “no marcadores” y el
ambiente determinan si el animal posee el fenotipo deseado (alto peso al destete,

alto marmoleo, entre otros) (Casas, 2006; Van Eenennaam, 2006).

2.3.3 Uso comercial de marcadores genéticos en especies zootécnicas

En la actualidad se cuenta con marcadores genéticos confiables que son
Gtiles para la genotipificacion y la deteccién de los individuos que son portadores de
genes para producir, con predisposicién para desarrollar algin proceso patoldgico, o
genes que confieren resistencia a ciertas enfermedades. Al identificar a los
individuos poseedores de estos marcadores se pueden comenzar a disefiar sistemas
de mejora genética. En el Cuadro 1 se citan algunos marcadores, genes o QTL que
estan disponibles a nivel comercial para identificar a aquellos individuos bovinos,
porcinos u ovinos portadores de rasgos productivos deseables (miostatina en bovino,
gen boorola en ovino) o indeseables (por ejemplo, la rianodina, el gen de hipertermia
maligna en cerdo y el gen del sindrome de patas de arafia en ovino). Una vez
obtenida esta informacion genética, la misma se puede aplicar para llevar programas
de cruzamiento o de mejora genética que incrementen la productividad animal, y
eliminen los animales portadores de genes indeseables.

El uso de estas pruebas ayuda a identificar individuos portadores de un
marcador para decidir su seleccién o eliminacidén segun sea la caracteristica probada

y deseada.
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Cuadro 1. Marcadores utilizados a escala comercial para ser tomados en

Nombre/Funcidn

cuenta en la selecciéon de individuos asistida por marcadores-genes.

Caracteristicas afectadas

Especie | Locus/Gen/QTL

DGAT1 Diacilglicerol- Composicion de la leche
acetiltransferasa

CAPNI p-Calpaina Terneza de la carne

CAST Calpastatina Terneza de la carne

Bovino | LEP Leptina Engrasamiento de la canal
TG Tiroglobulina Engrasamiento intramuscular
Doble musculatura

MSTN Miostatina Resistencia a neméatodos

IFNG Interferon gama Peso al destete y canal

GHR Receptor de la hormona GH

HAL/RYOR1 Receptor de rianodina o Rendimiento en canal PSE
hipertermia maligna

CAST Calpastatina Terneza de la carne

Porcino | HFABP Proteina de ligamiento de Grasa intramuscular

acidos grasos

ESR Receptor de estrégenos Tamafio de camada

PRLR Receptor de prolactina Tamafio de camada

SLA Antigeno leucocitario Grasa dorsal, area del lomo
porcino Fertilidad del verraco

ACT1 a-actina Calidad espermatica

ACT2 y-actina

PRNP Proteina prién Resistencia/susceptibilidad

de scrapie
CLPG Gen Callipyge (nalgdn) Produccion de
Ovino musculo/carne

BOF Gen Boroola Fecundidad/prolificidad

FGFR3 Sindrome de patas de arafia | Anormalidad esquelética
Interferon gama

IFNG Resistencia a nematodos

Modificado y adaptado de Cokett et al., 1999; Switowski, 2002; Casas et al.,
2003; Tupac-Yupanqui et al., 2004; Charon, 2005; Whimmers et al., 2005; Casas

2006.

La incorporacion de la seleccion asistida por marcadores,

dentro de

programas de mejora tradicionales, se justifica en los casos de baja eficiencia de los
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indices de seleccidn: caracteres dificiles de medir, que manifiesten heredabilidades
bajas, que se expresen en un solo sexo o muy tarde en la vida de un animal, y
presenten correlaciones genéticas negativas entre caracteres, varianza genética no
aditiva e introgresion (Meuwissen et al 1994; Haley, 1995; Janss et al., 1995;
Goddard, 1992; Cafion, 2006).

La seleccion asistida por marcadores puede potencialmente contribuir a una
mayor ganancia genética por unidad de tiempo al lograr un aumento de la precision
del valor genético al combinar la informacion fenotipica disponible con la informacién
gue proporcionan los marcadores, permitir un incremento de la intensidad de
seleccion al ser posible la seleccion de individuos sin informacion fenotipica y reducir
el intervalo generacional al disponer de informacion de seleccion, incluso antes de
gue el animal haya nacido (Knott y Haley, 1992; Meuwissen et al., 1992; Meuwissen
et al., 1996).

Un ejemplo extremo planteado ya hace mas de 10 afios bajo el nombre de
velogenética (combinaciéon de la SAM y la manipulacion de la linea germinal), es la
posibilidad de combinar la informacion fenotipica, la que proporcionan los
marcadores moleculares y técnicas de fertilizacion in vitro de ovocitos obtenidos de
animales antes de la pubertad, incluso de fetos, el intervalo generacional podria
llegar a ser tan reducido como 3-6 meses en el caso de vacuno lechero (Georges y
Massey, 1991). La velogénesis proporciona nuevas posibilidades a la seleccion
asistida por marcadores reduciendo los intervalos entre generaciones y permitiendo
una mayor velocidad de introgresion de QTLs de interés en diferentes fondos

genéticos. Estos métodos de introgresion, al contrario de lo que ocurre con la
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transgénesis, respetan tanto la organizacion como localizacion cromosémica
evitando patrones de expresion aberrantes (Georges y Massey, 1991; Ruane et al.,

1997; Wakayama et al., 1998; Cafon 2006; Misztal, 2006; Guillaume et al., 2008).

2.4 Técnicas moleculares en el andlisis y tipificacion del ADN

Las técnicas de andlisis molecular que permiten la deteccion de la variabilidad
genética directamente a nivel de la molécula de ADN, se basan en diferentes tipos
de marcadores moleculares. Estos marcadores genéticos se utilizan en la
construccién de mapas gendémicos de las diferentes especies animales, con vistas a
la deteccion y manipulacion de efectos génicos individuales de naturaleza
cuantitativa en programas de mejoramiento animal, o cualitativos en estudios de
resistencia a enfermedades, pureza racial o verificacion de la ascendencia. Esto se
hace posible hoy en dia, debido a las nuevas tecnologias moleculares desarrolladas,
con las cuales se logra la identificacion de genotipos y el monitoreo de animales en

poblaciones a partir de marcadores ligados a rasgos cuantitativos (Fries et al., 1993).

2.4.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es un método in vitro de sintesis de ADN con el que un segmento
particular de este es especificamente amplificado en forma exponencial, con la
finalidad de detectar una secuencia o gen de interés en el genoma de un individuo,
utilizando una polimerasa termoestable (Taq Polimerasa), (Edel, 1998).

La PCR es una técnica de la biologia molecular altamente especifica, rapida,
sensible y versatil para detectar cantidades intimas de un acierto de ADN especifico,
posibilitando su facil identificacion y prescindiendo del uso de radiois6topos,

indispensables antes de su invencion. La reaccidén consta, por lo regular, de una
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treintena de ciclos repetitivos conformado cada uno de tres pasos: el primero
consiste en la ruptura de los puentes de hidrogeno del ADN para desnaturalizarlo,
para lo que se incuba a una temperatura de alrededor de 95°C, por un minuto. Este
paso expone las bases nitrogenadas del ADN blanco. En el segundo ocurre la
hibridacion de las cadenas desnaturalizadas del ADN blanco con los denominados
cebadores o iniciadores (ADN sintético de hebra sencilla), a una temperatura que
facilita el apareamiento de las bases nitrogenadas complementarias de ambas clases
de ADNSs. Esta temperatura depende de la temperatura de fusion (Tm) de los
iniciadores, la cual puede calcularse mediante una férmula, pero generalmente,
oscila entre 50 y 60 °C. El tercer paso se efectua a 72°C, temperatura a la que la
polimerasa extiende la longitud de los cebadores, afadiendo los diferentes
nucleotidos libres en el orden que le va dictando la secuencia de nucleotidos de la
cadena actual como molde (Giovambattista, 2001; Rojas, 2004).

Para realizar la PCR se necesita mezclar en un tubo el ADN que contiene la
secuencia a amplificar, ambos cebadores que se alinearan a las cadenas simples del
ADN, la mezcla de los cuatro dNTPs en cantidades suficientes, el tampén de
reaccion para la polimerasa, agua destilada para complementar el volumen final de
reaccion (que normalmente oscila entre 20 y 100 pl) y finalmente, la enzima ADN
polimerasa termoestable (White et al.,, 1998; Jiménez y Collada, 2000;
Giovambattista, 2001; Rojas, 2004). A continuacién se describe la importancia de los
componentes involucrados.

Magnesio. El ibn magnesio y el manganeso tienen una funcion importante en

la reaccion, requiriéndose a una concentracibn que oscila entre 0.5 y 2.5 mM.
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Concentraciones insuficientes de Mg*? dan lugar a bajo rendimiento, mientras que en
exceso se obtienen amplificaciones inespecificas.

dNTPs. Los cuatro dNTPs (dATP, dTTP, dCTP y dGTP; distinguibles por sus
bases nitrogenadas) son las bases o pilares con los que se forman las nuevas
cadenas de ADN. Concentraciones altas de los mismos hacen disminuir la fidelidad
con la que la polimerasa efectla su trabajo, e incluso pueden llegar a inhibir su
actividad. Los dNTPs pueden captar iones de magnesio por lo que las
concentraciones de ambos componentes deben guardar siempre la misma relacion,
aconsejandose que la concentracion de Mg+2 sea 0.5 a 1 mM superior a la
concentracion de los dNTPs (Valadez y Ginter, 2000).

