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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de factores ambientales en la
fertilidad de toros Brahman élite, asi como polimorfismos con asociacion significativa a
estas caracteristicas. Dieciocho toros con evaluacion de la salud reproductiva (BSE)
satisfactoria fueron monitoreados reproductivamente en dos temporadas de monta en
lotes con 50 hembras aptas para la reproduccion. Se colectaron muestra de sangre a los
toros para la extraccion de ADN y genotipificacion de 26 151 SNPs con el chip GGP-LD
(Geneseek). Se analizaron los efectos ambientales y los genotipos de los SNPs sobre las
caracteristicas de fertilidad. La temporada de monta y el estado reproductivo incidieron
significativamente (p<0.05) en el porcentaje de espermatozoides normales y la concen-
tracion de espermatozoides. El analisis gendmico reveld una region en el cromosoma
BTA9 (55.7-55.9 Mb) asociada con el aumento en el porcentaje de espermatozoides
normales y una region en el cromosoma BTA4 asociada con un incremento de 2.25 veces
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la concentracion espermatica. Esta tltima, contiene genes directamente implicados en
rutas metabolicas de la sintesis de esteroides producidos en las células de Leydig y
requeridos en la espermatogénesis. Las sefales de asociacion identificadas en este estu-
dio coincidieron con regiones que albergan genes de gran relevancia en la reproduccion.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of environmental factors on the
fertility of elite Brahman bulls, as well as polymorphisms with significant association with
these characteristics. Eighteen bulls with satisfactory Breeding Soundness Examination
(BSE) were reproductively monitored in two breeding seasons in herds with 50 females
suitable for reproduction. Blood samples were collected from the bulls for DNA extraction
and genotyping of 26 151 SNPs with the GGP-LD chip (Geneseek). The environmental
effects and genotypes of SNPs on fertility characteristics were analyzed. The mating
season and the reproductive status had a significant impact (p<0.05) on the percentage
of normal sperm and the concentration of sperm. Genomic analysis revealed a region on
the BTA9 chromosome (55.7-55.9 Mb) associated with an increase in the percentage of
normal sperm and a region on the BTA4 chromosome associated with a 2.25-fold increase
in sperm concentration. The latter contains genes directly involved in metabolic pathways
for the synthesis of steroids produced in Leydig cells and required in spermatogenesis.
The association signals identified in this study coincided with regions that harbor genes

of great relevance in reproduction.

Keywords: fertility, SNPs, sperm, zebu

INTRODUCCION

La poblacion de ganado bovino en Co-
lombia en 2019 fue de 28 245 262 cabezas
(ICA, 2020), de los cuales cerca del 50%
corresponden a bovinos Bos indicus concen-
trados en regiones de amplia tradiciéon gana-
dera en el pais como Casanare y Meta que
cuentan con el segundo y cuarto lugar del
inventario bovino, respectivamente
(FEDEGAN, 2019). Dadas las condiciones
ambientales donde se desarrolla la ganaderia
de carne en Colombia, los bovinos tipo cebu
son un excelente recurso genético por su gra-
do de adaptacion a los sistemas productivos
en el tropico. Sin embargo, pese al incremen-
to de este tipo de animales (Utsunomiya et
al., 2019), los toros Bos indicus no superan

las cualidades reproductivas de los toros Bos
taurus (Aponte et al., 2005), como el rapido
desarrollo testicular y la pubertad temprana,
habiendo reportes donde los machos Brahman
(Bos indicus) alcanzaron la pubertad entre
los 16 y 17 meses de edad (Silva-Mena, 1997);
sin embargo, la moderada a alta heredabilidad
de las caracteristicas testiculares (Evans et
al., 1999) abre la posibilidad de realizar una
efectiva seleccion en los toros reproductores.