Cebadores o iniciadores. Son el componente mas sensible que determina el
exito de la prueba PCR. Su longitud suele estar entre 18 y 30 nucleoétidos, y su
contenido en G + C de 50-75 %. La concentracion a la que suelen emplearse en la
reaccion de PCR es de 0.1 — 0.5 puM. Los iniciadores normalmente se disefian para
ser exactamente complementarios al molde de ADN. El extremo 3’ induce a que
ambos iniciadores se traslapen en dicho extremo y sirvan de templados y a su vez de
iniciadores entre si, para que la polimerasa los extienda y genere asi, pequefios
amplicones referidos como dimeros de cebadores. Estos dimeros son productos
cortos que se amplifican eficientemente, reduciendo la cantidad de cebadores
disponibles en la reaccién, provocando un menor rendimiento del amplicon de interés
(Olive, 1999; Vaughan, 2000; Abd-Elsalam, 2003).

ADN polimerasa. Proveniente de la bacteria termofilica (Thermus aquaticus),

su temperatura 6ptima de catalisis oscila alrededor de los 72°C, temperatura a la cual
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incorpora aproximadamente 100 nucle6tidos por segundo, siendo estables a altas
temperaturas, incluso por encima de 92° C. Esta enzima es una proteina que consta
de una sola cadena polipeptidica con un peso molecular de aproximadamente 95
kDa, cuenta con una actividad de exonucleasa 5 — 3'. Su fidelidad de replicacion
depende de la concentracion del ion Mg+2 y de los dNTPs, asi como de que exista o
no balance en la concentracion de estos ultimos (Maniatis, 1982; Valadez y Gunter,
2000).

Agua. Se utiliza como solvente del resto de los ingredientes y de preferencia
debe ser desionizada (Rojas, 2004).

ADN. Puede ser de un ng en el caso de material genético clonado o de un
minimo de 20 ng, cuando se utiliza ADN gendmico proveniente de células eucariotas.
En general, no es necesario purificar el molde, porque la reaccion puede tolerar la
presencia de impurezas, siempre y cuando se elimine en lo mas posible la presencia
de inhibidores de la polimerasa (Vaughan, 2000).

Adyuvantes de la PCR. Son elementos que mejoran el rendimiento y la
especificidad de la PCR. El adyuvante mas extendido y utilizado es la BSA (Albumina
Sérica Bovina — Bovine Serum Albumin) a concentraciones mayores de 0.8 ug/ul; la
BSA incrementa la eficiencia de la PCR y actia como una proteina captadora de
iones que pueden ser inhibidores de la Taq polimerasa (Cartwright, 1994; Vaughan,
2000; Alvarez et al., 2001; Ding et al., 2004; Rojas, 2004).

Debido al complejo de interacciones entre los componentes de la PCR vy la

amplia variedad de aplicaciones en las que esta técnica se ha usado, no hay un
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listado Unico de condiciones que puedan ser las 6ptimas para todas las posibles

reacciones.

2.4.2 Deteccion del SNP (Polimorfismo de Nucle6tido Simple)

Se consideran la mas reciente generacibn de marcadores moleculares,
basados en la identificacion de la sustitucion de un nucledtido por otro,
representando solamente dos alelos simples. Ellos incluyen la técnica clésica de
RFLPs, pero no detectando la aparicion o abolicion de un sitio de restriccion
(Rafalski, 2002).

El método mas directo para detectarlos es la secuenciacion de segmentos de
ADN, previamente amplificados por PCR de varios individuos que representen la
diversidad de la poblacion. Se disefian cebadores para amplificar fragmentos de
ADN de 400-700 pb, derivados fundamentalmente de genes de interés o de
secuencias reportadas en bases de datos correspondientes a secuencias
expresadas (EST). Los productos amplificados se secuencian en ambas direcciones
y Sus secuencias se comparan en busca de polimorfismos (Cornide, 2002).

La mayoria de los métodos de deteccibn de SNPs se basan en la
amplificacion usando una secuencia diana y la hibridaciéon con oligonucleotidos
anclados al “arreglo”, cada uno de los cuales esta terminado en un nucleétido
polimorfico. Un paso sencillo de extension del primer se lleva a cabo sobre el arreglo,
usando una mezcla de cuatro oligonucleétidos marcados con fluorescencia. Las
marcas se adicionan a los cebadores que se unen perfectamente al ADN, no siendo
asi con aquellos que no lo hacen en el extremo 3". La lectura de la presencia o

ausencia de flourescencia en el “arreglo" permite obtener el tipo de cada SNP.
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Cualquiera de los cuatro oligonucleotidos puede estar presente en cualquier
posicién en el genoma, por lo tanto se debe suponer que cada SNP tendria cuatro
alelos. Tedricamente esto es posible, pero en la practica la mayoria de los SNP
tienen solamente dos variantes, la secuencia original y la version mutada. Esto se
debe a la via en que estos aparecen y se distribuyen en una poblacion. Un SNP se
origina cuando una mutacion puntual ocurre en el genoma, convirtiendo un
nucleétido en otro. Los SNP pueden aparecer tanto en regiones fuera de los genes
(que no afecten la produccién o funcién de alguna proteina) como en un gen
especifico, donde pueden ubicarse en regiones codificantes (relacionados con
cambios en la cantidad de proteina producidas) o no codificantes (que afectan solo la
secuencia de aminoacidos). Estos han sido empleados como marcadores para el
diagnostico de rasgos especificos (Jordan y Humphries, 1994) por ser abundantes
en el genoma bovino (Heaton et al., 2002), genéticamente estables (Markovstka et
al., 2000) y de analisis facilmente automatizable (Lindblan-Toh, 2000), lo que ha
permitido ademas, su uso como marcadores para pruebas de paternidad en ganado

bovino (Heaton et al., 2002).

2.4.3 Sistema de Amplificacién Refractario de Mutaciones (ARMS-PCR)

Un método de genotipado simple y econdmico de SNP que implica una sola
reaccion de PCR seguida de la comprobacion por electroforesis del gel de agarosa,
es la técnica nombrada tetra-primer ARMS-PCR, esta adopta ciertos principios del
método del tetra-primer PCR (Newton et al., 1989) y del sistema de amplificacion
refractario de la mutacion (ARMS) (Ye et al., 1992). Esta técnica no requiere

digestion con enzimas de restriccion y solo utiliza oligonucle6tidos especificos para
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alelos normal y mutado (Figura 1). La PCR estandar utiliza dos primer para amplificar
las dos cadenas de ADN y se basa en el hecho de que cada primer amplificara de

forma fiable la cadena diana.

1= Q
0> 0, “Omm—

oo

2.Primer externo "reverse”
3.Primer especifico, alelo C
4.Primer especifico, alelo T

— w131 pb
PO
% 1.Primer externo "forward”

Figura 1. Diagrama representativo de identificacion de un SNP del gen leptina
mediante la técnica ARMS-PCR. Tomado de Corva et al., 2004.

Sin embargo, la PCR puede realizarse con el primer alelo especifico que
amplificara solamente un alelo de un gen diana. Esto significa que si un primer
contiene una secuencia que reconoce una mutacion, solo hibridara con el ADN
mutante. Por lo tanto, s6lo el ADN que contiene la mutacién se amplificara con este
primer. El primer alelo-especifico tiene los nucleétidos del extremo 3’ como los que
detectan la mutacién, ya que el ADN polimerasa requiere la hibridaciéon completa del
primer y del molde del extremo 3’ del primer. Este método se aplica para detectar
mutaciones especificas de un Unico gen. Este tipo de PCR se le denomina sistema

de amplificacion refractario de mutaciones (ARMS amplification refractory mutation
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system) ya que, en ausencia del alelo mutante, la amplificacion por PCR ser&
refractaria, es decir no se producira (Ye et al., 2001; Chiapparino et al., 2004).

El principio de esta técnica se basa en la incapacidad de la enzima Tagq ADN
polimerasa para extender un «primer» con un mal apareamiento en el extremo 3' del
mismo. Si un individuo es homocigoético para metionina no amplifica con el codén de
la treonina y lo opuesto sucede si es homocig6tico para treonina. So6lo si es
heterocigético, en ambas reacciones ocurrird la amplificacion. Esta técnica es capaz
de detectar mutaciones puntuales en el &cido desoxirribonucleico (ADN). La
seleccion de los oligonucleétidos adecuados hace posible que se puedan amplificar
o detectar determinadas secuencias mutantes o normales de ADN (Ye et al., 2001;

Chiapparino et al., 2004).

2.5 Genes candidatos

La justificacion del enfoque de genes candidatos afirma que un componente
importante de la variacion genética cuantitativa de fenotipo bajo investigacion, es
causada por una mutacion funcional del gen putativo. Los genes candidatos son
generalmente los genes con funcidn biologica conocida, directa o indirectamente
regulan los procesos de desarrollo de los rasgos o atributos investigados, lo que
podria ser confirmada por la evaluacion de los efectos de las variantes del gen
causante de un analisis de asociacion. Sin embargo, el enfoque del gen candidato ha
sido criticado debido a la baja replicacion de los resultados y su limitada capacidad
para incluir a todos los posibles genes causantes. Por otra parte, este enfoque es por
necesidad muy subjetivo en el proceso de eleccidén de candidatos especificos del

numero de posibilidades potenciales. La principal desventaja es que requiere que la
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informacién que proviene de la existencia de conocimientos fisiologicos, bioquimicos
o funcionales, tales como la regulacién hormonal, el metabolismo bioquimico, etc,
que generalmente es finito o, a veces no esta disponible en absoluto. Los genes
candidatos se clasifican tanto por la posicion que ocupa en el mapa gendémico
(candidato posicional) como por las propiedades de la proteina que codifica

(candidato funcional) (Tabor et al., 2002).

2.6 El gen leptinay su receptor

La leptina es una hormona proteica de 16 KDa, compuesta de 146
aminoacidos y es sintetizada principalmente por el tejido adiposo. Esta hormona es
codificada por el gen ob, identificado originalmente al estudiar las causas de la
obesidad en el ratén ob/ob (Zhang et al., 1994) y de su receptor Ob-R, en ratones
(Tartaglia et al., 1995). Los ratones ob/ob sufren una mutacién en la expresion del
gen de leptina que los hace infértiles y la observacion que recuperaban la fertilidad al
ser tratados con leptina, permitid vincular esta hormona con los procesos de
regulacion de la reproduccion.

Las isoformas de receptores de leptina (Figura 2), incluyen receptores de
forma larga (Ob-Rb) y varios receptores de forma corta (Ob-Ra, Ob-Rc, y Ob-Rd), asi
como el receptor soluble (Ob-Re) que se encuentra en plasma circulante (Tartaglia et
al., 1995; Tartaglia, 1997).

La proteina o el RNAmM de receptores de leptina han sido encontrados en gran
variedad de tejidos, incluyendo los tejidos adiposos blanco y pardo, el pancreas,
intestino, higado, masculo esquelético, placenta, cerebro, glandula mamaria, corteza

adrenal, en las células de la granulosa, células de la teca y en el cuerpo lateo del
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ovario y en los espermatocitos y células de Leydig de los testiculos (Ruiz-Cortes et

al., 2003; Ruiz-Cortes et al., 2000; Schneider et al., 2000).

Ob-Ra Ob-Rb Ob-Rc Ob-Rd Ob-Re

139333
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Figura 2. Isoformas del receptor de leptina y algunas mutaciones en roedores
utilizados como modelos de obesidad.

A. Existen al menos 5 isoformas del receptor de leptina. Sus dominios extracelulares de

unién a leptina son idénticos. Solo el ObRb posee todas las secuencias capaces de activar la

via de sefializacion JAK-STAT. ElI OB-Re no posee dominio transmembrana y es soluble. B.

Mutaciones en el Ob-R en ratones db y ratas fa. WT — genotipo silvestre (Tomado de Zabeau

et al., 2003).

Dentro del cerebro, el receptor de leptina se expresa en la corteza, el talamo,
el hipocampo y el hipotalamo (Figura 3). Sin embargo, es el hipotalamo, sobre todo
el nucleo arcuato, la zona del cerebro que tiene mayor concentracion de receptores

de leptina (Ob-Rb), y es también la mas estudiada (Schwartz et al., 1996).
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Figura 3. Localizacién del receptor de leptina en el cerebro de rata.
Experimento de hibridacién in situ frente al mRNA del receptor de leptina (detecta todas las
isoformas del receptor) en un corte sagital del cerebro de rata. TH: talamo, HI: hipocampo,
CP: plexo coroideo, ARC: nucleo hipotalamico arcuato, VMN: nucleo hipotalamico
ventromedial, DMN: nucleo hipotalamico dorsomedial, PC: corteza piriforme (Tomado de
Schwartz et al., 1996).

En los nucleos hipotalamicos la leptina afecta la actividad de una gran
variedad de neuronas, promoviendo la liberacion de neuropéptidos oréxicos
(anabdlicos), entre los que se encuentran el neuropéptido Y (NPY), las orexinas, la
hormona concentradora de melanina (MSH) y las galaninas; y la regulacién de los
péptidos anoréxicos (catabdlicos), dentro de los que se incluyen la hormona
liberadora de corticotropinas (CRH) y la hormona liberadora de tirotropinas (TRH)
entre otros (Ahima y Hileman, 2000; Bartha et al., 2005; Bjorbaek y Kahn, 2004).
Estas seflales a su vez activan otras vias neuronales, que permanecen aun por
dilucidar y controlan el sistema neuroendocrino y el metabolismo energético (Fei et

al., 1997; Elmquist et al., 1998).
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2.7 El polimorfismo del gen leptina en bovinos

Se han descrito alelos de este gen que identifican individuos con diferente
capacidad de retencion de grasa y veteado (Buchanan et al., 2002). Si bien se han
identificado diferentes polimorfismos en su secuencia, el que tiene efectos
fisiologicos es la sustitucion de citosina (C) por timina (T) en el exén 2, que a su vez
conduce a la sustitucion de Arginina por Cisteina en la proteina correspondiente. El
alelo T corresponde a un mayor nivel de grasa en la canal y es asociada con canales
de animales gordos y el alelo C con animales flacos (Buchanan et al., 2002; Geary et
al., 2003; Corva et al., 2004).

La diferencia en el tipo de leptina puede ser responsable de las variaciones en
cuanto a la prontitud con que la vaca retorna a un balance energético positivo
después del parto y expresa su potencial genético para produccion de leche,
alcanzando la maxima produccién al pico de lactancia. El genotipo L-TT corresponde
a vacas con mayor capacidad de consumo y que alcanzan tempranamente el pico de
produccion de leche con mayor produccion de proteina y grasa lactea (kg y %)
ademas, retornan a balance energético positivo mas pronto. Por el contrario, el
genotipo L-CC tiende a un menor consumo de materia seca en el posparto hasta
alcanzar el pico de produccion de leche y a una menor produccion de leche y de los
componentes lacteos. Son vacas que demoran en lograr el retorno al balance

energético positivo (Marcantonio, 2004; Cerén et al., 2008; Alvarez et al., 2008).

2.8 Funcion de la Leptina en Reproduccién animal
En el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal (HHG), la leptina juega un papel muy

importante en la regulacion de la reproduccién de los mamiferos. Esta hormona
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actla en la regulaciéon y secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) por el hipotalamo (Barb y Kraeling, 2004; Williams et al., 2002) y en la
hipofisis modula la secrecién de la hormona luteinizante (LH), como sucede en
algunas especies animales tales como la oveja (Malven et al., 1992), los cerdos
(Barb et al., 2001; Barb et al., 2005), los primates (Kaynard et al., 1990), los roedores
(Kalra, 1993) y los rumiantes (Williams et al., 2002).

En las hembras de ganado bovino, la leptina estd relacionada con la
regulacién del ciclo estral y probablemente involucrada en el control de la
reproduccion. Existe una relacion positiva entre los niveles de leptina en el suero y
los del fluido folicular. Ademas, hay una relacion negativa entre el incremento de los
niveles de leptina y los niveles de estrogenos (Gurbuz et al., 2005). Segun Williams
et al, (2002), la leptina circulante disminuye durante la fase latea y folicular del ciclo
estral en vacas y novillas sexualmente maduras. Ademas, en algunos estudios se ha
encontrado que las concentraciones sistémicas de leptina incrementan durante la
pubertad en machos y hembras, tanto en humanos (Horlick et al., 2000), como en
muchas especies domesticas tal como el cerdo (Qian et al., 1999), ratones (Cheung
et al.,, 1997) y ganado bovino (Garcia et al., 2002); pero el incremento sélo se
mantiene en las hembras, porque en los machos los niveles de leptina disminuyen
después de la pubertad, disminucion que puede ser debida a que la testosterona
inhibe la secrecion de la leptina (Spicer, 2001).

El mecanismo de accién de la leptina en el sistema reproductivo de los

machos ha sido muy discutido por diferentes autores (Tena-Sempere et al., 1999;
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2000; 2001), quienes indican su gran complejidad, no sélo por sus efectos

inhibitorios sino también por sus efectos estimuladores del eje gonadal.

2.8.1 Relacién de la leptina con el inicio de la pubertad

Por definicion, un macho o una hembra han llegado a la pubertad cuando son
capaces de liberar gametos y mostrar un comportamiento sexual. El inicio de la
pubertad esta regulado por la madurez del eje hipotaldmico-adenohipofisario mas
que por la incapacidad de la hipdfisis para producir gonadotropinas o por una
insensibilidad ovarica o testicular (Knobil y Neill, 1988). Wolf et al. (1965), definieron
la pubertad como la edad cuando el ternero produce el primer eyaculado que
contiene al menos 50 x 10° espermatozoides y que estos posean una movilidad
progresiva mayor al 10%.

La hembra prepuber responde a la secrecion pulséatii de gonadotropinas,
secretando estrogeno de manera gradual. En las ovejas y las vaquillas, aumentan la
frecuencia de picos de LH, seguida de una elevacion transitoria en la descarga
preovulatoria de LH. Esto esta asociado con el comportamiento estral durante este
periodo. Los machos prepuberes secretan testosterona progresivamente en
respuesta a la estimulaciéon de gonadotropinas. Cada pulso de gonadotropinas es
seguido a intervalos de una hora por una elevacion transitoria en la secrecion de
testosterona. Conforme la pubertad progresa, el incremento de testosterona en
sangre causa un descenso en la secrecion de gonadotropinas mediante un efecto de
retroalimentaciéon negativa (Hafez y Hafez, 2000).