De hecho, la correcta seleccion de los
toros reproductores puede aportar el 85% de
la eficiencia reproductiva del hato (Menegassi
et al., 2011). Entonces es fundamental apli-
car metodologias adecuadas para evaluar y
mejorar el desempefio de los toros bajo con-
diciones de monta natural, a fin de lograr que
un toro establezca la prefiez en mas de 25
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hembras sanas en una temporada de repro-
duccion de 65 a 70 dias, pues toros no selec-
cionados pueden llegar a presentar entre 20
y 40% de fertilidad reducida (Kastelic et a!.,
2012). Por lo tanto, los toros deben selec-
cionarse para producir un alto nimero de ter-
neros (Holroyd et al., 2002), y para esto, de-
ben exhibir actividad sexual intensa durante
un periodo corto (por ejemplo, 30 horas).

Uno de los parametros mas asociados
a la fertilidad es la circunferencia escrotal.
Ademas, es un indicador consistente de la
pubertad (Vargas et al., 1998), y tiene corre-
lacion con otras variables de fertilidad como
el porcentaje de espermatozoides normales y
la concentracion espermatica (Siddiqui et al.,
2008; Fortes et al., 2012b). Ademas, existen
practicas mas eficientes para evaluar la fer-
tilidad del toro como la evaluacion de la salud
reproductiva (Breeding Soundness
Examination — BSE) (Chacon et al., 1999;
Chenoweth, 2002; Garcia-Paloma, 2015).

La evaluacion del potencial reproductivo
del toro se puede acompafiar con la genera-
cion de indicadores de seleccion de toros fér-
tiles (Boligon et al., 2010; Corbet et al.,
2013). La limitada generacion de informacion
sobre la fertilidad puede afectar la estima-
cion de valores genéticos como criterio de
seleccion; sin embargo, las actuales herra-
mientas genéticas permiten identificar regio-
nes genomicas asociadas con rasgos invo-
lucrados a las caracteristicas reproductivas
en el toro (Hawken ef al., 2012; Fortes et
al.,2013) y emplearlas como criterios de se-
leccion, inclusive desde el primer mes de vida
(Fortes et al., 2012a). Ante esto, el objetivo
del estudio fue evaluar variables asociadas a
la fertilidad de toros Brahman durante un afio
en dos temporadas de monta e identificar
genes asociados a estas caracteristicas que
pudieran ser empleadas como criterio de se-
leccion.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El estudio se realiz6 en nueve fincas de
los departamentos de Meta y Casanare, per-
tenecientes a la Orinoquia de Colombia. La
zona presenta temperaturas entre 23 y 37 °C,
humedad relativa de 76% y de caracter
monomodal, con una época de lluvias de abril
a noviembre y una época seca de diciembre
a abril (www.ideam.gov.co). La topografia
de laregion es plana con suelos tipo arcillo-
sos y pobres en minerales. La region se en-
cuentra clasificada como de clima ecuatorial
monsoon (Kottek et al., 2006).

Seleccion y Manejo de Animales

Se seleccionaron 18 toros Brahman,
entre 5 y 8 aflos de edad, nacidos y criados
en la region. Estos animales, clasificados
como ¢lite por contar con registro de pureza
expedido por la asociacion de la raza en Co-
lombia. Se incluyeron en el estudio por tener
un excelente historial reproductivo (registros
reproductivos de los hatos) y mostrar un tem-
peramento docil durante la colecta de mate-
rial seminal en las fincas. El sistema de ali-
mentacion fue al pastoreo con praderas de
Brachiaria decumbens y B. humidicola,
con acceso a sal mineralizada y agua a vo-
luntad.

Se evaluaron 4852 vacas Bos indicus
a través de la condicion corporal y la medi-
cion de las estructuras ovaricas (tamafo de
los foliculos), las cuales debian superar 9.6
mm de diametro para asegurar que las vacas
no se encontraban en anestro (Ruiz-Cortés y
Olivera-Angel, 1999), seleccionandose 1800
vacas. Estas se manejaron en lotes de monta
con relacion toro:vaca 1:50 durante tres me-
ses, seguida de dos meses de descanso. La
relacion toro:vaca y los tiempos de monta y
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descanso son superiores a los empleados en
la region con relaciones toro vaca que osci-
lan entre 1:25 a 1:30, dos meses de monta y
un mes de descanso.