Desde el punto de vista econémico, la edad a la cual los animales alcanzan la

pubertad es una de las caracteristicas mas importantes en produccion animal. Sin
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embargo, en el ganado Bos indicus, la seleccidon ha enfatizado las caracteristicas de
crecimiento dejando marginada la seleccion basada en la capacidad reproductiva.
Varios estudios han demostrado diferencias significativas en la edad a la pubertad
entre razas de ganado Bos taurus y B. indicus (Fields et al., 1982; Morris et al.,
1989). Estas diferencias estan asociadas a la seleccion de los sementales, que en el
ganado B. taurus, ha permitido mejorar apreciablemente las caracteristicas
reproductivas. Al contrario, en el ganado B. indicus la ausencia de seleccion con
base en la precocidad sexual es responsable, en un alto grado, de la caracteristica
de pubertad retardada que se cita en este ganado (Fields et al., 1982; Stewart et al.,
1980).

El desarrollo testicular se relaciona directamente con la produccion de
espermatozoides, la calidad del eyaculado y la fertilidad. La medida de la
circunferencia escrotal (CE) es el mejor indicador del tamafio testicular en toros. La
medida de CE tiene una asociacion negativa con la edad a la pubertad y positiva con
la capacidad de produccién de espermatozoides de los sementales (Hueston et al.,
1988) y la edad a la pubertad de las hijas del toro (Smith et al., 1989). La medida de
CE es facil de obtener, confiable y repetible. Ademas presenta un coeficiente de
heredabilidad entre moderado y alto (Coulter y Foote, 1979; Knights et al., 1984).

En toros jovenes, el periodo prepuber se caracteriza por el inicio de la
espermiogénesis, que esta influenciada gradualmente por aumentos en los pulsos de
secrecion de LH. La espermatogénesis se inicia cuando las células germinales se
dividen y forman la espermatogonia, luego se da un aumento en la diferenciacion

hacia otro tipo de células como los espermatocitos. Cuando el espermatozoide, la
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célula germinal mas diferenciada, se presenta por primera vez en el lumen de los
tubulos seminiferos, el animal alcanza la pubertad (Amann, 1983; Curtis y Amann,
1981).

Al parecer, el consumo de calorias, la condicién corporal o la relacion tejido
graso y musculo, ejercen de algun modo un control sobre la secrecion hipotalamica
de la GnRH y pueden constituir un factor permisivo en el inicio de la pubertad y su
completo desarrollo tanto en las diferentes especies animales como en los humanos
(Aguilar et al., 1984). Este tejido graso se comporta como un gran 6rgano endocrino,
en el que se sintetiza en su mayor parte la hormona leptina, esta hormona se
encuentra muy relacionada, segun varios autores, con el inicio de la pubertad

(Bronson, 2001; Cheung et al., 1997).

2.8.2 Leptinay sus efectos en la pubertad

Un adelanto significativo del inicio de la pubertad se ha logrado con la
administracion de leptina en ratones hembras normales, lo que ha permitido
proponer que la leptina seria una sefial metabodlica para el inicio de la pubertad
(Barash et al., 1996; Chehab et al., 1996). En ratas hembras se ha observado que
las concentraciones plasmaticas de leptina aumentan durante el desarrollo puberal y
gue la administracion central en ratas hembras con restriccion alimenticia severa, es
capaz de inducir la pubertad a pesar de la restriccion alimenticia y de la pérdida de
peso corporal, lo que sugiere que en esta especie, la leptina seria una poderosa
sefial para el inicio de la pubertad (Cheung et al., 1997). Otros estudios no han

permitido relacionar los cambios en la leptina circulante y la pubertad, tanto en
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machos primates como en roedores (Bronson, 2001; Cheung et al., 2001; Plant y
Durrant, 1997).

Garcia et al. (2002), estudiaron la leptina en el suero y la expresion del gen de
la leptina en el desarrollo puberal, durante el ciclo estral y diferentes estaciones en
ganado bovino, encontrando un marcado incremento, durante el desarrollo puberal
en hembras bovinas, tanto de la hormona leptina en la circulacion como de la
expresion del gen de la leptina en los adipocitos, lo que estaba asociado con
incrementos del peso corporal y del factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I, del
inglés Insulin- like growth factor 1) en el suero. También se ha reportado que la edad
al inicio de la pubertad esta afectada por el consumo de energia en la dieta, la tasa
de crecimiento y la adiposidad. Las concentraciones de leptina incrementan
linealmente de la semana 16 hasta la semana 1, antes de la ovulacion en novillas

primiparas, lo que coincide con el inicio de su madurez sexual (Williams et al., 2002).

2.8.3 Sitios de acciéon y funcién hipotalamica de la leptina

El hipotdlamo presenta unos sitios de accion de la leptina, cuyos Ob-R, estan
localizados en éareas hipotalamicas asociadas con el control del apetito, gasto
energeético, la reproduccion y el crecimiento (Lin et al., 2000; Tartaglia et al., 1995).
De ahi que, la distribucion de los receptores OB-rb se ha detectado en los nucleos
ventromedial y arcuato del hipotalamo, los cuales han sido propuestos como un
importante sitio de accion de la leptina, accion que es suficiente para mediar la
homeostasis de la glucosa y la actividad locomotora (Coppari et al., 2005;
Cunningham et al., 1999). De esta manera, la leptina puede actuar en forma directa

en el sistema nervioso central, regulando la expresion y secrecion de muchos
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neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas hipotalamicas, incluyendo el
neuropéptido Y (NPY), las orexinas, el factor regulador de la transcripcion de
anfetaminas (CART), la cocaina, la galanina (Gal), la hormona concentradora de
melanina (MCH) (Ahima et al., 2000; Ingvartsen y Boisclair, 2001), la GhRH (Smith et
al., 2002), la hormona liberadora de corticotropinas (CRH), la hormona liberadora de
la hormona del crecimiento (GHRH), la somastostatina (SS) y la TRH (Barb et al.,
2001; Houseknecht et al., 1998). La leptina regula también la neurotensina (NT), la
propiomelanocortina (POMC) y el &cido gama aminobutirico (GABA) (Cunningham et

al., 1999; Igbal et al., 2001; Sullivan y Moenter, 2004).

2.8.4 Laleptinay su relacion con la secrecion de hormonas hipofisiarias

En la hipdfisis, la leptina modula la LH (Carbone et al., 2005; Smith et al.,
2002), la hormona del crecimiento (GH), la prolactina (PRL), la FSH y la hormona
estimulante de la tiroides (TSH) (Barb y Kraeling, 2004; Houseknecht et al., 1998;
Williams et al., 2002). En mamiferos, los cambios agudos en el balance energético
afectarian el eje HHG. Es asi como en varias especies, el ayuno y la restriccion
caldrica han sido encontradas como causa de la supresion de la secrecion pulsatil de
la LH, lo que ocurre por la inhibicion de la secrecion de la GnRH regulada por la
leptina. Dichos mecanismos probablemente previenen el gasto energético para la
reproduccion. En contraste, la excesiva energia almacenada y la obesidad interfieren
con la correcta regulacion del eje reproductivo (Caprio et al., 2001).

La actividad del gen leptina y la concentracion en la circulacion sanguinea de
la leptina en ganado bovino, cambian asociadas con la respuesta a estimulos

ambientales, nutricionales y de maduracion sexual. Sin embargo, estudios
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descriptivos indicaron que tanto la actividad del gen (transcripcion y traduccién) como
las concentraciones de leptina en el suero, aumentaron antes de la pubertad en
novillas. Otros estudios informan acerca de la habilidad de la leptina ex6gena para
estimular la secrecion de LH en ganado con ayuno pero no en ganado con un
consumo 6ptimo de alimento, y demuestran que estos efectos estan mediados

principalmente en la adenohipdfisis (Williams et al., 2002).

2.8.5 La expresion de los receptores de leptina y su funcién en la
esteroidogénesis ovéarica

Varias investigaciones indican que la leptina tiene una accion directa en el
ovario. Las células de la granulosa y las células de la teca expresan fuertemente
receptores de leptina. Los ARNm de receptores de leptina han sido identificados en
el ovario, este es un érgano blanco para la leptina.

En el ovario bovino, la leptina antagoniza directamente el efecto estimulatorio
de la insulina en la esteroidogénesis de células de la teca y granulosa, y en la
ausencia de insulina, la leptina tiene poco o ningun efecto en la esteroidogénesis de
células de la granulosa (Spicer et al., 2000; Spicer y Francisco, 1997).

La concentracion inhibitoria 50 (ICsp) de la leptina en la células de la teca para
la produccién de androstenediona es mas o menos 10 ng/ml (Spicer y Francisco,
1998). La leptina también inhibe el IGF-I y ademas la LH, hormona inductora de la
produccion de androstenediona por células de la teca humanas (Agarwal et al.,
1999), pero no en células de la teca bovinas (Spicer et al., 2000).

En el foliculo ovérico, la leptina en concentraciones fisiolégicas, estimula la

actividad aromatasa ejercida por la enzima citocromo Pg4s0, pero las altas
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concentraciones de leptina en el foliculo ovarico y en liquido folicular, pueden llegar a
bloquear la esteroidogénesis y relacionarse con bajas concentraciones de oxigeno
intrafolicular, impidiendo al ovocito desarrollar su competencia temprana en el

embrion (Ruiz-Cortes et al., 2003).

2.8.6 Efectos de laleptina en la ovulacion

La expresion del receptor de leptina se encuentra en células foliculares,
incluidas las células de la granulosa, teca y células intersticiales (Lukaszuk et al.,
1998; Geisthovel et al., 1998). La leptina se encuentra en el liquido folicular con
niveles similares a los que se encuentran en el suero (Cioffi et al., 1997; Agarwal et
al., 1999). Asi mismo, los niveles de leptina en sangre varian a lo largo del ciclo
estral (Lukaszuk et al., 1998; Messinis et al., 1998), con niveles en horas pico
similares a los de 17b-estradiol y la progesterona en la fase Iltea.

Gurbuz et al. (2005), estudiaron la relacion de la leptina en el suero y el fluido
folicular y los niveles de esteroides ovaricos en respuesta a la induccion de la
ovulacion en ciclos de fertilizacion in vitro, encontrando un incremento en los niveles
de leptina en el suero durante la hiperestimulacién ovarica controlada, indicando otro
papel de la leptina en la funcion reproductiva. El aumento en los niveles de leptina se
correlaciona negativamente con la respuesta ovarica, evaluada mediante la
produccion de estrégenos y el niumero de ovocitos recuperados. Esto puede ser
debido a la reduccion de la respuesta ovarica a través de una retroalimentacion
negativa de la leptina a niveles altos en los ovarios.

Los efectos de la leptina en la ovulacion son tanto estimulantes como

inhibitorios. Ademas de los efectos en el eje hipotdlamo-hipdfisis, se puede
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mencionar algunas acciones negativas: (i) la leptina puede inhibir directamente
insulina, a través del factor de crecimiento analogo a insulina | (IGF-I), la
transformacion del factor de crecimiento-b y la esteroidogénesis inducida por
glucocorticoides de células de la granulosa del ovario de la rata (Zachow y Magoffin,
1997; Barkan et al., 1999; Brannian et al., 1999; Zachow et al., 1999) o humano
(Agarwal et al., 1999) y (ii) la administracion aguda de leptina en ratas inhibe la
ovulacién (Duggal et al., 2002). Asi mismo, la leptina es capaz de producir algunos
efectos positivos: (i) la leptina acelera la aparicion de la pubertad en los roedores
(Ahima et al., 1997; Almog et al., 2001) y los seres humanos (Clement et al., 1998;
Strobel et al., 1998); (ii) la leptina induce la ovulacién en ratones deficientes a GnRH
(Barkan et al., 2005) y eCG / hCG en ratas (Roman et al., 2005). Sin embargo, el
mecanismo exacto por el cual la leptina afecta el proceso de ovulacion todavia es
desconocido.

La ovulacion es un proceso complejo que involucra las gonadotropinas, las
hormonas esteroides y muchos mediadores comunes de las reacciones
inflamatorias, como las citocinas, prostaglandinas, leucotrienos, el plasminégeno, el
oxido nitrico y la histamina. Prostaglandinas (PGF2a) y el 6xido nitrico (NO) son de
particular interés, ya que desempefia un papel importante en la ruptura del foliculo
(Brannstrom y Janson, 1991; Ellman et al., 1993; Shukovski y Tsafriri, 1994). En un
estudio previo, se demostré que durante el proceso de ovulacién, el aumento en el
ovario de Oxido nitrico sintetasa (NOS) resulta del aumento de NO, que estimula la
produccion de PGF2a y mejora el proceso inflamatorio, lo que facilita la ruptura del

foliculo (Faletti et al., 1999).
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2.8.7 Funcion de leptina en el desarrollo embrionario e implantacion

En un estudio (Antczac y Van Blerkom, 1997) demostraron que la leptina y la
proteina STAT3 fueron inmunolocalizadas en ovocitos del ratén y del humano y en
embriones preimplantados. Ambas (leptina y STAT3) fueron encontradas de manera
polarizada en el ovocito, y las diferencias en la asignacion de estas proteinas se
produjo entre los blastobmeros después de la primera divisién celular. Un posible
papel de estas proteinas en el desarrollo embrionario temprano ha sido estudiado en
la fase de morula, donde los blastomeros contienen poca leptina/STAT3, mientras
gue las células externas contienen mas leptina como STAT3. Asi mismo, los ovocitos
de raton en estadio de metafase Il (MIl) expresan el ARNm de leptina. Ademas, la
concentracion fisiologica de leptina causa fosforilacion de la tirosina de STAT3 en
ovocitos de ratones en metafase Il. Por lo tanto, la leptina podria tener un papel en
varios aspectos de la maduracion de ovocitos mediante la activacion en la
transduccion de sefales de la proteina STAT3 (Matsuoka et al., 1999). Por lo tanto,
la leptina probablemente es un regulador importante en el desarrollo de los ovocitos.

La produccion embrionaria in vitro (PIV) en el ganado bovino, incluyendo la
transferencia nuclear de células soméaticas (SCNT), es una herramienta crucial para
la conservacion y reproduccion de mamiferos. Aunque la eficiencia de entre especies
en el nacimiento de crias vivas todavia es bajo. La maduracion citoplasmatica y
nuclear de los ovocitos es un paso limitante para determinar la capacidad de
sobrevivencia de los ovocitos, sometidos a la reprogramacion, division y desarrollo
del embridon. Los factores de crecimiento y citoquinas promueven una maduracion
citoplasmatica y nuclear de los ovocitos a través de una compleja red (Greenwald y

Roy, 1994).
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Recientemente, se ha encontrado que los suplementos de leptina promueven
la maduracién y desarrollo del ovocito asi como la preimplantacion de embriones. Se
ha demostrado que los suplementos de leptina 10-100ng/mL estimula la maduracion
de los ovocitos porcinos (Craig et al., 2004; Zhang et al., 2007). Ademas, la leptina
en embriones preimplantados de raton promueve el desarrollo embrionario in vitro en
dosis dependientes (Kawamura et al., 2002). En bovinos, la adicion de leptina
durante la maduracion de ovocitos ha sido utilizada para aumentar la proporcion de
ovocitos desarrollados en etapa de blastocisto después de la fertilizacion in vitro para
reducir la proporcién de células apoptoticas (Boelhauve et al., 2005). Sin embargo,
los resultados sobre el efecto de la leptina en la maduracion meiotica de ovocitos
bovinos y el desarrollo previo a la implantacion han sido insuficientes. (Kawamura et

al., 2002; Fedorcsak y Storeng, 2003; Zagal et al., 2004).

2.8.8 Expresion de receptores y funcion de la leptina en el testiculo

Los ratones con la mutacion ob/ob (con deficiencia total de leptina), sufren de
hiperfagia, obesidad morbida e infertilidad. En estos machos una vez que se les
administra leptina exdégena no solo se obtiene una disminucion del apetito y del peso
corporal sino también un aumento del peso del testiculo, de las vesiculas seminales,
y del nimero de espermatozoides en el eyaculado (Barash et al., 1996; Chehab et
al., 1996).

En niflos con pubertad precoz, la reduccion de los niveles de testosterona
como resultado del tratamiento con analogos de la GnRH, eleva las concentraciones
de leptina (Palmert et al., 1998). Por otro lado, en hombres hipogonadicos se ha

logrado una reduccion de los niveles séricos de la leptina, tras la administracion del
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tratamiento sustitutivo con testosterona (Jockenhovel et al., 1997). Esto permite
sugerir que la interaccién testosterona-leptina podrd ser parte del eje Hipotalamo-
Hipofisis-Gonadas-tejido adiposo, que involucra el mantenimiento del peso corporal y
la funcion reproductiva.

Los receptores de leptina y su RNAm en el testiculo han sido encontrados en
células de Leydig de raton (El-Hefnawy et al., 2000) y de rata (Caprio et al., 2003;
Caprio et al., 1999; Tena-Sempere et al., 2001) y en equinos (Buff et al., 2002), en el
plasma seminal, los espermatozoides y en los tubulos seminiferos de humanos
(Glander et al., 2002; Jope et al., 2003).

Tena-Sempere et al. (2001) estudiaron el desarrollo y la regulacion hormonal
del RNAm del Ob-R en el testiculo de rata y encontraron que la expresion del RNAmM
de la isoforma especifica Ob-Rb fue significativamente alta durante el periodo de
desarrollo testicular puberal, pero disminuy6 en los adultos. Ademas, hallaron una
expresion abundante de RNAm de la isoforma Ob-Rb, una expresion moderada de
los subtipos Ob-Ra, Ob-Rf, una expresion baja de la isoforma Ob-Rc; y no hallaron
expresion de la isoforma Ob-Re. En un estudio de la expresion de Ob-R en células
de Leydig de rata, se concluyé que la interaccion leptina-Ob-R en diferentes sitios
anatémicos es compleja y se indico que este sistema puede regular la funcién de las
células de Leydig. Este sistema Ob—Ob-R en el testiculo puede servir para regular
negativamente la produccion de testosterona por las células de Leydig durante la
vida adulta, pero no se presentd en la vida prepuberal y podria tener una funcion
durante la embriogénesis testicular y en la maduracion de las células de Leydig en la

vida prenatal (Caprio et al., 2003).
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En el caso de El-Hefnawy et al. (2000), evidenciaron la expresion del receptor
de leptina durante el desarrollo de células germinales en el testiculo de raton y
concluyeron que hay una distribucion del Ob-R y una relacion de su expresion con el
desarrollo y la diferenciacion de las células germinales. La leptina puede actuar en
células no diferenciadas (espermatogonia A) permitiendo su diferenciacién en
espermatocitos y puede asistir a la célula a través de toda su diferenciacion y
maduracion hacia espermatides; ademas, induce la fosforilacion de STAT3 (Proteina
Tirosina Quinasa de Trascripcion) en los tubulos seminiferos y la fosforilacion de
STAT3 y la proteina activadora - mitogénica (MAP) en las células intersticiales, lo
gue sugiere que tienen efectos bioldgicos en estas células.