La primera temporada de monta se rea-
liz6 entre abril y junio, época caracterizada
por un aumento en las precipitaciones (434
mm y 76% de humedad relativa) (www.-
ideam.gov.co), seguida de una temporada de
descanso de dos meses. La segunda tempo-
rada de monta fue entre septiembre y no-
viembre, con 268 mm de precipitacion y 55%
de humedad relativa. La precipitacion fue de
21 mm y la humedad relativa de 32% en el
ultimo periodo de descanso (www.ideam.-
gOV.CO).

Evaluacion de la Salud Reproductiva

A cada toro se le realizo la evaluacion
de la salud reproductiva (BSE), siguiendo las
normas de la Sociedad de Teriogenologia
(Chenoweth et al., 1992). La primera eva-
luacion BSE permitio la seleccion de los ani-
males, y luego a los toros seleccionados se
les hizo el BSE antes del primer y segundo
periodo de monta, asi como al finalizar el se-
gundo periodo de descanso.

En cada BSE se examinaron los testi-
culos, los epididimos (cabeza, cuerpo y cola)
y el cordén espermatico mediante palpacion.
En los casos que se determinaba presencia
de liquido o de material diferente a la textura
testicular se realizo ecografia testicular. La
circunferencia escrotal (CE) se cuantificd con
cinta métrica escrotal en la parte mas ancha
del diametro testicular (Higdon et al., 2000).

En cuanto a la evaluacion de la calidad
seminal incluida en el BSE, se realizé una
colecta de semen a cada toro por visita y tem-
porada. En cada colecta se evalud la presen-
cia de contaminantes en el semen, aunque la
respuesta de los toros y su temperamento
permitio obtener un semen de alta calidad en
todas las colectas. Los toros se inmovilizaron
en un brete ganadero y el semen fue colecta-
do mediante electroeyaculacion (Ideal®

ElectroJac®6, Neogen Animal Safety, USA).
Se generd un estimulo intermitente que iba
en aumento hasta que se logro la eyacula-
cion (Palmer, 2005; Whitlock et al., 2012).
Se midio el volumen seminal y la concentra-
cion de espermatozoides en el eyaculado se
cuantificé con un fotometro (Photometer
SDM 1, Minitube, Alemania).

El semen fue observado con un micros-
copio binocular con contraste de fase (Olympus
BX, Japon) y plancha térmica a 37 °C para
determinar la motilidad progresiva individual
y masal, morfologia espermatica, asi como el
vigor y viabilidad espermatica. Para la
motilidad progresiva individual, se coloc6 una
gota de semen de 3-4 mm de diametro en un
portaobjetos temperado (35-37 °C) y y cu-
bierta con un cubreobjetos. La muestra se
observo con el microscopio de contraste de
fase 400x y se estimo el porcentaje de célu-
las con movimientos progresivos, el cual debe
estar por encima del 30% (Kastelic et al.,
2012). Para la motilidad masal se analizé en
una gota de semen de 5 a 10 mm de diame-
tro, colocada sobre un portaobjeto (35-37 °C)
sin cubreobjeto. Se observo la concentracion,
el porcentaje de espermatozoides con movi-
miento progresivo y la velocidad de movi-
miento de los espermatozoides y se cuantifi-
c6 el movimiento ondulatorio del semen
(Alexander, 2008).

La evaluacion de las anormalidades
morfologicas y la viabilidad espermatica se
realizaron mediante la coloracién con eosina-
nigrosina y se expresaron en porcentaje. Las
anormalidades mayores no deben sobrepa-
sar del 15-20% de los defectos observados.
El vigor espermatico se evalud en una escala
de 0 a 5, con una puntuacion de 5 cuando se
observan movimientos rapidos y vigorosos de
los espermatozoides, y 0 cuando no se obser-
va movimiento (Kastelic et al., 2012).

Con la informacién obtenida del BSE y
la evaluacion del semen se genero la clasifi-
cacion androldgica por puntos (CAP) para
cada toro (Fonseca et al., 1997). Las carac-
teristicas que se incluyeron en el CAP fue-
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ron vigor, motilidad progresiva individual, anor-
malidades mayores y la circunferencia escro-
tal (Lopes et al., 2009). En este trabajo se
tomaron en cuenta las cinco libertades de los
animales del Farm Animal Welfare Council
(1992) y del principio de las 3Rs de Rusel y
Burch (1959).

Analisis Molecular

Se colectaron muestras de sangre de los
toros mediante puncion en la vena coccigea
para la extraccion de ADN con kit comer-
ciales y el genotipado con el chip comercial
Genomic Profiler Bovine LD GGP-LD
(GeneSeck®) en el Laboratorio de Genética
Molecular del Centro de Investigacion
Tibaitatd de AGROSAVIA, Colombia
(www.agrosavia.co). La base de datos
gendmica contenia la informacion de
26 151 polimorfismos de nucleotido simple
(SNPs), pero unicamente se consideraron
aquellos con posicion conocida en autosomas
en la version del genoma bovino UMD3.1.
disponible en Ensembl (https://oct2018.-
archive.ensembl.org/Bos_taurus/Info/
Annotation). Adicionalmente, se conside-
raron SNPs donde el alelo de menor frecuen-
cia (MAF) superior a 0.05 y call rate mayor
de 95% y que se alejaron del equilibrio Hardy
Weinberg (p<0.0001). Finalmente, se generd
una base de datos con 19 790 SNPs. La de-
puracion de la base de datos se realizé con el
programa PLINK (Purcell ef al., 2007)

Analisis Estadistico

Luego de evaluar la informacion res-
pecto a la presencia de datos atipicos, se
aplicaron modelos lineales de medidas re-
petidas para determinar la incidencia del
efecto aleatorio de individuo y los efectos
fijos de temporada (lluvia, seca) y estado
reproductivo (monta, descanso) en las va-
riables circunferencia escrotal (CE), clasifi-
cacion andrologica por puntos (CAP), por-
centaje de espermatozoides normales
(EspNorm), concentracion espermatica
(ConcEsper) y motilidad espermatica
(MotEsper).
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El modelo empleado fue y,, =m+a, +
b tt te, donde, Vi corresponde a las
rnedldas de las variables CE CAP, EspNorm,
ConceEsper y MotEsper en los individuos; m
corresponde a la media general; a yb hacen
referencia a los efectos temporada y estado
reproductivo; t_es el efecto aleatorio del indi-
viduo y e, es el error experimental.

Las medias minimo-cuadraticas de las
variables segun el efecto fueron comparadas
con la prueba Tukey-Kramer con el paquete
Lsmeans del programa R (R Core Team,
2018). Posteriormente, se aplicé un modelo
lineal que incluy® los efectos fijos significati-
vos para la variable correspondiente y el efec-
to de los genotipos observados en cada SNP
para identificar posibles variantes del genoma
que pudieran incidir en las caracteristicas
evaluadas y que estuvieran relacionadas con
la ubicacion de genes de interés. Conside-
rando la muestra de 18 toros con genotipo, se
evalud la estructura y diferenciacion genética
de los individuos mediante un analisis de com-
ponentes principales, aunque aspectos como
el desequilibrio de ligamiento que mostrd una
tendencia plana y las frecuencias alélicas li-
mitaron la deteccion de variantes raras. Lue-
go de realizar los analisis de regresion, se
emplearon las pruebas de comparacion mil-
tiple de BonFerroni (BF =0.05/19 789=2.53
x10%) y False Discovery Rate (FDR) para
determinar la significancia de los SNP y bus-
car menor presencia de falsos positivos. Ade-
mas, se realizaron representaciones graficas
de la significancia de los SNP acorde a su
posicion en el genoma (manhatan plot).