Otros autores estudiaron el receptor soluble de leptina en el plasma seminal y
en espermatozoides de humano, demostraron la presencia del Ob-R por
inmunofluorescencia microscopica y la leptina y el receptor soluble en el plasma
seminal por Western blot. Las muestras de semen con baja calidad de
espermatozoides, ademas, contenian baja cantidad de receptores y baja capacidad
de unidn de la leptina. Estos resultados pueden ayudar a explicar la relacion entre la
leptina y los receptores de leptina en el plasma seminal y en los espermatozoides
humanos (Jope et al., 2003).

Glander et al. (2002) encontraron leptina en el plasma seminal en humanos
con o sin vasectomia y concluyeron que la circulacion de leptina en el plasma
seminal es demasiado compleja y esta negativamente relacionada con el porcentaje
de movilidad espermatica y la velocidad rectilinea. Al parecer, la cantidad de leptina

en el tracto genital, incluyendo en los tubulos seminiferos, podria influenciar los
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mecanismos involucrados en el desarrollo de la movilidad espermatica. La secrecién
de leptina por el espermatozoide sugiere que el gameto macho puede ser capaz de
modular su metabolismo de manera independiente, por el sistema leptina. Estos
datos abren una nueva consideracion acerca de la significancia de la leptina en la

fertilidad del macho (Aquila et al., 2005).

2.8.9 Efectos inhibitorios de la leptina en testiculo

La leptina podria inhibir la esteroidogénesis en el testiculo como similarmente
lo realiza en la glandula adrenal, probablemente por medio de la disminucion de la
expresion de los genes Pusoscc Y StAR tanto en el testiculo como en la glandula
adrenal (Tena-Sempere et al., 2001). Los datos obtenidos por Tena-Sempere et al.
(1999) proporcionaron evidencia de la funcion inhibitoria directa de la leptina en el
control de la secrecibn de testosterona testicular estimulada por la hCG
(Gonadotropina Corionica Humana) y basal, en ratas adultas. Esta accion inhibitoria
se presenta de manera independiente del estado nutricional y no fue observada en el
testiculo de ratas prepuberes. La accion de la leptina en el sistema reproductivo es
probablemente llevada a diferentes niveles del eje hipotalamo - hipofisiario -
testicular. Tena-Sempere et al. (2000) utilizaron un péptido sintético de leptina 116-
130 en ratas adultas, para demostrar la habilidad de la leptina para inhibir la
secrecion de testosterona in vitro, lo cual implica una accién positiva de esta

molécula sintética en la funcidon en el testiculo.

Mientras tanto, Luukkaa et al. (1998) estudiaron el efecto de la administracion
de testosterona exdgena en la produccién de leptina en hombres y encontraron que

las concentraciones de leptina en el suero vuelven a ser las mismas que en el
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periodo pretratamiento después de interrumpir el tratamiento con testosterona. Estos
autores concluyeron que la testosterona suprime la produccion de la hormona leptina
y es reflejado por los niveles de esta hormona en la circulacién. Por su parte, Tena-
Sempere y Barreiro (2002), concluyen que hay una evidencia compilada que la
leptina participa en la regulacion funcional del eje gonadal del macho. Esto parece
ser por una accion regulada fuertemente, llevada a cabo en diferentes niveles del
sistema hipotalamo - hipofisiario — testicular.

En un estudio sobre el efecto de la deficiencia de leptina en la morfologia, el
desarrollo de células germinales y la actividad apoptotica con células germinales de
testiculo de raton, sugirieron que la deficiencia de leptina en ratones esta asociada
con un dafio en la espermatogénesis, un incremento de células germinales
apoptéticas y una sobre regulacion de la expresion de genes pro-apoptoticos en el

testiculo (Bhat et al., 2006).
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[l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ganaderia bovina de doble propdésito tiene gran importancia en el proceso
econémico de las regiones tropicales en México, particularmente en el estado de
Chiapas. Una estrategia de desarrollo a seguir para transformar la ganaderia
extensiva hacia un sistema eficiente es conciliar el mejoramiento de los sistemas
productivos y la conservacion de los recursos naturales para obtener productos de
origen animal a bajo costo y de calidad; asi como favorecer la equidad de los
beneficios entre los productores. La ganaderia de doble propésito se diferencia en
funcidn de las caracteristicas socioeconomicas, disponibilidad de recursos naturales
y heterogeneidad ecologica, que condicionan el desarrollo tecnolégico de los
sistemas. Por ello, es imprescindible mejorar la productividad del sistema e
incrementar los beneficios econdmicos, lo cual podria iniciarse mejorando
genéticamente la base de reproductores y con ello, las caracteristicas productivas de
los hatos. Sin embargo, el hecho de que el sistema de produccion de doble propésito
presente bajos indicadores reproductivos y productivos, ocasiona que el tamafio de
la poblacion con posibilidades de reemplazo sea bajo al momento de seleccién y se
tenga que incorporar a la mayoria de las hembras al hato, ocasionando una
intensidad de seleccion baja de reproductores. Ante tal situacion, una forma de
incrementar el progreso genético de los hatos, es mediante el uso de hembras
donadoras de embriones e incorporando sementales superiores al promedio de los
hatos donde van a ser utilizados. Para lograr estos objetivos, es necesario que la
fertilidad de los reproductores sea, sin duda, una importante caracteristica que debe

acompafar a su calidad genética. En forma adicional, la informacion sobre genes
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candidatos relacionados con algun proceso fisiolégico en el animal y que impacten
en alguna caracteristica de importancia econémica y productiva, contribuira hacer
mas eficiente la ganaderia de doble propdsito. En este sentido, con la identificacion y
evaluacion del polimorfismo del gen leptina en la poblacion de ganado Suizo
Americano y sus cruzas raciales, permitirA seleccionar reproductores a temprana
edad y con mayor valor genético. Ademas, se pueden identificar otros genes de
importancia econdémica en reproductores de los hatos, que puedan ser transmitidos a
las generaciones siguientes e impactar a corto plazo en la mejora del sistema de

produccion.
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V. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizaciéon del area de estudio

El estudio se realiz6 en el municipio de Villaflores, Chiapas, localizado en los
limites de la Depresiéon Central y de la Sierra Madre del Sur (Region IV Frailesca).
Geograficamente se sitlia entre los paralelos 15° 35'y 16° 33' de latitud norte y entre
los meridianos 92° 12' y 93° 45' de longitud oeste. Su extension territorial es de
1,232.1 km2 y su altitud es de 540 msnm (Figura 4). El clima varia de calido
subhimedo a semicalido himedo con abundantes lluvias en verano. La precipitacion
y temperatura media anual promedio es de 1,200 mm y 24.9 °C, respectivamente

(Garcia, 1981).
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Figura 4. Localizacién del municipio de Villaflores, Chiapas.

Su extension territorial es de 1,232.1 km2 y su altitud es de 540 msnm. El
clima varia de calido subhiumedo a semicalido humedo con abundantes lluvias en

verano. La precipitacién y temperatura media anual promedio es de 1,200 mmy 24.9
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°C, respectivamente. En el municipio hay nueve Grupos Ganaderos, integrados por
160 productores, los cuales cuentan con 3,769 cabezas de bovinos, en una

superficie de 2,398 hectéareas.

4.2 Animales y muestras de sangre

Se evaluaron 120 vacas entre 3 y 6 afios de edad con peso promedio de 470
+ 20 kg, y 21 sementales activos con peso promedio de 650 = 30 kg entre 2 y 4 afios
de edad. Tanto a vacas como sementales se les extrajo 7 ml de sangre de la arteria
coccigea media y se colocaron en tubos de ensayo con anticoagulante (EDTA;
ethylene diamine tetra-acetic acid), a razon de 5 mg de EDTA por cada 2.5 ml de
sangre. Posteriormente, los tubos fueron almacenados a 4 °C hasta su

procesamiento (Figura 5).

Figura 5. Extraccidon de sangre de la arteria coccigea de vacas.