La implementacion del modelo lineal, las
pruebas de comparacion multiple y los grafi-
cos se realizaron con el programa R (R Core
Team, 2018). Por ultimo, con la anotacion del
genoma bovino disponible en Ensembl
(www.ensembl.org) se identificaron los genes
ubicados en un area de 200 kb alrededor
(upstream y downstream) de los SNPs con
significancia estadistica. Se buscaron las fun-
ciones biologicas de los genes mediante anali-
sis de ontologias (www.geneontology.org) y se
reviso su participacion en rutas metabolicas.
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Cuadro 1. Estadisticos descriptivos para las cinco variables reproductivas analizadas medida
en toros Brahman y su relacion con la temporada y el estado reproductivo

Temporada Estado
Variable  Media DE Min CvV Reproductivo
Seca Lluvia Monta Descanso
CE 41.32 2.47 37.5 598 4131+ 4133+ 4125+ 4136+
0.532 0.41*  0.532 0.332
CAP 80.32 11.12 40 13.84 81.64+ 7828+ 7897+ 81.24x
2.402 1.862  2.40? 1.528
EspNormal  83.33 8.72 54 1047 84.81+ 81.11+ 84.08+ 82.83+

ConcEsper 5.98E+08 4.07E+08 0.00E+00 1.61E+09 68.08 592+ 606+

MotEsper  75.44 19.66 0

1.43¢2 1.43b 1.88? 1.192

477+ 67754

8.8x10% 6.8x10% 8.5 x10%
x100%2

26.07 7796+ 71.66t 73.75+ 76.57+

4.202 3.258 4242 2.68?

CE: circunferencia escrotal (cm), CAP: capacidad androldgica por puntos, EspNormal: espermatozoides
normales (%), ConcEsper: concentracién espermatica (Espz/ml), MotEsper: motilidad individual
progresiva (%), DE=Desviacién Estandar; CV= coeficiente de variacidn.

ab |etras diferentes indican diferencia estadistica significativa p<0.05

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados descriptivos de las va-
riables en estudio se presentan en el Cuadro
1. Solo los niveles de los efectos temporada
(clima) y el estado reproductivo (monta o
descanso) generaron diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) en las variables
espermatozoides normales y concentracion
de espermatozoides, respectivamente. La cir-
cunferencia escrotal mayor de 37.5 cm ob-
servada en este estudio clasifica a los toros
como muy buenos segun la clasificacion del
Colegio Brasileiro de Reproduccion Animal
(CBRA, 2013), y con medidas similares a las
reportadas por Céspedes (2013). Esta medi-
da no presentd cambios importantes en el
tiempo (CV=5.98) que pudieran ser asocia-
dos a condiciones ambientales o de manejo
por las temporadas de monta (Cuadro 1).

La medida de la capacidad androldgica
por puntos (CAP = 80.32 £+ 11.12) corres-
pondié a una clasificacion de muy bueno
(Fonseca et al., 1997), siendo valores menos
homogéneos que los presentados con la cir-
cunferencia escrotal (CV= 13.84). No obs-
tante, es importante correlacionar esta medi-
da con la tasa de prefiez debido a que se ha
reportado que no hay influencia del valor del
CAP con respecto a la tasa de prefiez (Lopes
et al., 2009).

El porcentaje de espermatozoides nor-
males es adecuado dentro del CAP y supe-
rior al requerido como indicador de la calidad
seminal (CBRA 2013), aunque el valor mini-
mo se encuentra por debajo de lo aceptable
(Cuadro 1). La concentracion de esperma-
tozoides superd los 250 y 350 millones de
espermatozoides por mililitro reportado por
Kastelic etal. (2012) yla CBRA (2013), res-
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pectivamente. Sin embargo, hay una alta he-
terogeneidad en los valores de la variable
(CV=168.08) causada por el estado reproduc-
tivo del animal (descanso o monta), al grado
de observar azoospermia (Cuadro 1). Eva-
luar la concentracion espermatica permitiria
identificar si el toro requiere recuperacion
para los proximos BSE, causada por el exce-
so de servicio sexual y las condiciones am-
bientales (Vejarano et al., 2005; Ruiz-Sesma
etal., 2010).

A pesar de que los factores ambienta-
les como la reduccion de las lluvias o la tem-
peratura juegan un papel relevante en los
parametros espermaticos (Igna et al., 2010),
la respuesta individual al estrés térmico pue-
de ser diferente; por ejemplo, Staalhammar
et al. (1989) reportaron una concentracion
mas alta y mayor nimero de espermatozoides
durante la época de verano, mientras que
Mathevon et al. (1998) los encontraron en
invierno. En este estudio, la concentracion
espermatica fue mas afectada por el estado
reproductivo que por la temporada (Cuadro
1), similar a lo observado en otros reportes
(Brito et al., 2002). La produccion de esper-
ma y la calidad del semen en ambientes tro-
picales disminuyen durante la temporada de
calor en toros Bos taurus y mestizos en com-
paracion con toros Bos indicus (Fields et al.,
1979; Kumi-Diaka et al., 1981). Las condi-
ciones de verano (mayor temperatura am-
biental, la humedad relativa y radiacion so-
lar) aumentan la carga térmica en los anima-
les y causan una disminucion significativa en
el potencial de produccion, pudiendo incluso
ser perjudiciales para la salud del animal
(Majic Balic et al.,2012).

El efecto perjudicial de la alta tempera-
tura ambiental sobre la calidad del semen y
la fertilidad del macho puede atribuirse a las
vias hipotalamo-hipofisarias o al efecto directo
de la temperatura sobre la funcion testicular
y epididimaria (Pineda, 2003). La temperatu-
ra ambiental elevada durante el verano pue-
de aumentar la temperatura testicular, la tasa
metabolica y los requerimientos de oxigeno
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(Gadea et al., 2004). Si el metabolismo in-
tensificado no es seguido por un flujo sangui-
neo mejorado, el tejido testicular se vuelve
hipoxico, lo que resulta en una produccion
excesiva de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y peroxidacion lipidica, estrés
oxidativo y disminucion de la motilidad de los
espermatozoides (Nichi et al., 2006).

No se identificaron relaciones genéticas
entre los individuos ni agrupamientos por su
region de origen a partir del analisis de com-
ponentes principales (Figura 1). Sin embar-
go, el analisis reveld una estrecha relacion
entre los toros T6, T15 y T17, que al evaluar
el pedigri se identifico una relacion de paren-
tesco en los abuelos de T6 y T15. No se con-
t6 con genealogia para el individuo T17 que
pudiera aportar pistas sobre una posible rela-
cidn cercana con los otros toros. La inclusion
del efecto de estructura poblacional no inci-
di6 (p>0.05) en la media fenotipica observa-
da en este estudio.

Los analisis de asociacion genomica se
realizaron para cada una de las variables in-
cluidas en este estudio, pero como se espe-
raba por el analisis previo (Cuadro 1), las
variables circunferencia escrotal y motilidad
espermatica no presentaron sefiales de aso-
ciacion. Para la variable CAP, el SNP Hap-
map48689-BTA-23260 presentdé la mayor
significancia estadistica (p=6.174e-05), aun-
que no supero el umbral de significancia des-
pués de la correccion de BonFerroni (2.53
x10°) y presenté un FDR de 0.72. En cam-
bio, para las variables concentracion
espermatica y espermatozoides normales se
encontraron cuatro regiones del genoma con
seflales de asociacion (Cuadro 2, Figura 2),
aunque solo una region en cada variable cum-
plié con los umbrales para comparacion mul-
tiple.