4.3 Preparacion de las muestras para PCR
La extraccion de ADN se efectué mediante la metodologia descrita por Miller

et al., (1988), con las siguientes modificaciones. Se colocaron 300 pl de sangre con
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anticoagulante EDTA en tubos Eppendorf de 1.5 ml; se agregaron 1000 pl de agua
destilada fria (4 °C), se mezcldé y agitdé en vortex (Modelo MS1 Minishaker, Marca
IKA®) durante 5 minutos (min). Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 12000 rpm
por 5 min, el sobrenadante se eliminé y se dej6 Unicamente el sedimento. Este
procedimiento se repiti6 tres veces. Posteriormente, se agregaron 1000 ul de
solucién Lisis (Tris HCI pH 8, NaCl 5 M, EDTA .5 M pH 8, SDS, H20), se agitd con
un vortex hasta obtener una completa disolucion de la pastilla. Enseguida, se
adicionaron 3 pl de proteinasa K (50 mg/ml), dejando en incubacién a 65 °C durante
una hora. Posteriormente, se agitd con un vortex hasta deshacer la pastilla, se
adicion6 un volumen final de NaCl 2M, se mezcl6 en vortex durante 15 segundos y
se centrifug6 a 12000 rpm durante 10 min. El sedimento se recupero en un tubo de
1.5 ml, se precipité con isopropanol frio (-20 °C) y se dejé reposar durante 30 min a —
20 °C. Transcurrido el tiempo se centrifugé a 14000 rpm durante 10 min y se elimin6
el sedimento. Con el propésito de obtener la pastilla mas limpia, ésta se lavd
resuspendiéndola en 300 pl de etanol al 70 % frio (-20 °C), se agitd hasta disolverla,
se centrifugé a 14000 rpm por 10 min. El sobrenadante se elimind y la pastilla se
dej6 secar en la incubadora (Boekel Scientific; BOEKEL®) a 37 °C por 12 h.
Finalmente, la pastilla se resuspendié en 30 yl de agua libre de ARNasas y se

almaceno a -20 °C para su uso posterior (Figura 6).

4.4 Procedimiento de latécnica de ARMS-PCR
El polimorfismo del gen leptina se determind mediante la técnica de ARMS-
PCR (Amplification Refractory Mutation System-Polymerase Chain Reaction) descrita

por Ye et al. (2001).
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Figura 6. Procedimiento para la extraccion del ADN a partir de sangre de
vacas. a) Tubos con muestras de sangre con EDTA b) Colocacién de la
sangre en tubos de eppendorf y agua fria ¢) Mezclado en vortex de solucién
lisis y suero para desintegrar pastilla d) Centrifugado de tubos eppendorfy
recuperacion de pastilla e) Secado de la pastilla de ADN en estufa a 37 °Cy
f) Almacenamiento de ADN resuspendido.
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Esta técnica es una modificacion de la técnica de amplificacion alelo
especifica ARMS-PCR, en la cual se usaron dos pares de cebadores para amplificar
dos alelos distintos en la misma reaccion de amplificacion, los cuales se pueden
diferenciar por el tamafo de los productos amplificados.

Se utilizaron dos cebadores (primer’s) externos que amplifican los dos alelos;
y dos cebadores internos, cada uno especifico de uno de los alelos, que amplifica
junto con uno de los cebadores externos, para obtener un producto determinado
alelo especifico.

Las secuencias de los primer’s utilizados fueron los siguientes: Cebador
interno ida para el alelo T: 5°- TGT CTT AGG TGG AGG CTG TGC CCA TCT -3
cebador interno inversa para el alelo C: 5°- AGG GTT TTG GTG TCA TCC TGG ACC
TTT CG -3 cebador externo ida: 5- GAC GAT GTG CCA CGT GTG GTT TCT TCT
GT -3 cebador externo inversa: 5- CGG TTC TAC CTC GTC TCC CAG TCC CTCC
-3” (Modificado de Corva et al., 2004), acceso GenBank U50365 (Figura 7).

En la cuantificacion del ADN, se utiliz6 el método de absorbancia en un
espectrofotometro con luz ultravioleta (Mod. Lamda BiolO Perkin-Elmer®). Se
calcul6 el contenido de ADN asumiendo que una unidad de absorbancia a 260 nm
equivale a 50 pg/ml de ADN de doble cadena.

Para la amplificacion, las reacciones de la PCR se realizaron con 5 pl de ADN
de doble cadena adicionados a 20 pl de solucién de amplificacion, conteniendo: 2.08
pul MgCl, (30 mM); 2.5 ul Buffer (Biogenica 10 X. “100 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM

KCI; 100 pg mi™ gelatina, 1.5 mg ml* BSA; 1% Tritdn X100”); 1.5 pl dNTPs
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(Biogenica, 200 mM de cada uno); 1 pl Cebador interno ida para el alelo T (10 pmol

ul™): 1 pl Cebador interno reversa para el alelo C (10 pmol pl™); 1 pl Cebador externo

Primer Externo Primer Especifico
Foward Foward(alelo C)
c— ocsao > =====>
“““““““““““““““““““““““““““““ L o
Primer Externo # Primer Externo
Foward Reverse
— NN N >
“““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““ A
“““““““““““““““““““““““““““““““““““““ T o _—
&———= Primer Externo
Reverse
€=====
cC CT TT Primer Especifico
. wwem. weem 239 pb Reverse(alelo T)

T 164 pb
wewm. W 131 pb

Figura 7. Esquema de la accién de los Primers para la identificacion de alelos de un
SNP y genotipos del Gen Leptina en vacas (CC; CT y TT). Modificado de
Corvaet al., 2004.

Forward (10 pmol pl™); 1 pl Cebador externo Reverse (10 pmol pl™); 0.2 pl Tag ADN
polimerasa (Biogenica 5 unidades pl™); y 9.72 ul de agua desionizada.

Las muestras fueron desnaturalizadas a 94 °C por 3 min, seguido por una
serie de ciclos térmicos diferentes; dos ciclos (desnaturalizacion a 94 °C por 15 seg,
hibridaciéon a 76 °C por 45 seg y extension 72 °C por 1 min), otros dos (94 °C por 15
seq, 74 °C por 45 seg y 72 °C por 1 min) y uno mas (94 °C por 15 seg, 72 °C por 45

seg y 72 °C por 1 min), seguido por 29 ciclos mas (94 °C por 15 seg, 70 °C por 1 min
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45 seg y 72 °C por 1 min), y por Ultimo una extension final de 72 °C por 5 min en un
termociclador (Techne ® Incorporated Modelo TC-512) (Modificado de Ruiz et al.,
20009).

Al final, se verificd el producto de la PCR de las muestras, en gel de agarosa
al 3% en buffer TBE 1X (Tris Borato-EDTA), por medio de una electroforesis,
utilizando una camara modelo 75.1214 - 20D (Continental Lab Products Division
Apollo ®). El gel de agarosa fue teflido con bromuro de etidio a una concentracion
final de 1 ug ml™* antes de depositarlo en la cAmara. En cada pozo se depositd un
volumen final de 15 pl (3 pl de colorante azul de bromofenol y xileno cianol, ademas
12 pl de producto de PRC), usando como buffer de corrida TBE 1 X. Las condiciones
de electroforesis fueron de 3 horas 10 minutos a 76 voltios. Las bandas amplificadas
fueron visualizadas en un fotodocumentador (Bio Rad — Mod. Gel Doc 2000) en el

programa Quantityone (Figura 8).
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Figura 8. Preparacion de las muestras de ADN para su amplificacion en la
técnica AMRS-PCR. a) Preparacion de la mezcla con primers y reactivos
en microtubos de digestién de PCR b) Colocacion de microtubos de
digestion de PCR en el Termociclador c) Depdsito del producto final de
PCR en los pozos del gel de agarosa d) Camara de electroforesis
cargada con los productos de PCR e) Fotodocumentador para
visualizacién del gel de agarosa f) Gel de agarosa en el

fotodocumentador.

55



45 Andlisis estadistico

Para la estimacion del polimorfismo del gen leptina, se evaluaron las
frecuencias genotipicas CC, CT y TT y alélicas C y T (Buchanan et al., 2002).
Después de asignar el genotipo de cada uno de los animales, se estimé mediante la
prueba de ajuste del equilibrio de Hardy-Weinberg para las frecuencias genotipicas y
alélicas (Crow, 2008), comparandose mediante la prueba de Chi Cuadrada (SAS,

2000).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Frecuencias genotipicas del gen Leptina

Para evaluar las frecuencias genéticas y alélicas del gen leptina en vacas y
toros, se realizo la amplificacion de ADN por la técnica de ARMS-PCR. Las muestras
que se consideraron, fueron aquellas en las cuales de detectaron las bandas
especificas a 239 y 164 pb (CC), 239, 164 y 131 pb (CT) y 239 y 131 pb (TT)
correspondientes a las frecuencias genotipicas y, las bandas de 239 pb y 131 pb a

las frecuencias alélicas (Figura 9).

239

NI LT e e b G— ] G——  —— TTATIAAT i D D S pb

164
——— D ST e - — pb

Bl Wil T R — —— — 131

Rt
TT TT (25 cT TT CT: €T cT pb

Figura 9. Ejemplo de los resultados de la amplificacion del ADN del gen leptina en
ARMS-PCR por electroforesis en gel de agarosa, mostrando las frecuencias:
leptina comun (CC, 239y 164 pb), leptina heterocigoto (CT, 239, 164 y 131 pb)
y leptina modificada o mutada (TT, 239 y 131 pb), usando un marcador de 100
pb y un testigo en blanco.