La utilizacion de modelos de medidas
longitudinales (medidas repetidas) mejora
notablemente el poder de deteccion de va-
riantes al¢licas asociadas a los fenotipos res-
pecto a un modelo que emplea la media
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Cuadro 2. Descripcion de los cuatro SNPs mas significativos del analisis de asociacion
gendmica para concentracion de espermatozoides y los espermatozoides normales

Variable SNP Cromosoma Posicion p value FDR
ConcEsper BTA-98685-no-rs 4 116666797 2.70E-06  0.053
BovineHD 1600007195 16 25885965 5.02E-05  0.346
BovineHD2300001781 23 7072206 5.38E-05  0.346
BovineHD1900018886 19 33398790 6.98E-05  0.346

EspNormal  BovineHD0900015955 9 58338016 6.50E-06  0.084
BovineHD0900015295 9 55714053 1.23E-05  0.084

BovineHD 1500025734 15 36415245 1.55E-05  0.084
BTB-01601529 6 66209350 1.70E-05  0.084

FDR: False Discovery Rate; EspNormal: espermatozoides normales, ConcEsper: concentracion
espermatica,
No.sig=p>0,05; Sig=p<0.05
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Figura 1. Analisis de componentes principales con 19 789 SNPs en 18 toros Brahman de la
Orinoquia de Colombia
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Manhattan plot de los resultados del anélisis de asociacion gendomica para concentra-

cion espermatica (arriba) donde se destaca el SNP BTA-98685-no-rs ubicado en el
BTA4 y el porcentaje de espermatozoides normales (abajo) con los SNP’s
BovineHD0900015955 y BovineHD0900015295 ubicados en el cromosoma BTAU9

fenotipica observada en los individuos
(Ronnegard et al., 2016) dado que permite
modelar las estructuras de (co)varianza de
las observaciones fenotipicas en el tiempo y
el genotipo de los individuos. De hecho, se ha
observado que no considerar la estructura de
correlacion entre el tiempo y el fenotipo
incrementa el numero de falsos positivos
(Ghosh y Fardo, 2018).

Este tipo de modelos puede ser favora-
ble cuando el tamafio de muestra es limitado,
dado que en un escenario de andlisis con
fenotipos medidos en un tiempo especifico,
se pierde poder en la estimacion de asocia-
ciones verdaderas y no resalta los factores
genéticos y epigenéticos que se destacan al
considerar los efectos de ambiente perma-
nente (Ronnegard et al., 2016).
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Concentracion Espermatica

El analisis de asociacion para la con-
centracion espermatica permitio identificar el
SNP BTA-98685-no-rs ubicado en el BTA4
conun FDR 0.053 (Figura 2), el cual mostro
un efecto de sustitucion alélica aditivo y don-
de los individuos con dos copias del alelo de
menor frecuencia (AA) presentaron una con-
centracion espermatica 2.25 veces superior
a la observada en individuos con el genotipo
GG (Cuadro 3). La region del BTA4 con se-
fial de asociacion contiene algunos genes re-
lacionados con la sintesis y metabolismo de
esteroides. Particularmente, los genes
INSIGI y PAXIPI forman parte de rutas
metabolicas de sintesis de esteroides, los cua-
les son producidos en las células de Leydig
de los machos y se requieren para la esper-
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Cuadro 3. Frecuencia genotipica y concentracion espermatica para los genotipos del SNP

BTA-98685-no-rs

Concentracion espermatica

Genotipo Frecuencia genotipica (Espz/ml)
GG 0.38 466.83x10° = 63.0x10°
AG 0.38 674.28x10° £ 79.4x10°
AA 0.22 1052,79x10° £ 93.1x10°

Espz/ml: espermatozoides por mililitro

matogénesis y, por ende, en la concentracion
espermatica (Eacker et al., 2008).