De las vacas evaluadas, la principal raza fue Suizo Americano con 40 %,
seguido por la raza Simmental con 20 %, las cruzas raciales (Bos taurus con Bos
indicus) representaron el 14.2 %. Las razas Limousin, Aberdeen Angus y Charolais

constituyeron el 26 % restante. Las frecuencias genotipicas generales registraron un
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22 % de vacas con el genotipo TT, 36 % genotipo CC y un 42 % de individuos

heterocigotos CT. El genotipo CT present6 el mayor porcentaje en las vacas de raza

Suizo Americano, Simmental y cruzas raciales (Cuadro 2).

Cuadro 2. Frecuencias genotipicas del gen leptina de vacas en el municipio de

Villaflores, Chiapas.

Raza Frecuencia genotipica Frecuencia racial
CC CT TT

Suizo n 18 21 9 48

* 0.37 0.44 0.19 40 %
Simmental n 8 10 6 24

* 0.33 0.42 0.25 20 %
Cruzas n 6 7 4 17

* 0.35 0.41 0.24 14.17 %
Brahman n 6 6 0 12

* 0.50 0.50 0.0 10%
Angus n 1 4 5 10

* 0.10 0.40 0.50 8.33%
Limousin n 3 2 2 7

* 0.44 0.28 0.28 5.84 %
Charolais n 1 1 0 2

* 0.50 0.50 0.0 1.66 %
Total n 43 51 26 120

* 0.36 0.42 0.22 100 %

* Equilibrio Hardy-Weinberg. (X, P> 0.05).

En los sementales evaluados, solo la raza Suizo americano y la cruza entre

Suizo con Bos indicus se encuentra presente en este estudio. La raza Suizo

americano con 48 % y la cruza Suizo con Bos indicus el 52 %. Las frecuencias

genotipicas fueron 28 % de toros con el genotipo TT, 5 % genotipo CC y un 67 % de

individuos heterocigotos CT. El genotipo CT presenté el mayor porcentaje en toros

de ambas razas (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Frecuencias genotipicas del gen leptina de toros en el municipio de
Villaflores, Chiapas.

Raza Frecuencia Genotipica Frecuencia
Racial
CcC CT 1T

Suizo n 1 6 3 10

* 0.10 0.60 0.30 48 %
Suizo X Bos n 0 8 3 11
indicus * 0.0 0.72 0.28 52 %
Total n 1 14 6 21

* 0.04 0.68 0.28 100 %

* Equilibrio Hardy-Weinberg. (X?, P> 0.05).

Se debe tomar en cuenta que la seleccion en el ganado bovino se basa
principalmente en rasgos cuantitativos tales como rendimiento de grasa, proteina y
leche, los cuales se asume que estan controlados por loci multiples. La mejora
genética de estos rasgos es relativamente lenta pues los caracteres productivos
solamente pueden ser medidos en un sexo, estan afectados por numerosos genes y
los factores ambientales ejercen una influencia importante en su expresion. Todo
esto disminuye la exactitud en la evaluacién genética de los animales. Ademas,
estos rasgos productivos solamente pueden ser medidos en animales adultos, lo cual
incrementa el intervalo entre generaciones y disminuye el progreso genético por afio

(Avila y Gasqué, 2002).

5.2 Frecuencias alélicas del gen Leptina

Las frecuencias del alelo T en vacas (Cuadro 4) fueron mayores en las razas
productoras de carne como Angus y Simmental. Al igual, las cruzas raciales (Bos
taurus X Bos indicus) también presentaron frecuencias mayores. Mientras que la

Suizo Americano, Limousin, Charolais y Brahman presentaron frecuencias alélicas
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menores. Sin embargo, no se encontré diferencia significativa (X?, P > 0.05) para las

frecuencias alélicas.

Cuadro 4. Frecuencias alélicas del gen leptina de vacas en el municipio de
Villaflores, Chiapas.

Raza Frecuencia Alélica (%)
C T

Suizo 0.59 0.41
Simmental 0.54 0.46
Cruzas 0.56 0.44
Brahman 0.75 0.25
Angus 0.30 0.70
Limousin 0.58 0.42
Charolais 0.75 0.25
Total 0.57 0.43

Equilibrio Hardy-Weinberg (X?, P> 0.05).

En toros, las frecuencia del alelo T fue mayor en la cruza Suizo con Bos
indicus, aunque no hubo diferencia significativa (X%, P > 0.05) para las frecuencias

alélicas de ambas razas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Frecuencias alélicas del gen leptina de toros en el municipio de
Villaflores, Chiapas.

Raza Frecuencia Alélica (%)

C T
Suizo 0.40 0.60
Suizo x Bos indicus 0.36 0.64
Total 0.38 0.62

Equilibrio Hardy-Weinberg (X?, P> 0.05).
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En la presente investigacion los resultados de la baja frecuencia del alelo T
podria ser el resultado del criterio de los ganaderos al adquirir a sus reproductores
con base al fenotipo del animal, sin considerar informacion de los registros
genealdgicos y productivos.

En las razas productoras de carne se ha realizado mayor seleccion para
eficiencia alimenticia y ganancia de peso, por esta razon la frecuencia del alelo T es
mayor al encontrado en este estudio. Al respecto, Buchanan et al. (2002)
encontraron el alelo T con mayor frecuencia en animales de raza Angus y Herford
(0.58 y 0.55, respectivamente); los cuales presentaron canales mas grasosas que
aquellas de animales con genotipo CC y concluyeron que el promedio y la calidad de
grasa son afectados significativamente por el genotipo. Asi mismo, Montoya et al.
(2009) reportaron frecuencias para el alelo T de 0.66 y 0.53 en razas Criollas
Colombianas (Sanmartinero y Romosinuano, respectivamente). Por su parte,
Schenkel et al. (2005), encontraron resultados similares con 0.51, 0.51, 0.54 y 0.65
para las razas Angus, Limousin, Charolais y Simmental respectivamente para el
alelo T. Sin embargo, los resultados encontrados para la frecuencia del alelo T en el
area de estudio, coinciden con lo registrado por Buchanan et al., (2003), quienes
reportan frecuencias alélicas T de 0.46, 0.62, 0.45, 0.11, 0.06 y 0.53 para las razas
lecheras Holstein, Ayrshire, Suizo Americano, Canadiense, Guernsey y Jersey,
respectivamente.

Estudios recientes demuestran que el gen mutado TT presenta mejores
resultados con respecto a los genotipos CC y CT, en el apetito, composicién de la

canal, grosor de grasa, marmoleo y porcentaje de grasa en costilla (Buchanan et al.,
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2002; Chilliard et al., 2005; Cerdon-Mufioz et al., 2009). De manera similar, Fitzsimons
et al. (1998) encontraron que animales con genotipo CC, presentan menor
proporcién de grasa que aquellos con genotipo TT y los animales heterocigéticos CT
presentaron un valor intermedio. Por lo tanto, la baja frecuencia de este genotipo
(TT) en este estudio afecta al mejoramiento genético del hato y la eficiencia de las
unidades de produccion. Las frecuencias genotipicas promedio encontradas en este
estudio, TT de 0.36, son mayores a los reportados por Chebel et al. (2008) con
frecuencia genotipica TT de 0.17 para ganado lechero Holstein.

Por su parte, Corva et al. (2004) reportaron frecuencias menores para el
genotipo TT (0.37) en la raza Angus, que las encontradas en este estudio para la
misma raza Angus (TT= 0.50). Estos mismos investigadores registraron una
frecuencia genotipica TT de 0.10 para cruzas raciales (Bos taurus X Bos indicus),
valor inferior a lo encontrado en esta investigacion para cruzas raciales (TT= 0.24).
Sin embargo, Montoya et al. (2009) encontraron el genotipo TT en bajas frecuencias
para las cinco razas criollas evaluadas (0.38, 0.29, 0.08, 0.08 y 0.0), resultados
similares en este estudio para el mismo genotipo. Ciertamente, dadas las
condiciones de produccion de la ganaderia de doble propdsito en esta region, se
requiere mas estudios que evalluen mas indicadores de la eficiencia productiva para

las diferentes razas y asi determinar cual frecuencia o genotipo seria la deseable.
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VL. CONCLUSIONES

La proporcion encontrada de vacas de raza Suizo Americano, Simmental y
Cruzas raciales, 48, 24 y 17 %, respectivamente; se debe a que estas razas se
adaptan en mayor medida a climas célidos hiumedos caracteristicos de la ganaderia
de doble propésito en el estado de Chiapas.

Se sabe que diversos polimorfismos del gen leptina pueden afectar las
caracteristicas productivas del ganado lechero. Sin embargo, estos resultados no
han sido consistentes. En este estudio, el genotipo mutado TT presenté menor
frecuencia debido en gran medida al criterio del productor para la seleccion y
reemplazo de vaquillas y toretes, sin considerar la informacién de los registros
genealogicos y productivos. La mayor frecuencia de los genotipos CC y CT en las
vacas, puede deberse a los ambientes adversos y los problemas de manejo a los
gue son sometidas, o que no permite expresar su potencial genético, ocasionando
gue las unidades de produccién sean menos eficientes. Asi mismo, la presencia de
los genotipos CT y CC en sementales utilizados como reproductores en los sistemas
de produccion de doble propdésito en la region, produce la diseminacion de genes no
deseables en la descendencia, que no estan relacionados con la produccion, calidad

de leche y carne, ocasionando que sean menos eficientes.
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