INSIG1 (Insulin Induced Gene 1) co-
difica una proteina que bloquea la activacion
proteolitica de las proteinas de union al ele-
mento regulador de esteroles, que son facto-
res de transcripcion que activan los genes que
regulan el metabolismo del colesterol, los aci-
dos grasos y la glucosa (Sun et al., 2012) y
en el control de retroalimentacion de la sinte-
sis de lipidos (Sever et al., 2004). Larelacion
anivel bioquimico y fisiologico de INSIGI es
relevante para la reproduccion. Por ejemplo,
la sintesis de colesterol y otros lipidos de
membrana en las células de los mamiferos
esta regulada por proteinas de union a ele-
mentos reguladores de esteroles (SREBPs)
del reticulo endoplasmico (ER) para el com-
plejo Golgi y son un factor de transcripcion
en la membrana que activan genes asocia-
dos a la sintesis de lipidos (Brown et al.,
2000). El colesterol es el precursor esencial
de todas las hormonas esteroides y que para
los machos es un proceso altamente regula-
do en las células de Leydig para mantener la
homeostasis adecuada del colesterol (Eacker
et al., 2008). Esta misma region fue identifi-
cada por una sefial de asociacion gendmica
cuando se evaluo la hipoplasia testicular en
el ganado Nelore (Neves et al., 2019). Por la
relacion de las variables observadas INSIG1
puede considerarse un excelente gen candi-
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dato para la evaluacion reproductiva de toros
cebu, y determinar la presencia de variantes
en las secuencias asociadas con cambios en
el patron de expresion.

Posteriormente, se analiz6 una region de
200Kb que rodea el SNP BTA-98685-no-ts,
la cual contiene 24 genes- Al realizar el ana-
lisis de ontologias no se observo una
sobrerrepresentacion significativa (p>0.05) de
procesos biologicos.

Porcentaje de Espermatozoides Normales

Los SNPs con mayor significancia fue-
ron el BovineHD0900015955 y Bovine-
HD0900015295. El FDR para la significancia
de estos SNPS fue BH=0.084, los cuales se
ubican en el cromosoma BTAU9 (Figura 2).
Se encontr6 un efecto de sustitucion alélica
aditivo en el SNP donde las copias de los
alelos de mayor frecuencia AA mostraron un
aumento en el porcentaje de espermatozoides
normales con respecto a las copias diferen-
tes (Cuadro 4).

El analisis de ontologias para los genes
ubicados a 200 kb a cada lado del SNP inclu-
yeron aspectos metabodlicos como el desa-
rrollo y la diferenciacion de las espermaticas
(p-value=7.07E-08, FDR=9.32E-04), del cual
se destacaron cuatro genes: PACRG,
UBE2J1, CCR6 y TBPLI.

Rev Inv Vet Peru 2022; 33(1): 19648
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Cuadro 4. Frecuencia genotipica y porcentaje de espermatozoides normales en toros
Brahman para los genotipos de los SNPs con sefial de asociacion en el BTA9

SNP Genotipo Frecu?npia Espermatozoides
genotipica normales

AA 0.50 84.53+1.41

BovineHD0900015955 AG 0.44 79.35+ 1.55
GG 0.05 64.37+£3.38
AA 0.66 83.69+ 1.31

BovineHD0900015295 AG 0.27 7825+ 1.71
GG 0.05 64.37 + 3.35

La ausencia de expresion del gen
PACRG (Parkin co regulated gene) puede
causar la ausencia de la estructura de la cola
del espermatozoide y generar defectos en la
estructura principal, como cabezas redondas
o desprendidas (Li et al., 2015). PACRG
interactua con el gen de meiosis expresada 1
(MEIG1I)y junto con el antigeno 16 asociado
al espermatozoide que codifica un axonema
central del aparato proteico (Lehti y Sironen,
2017).

El gen UBE2JI (ubiquitin conju-
gating enzyme) juega un papel importante
en la degradacion de proteinas en el reticulo
endoplasmatico. En ratones, se observo su
relacion con la esterilidad en el macho debi-
do a defectos en el flagelo y la funcion del
acrosoma y una eliminacion defectuosa del
citoplasma de los espermatozoides alargados
(Koening et al., 2014). En la fase de
espermiacion el citoplasma es eliminado de
la espermatida, puentes citoplasmaticos
intercelular entre las espermatidas son inte-
rrumpidos y la fuerte adhesion entre
espermatidas y células de Sertoli son remo-
vidos para facilitar su liberacion dentro de los
tabulos seminiferos. Las espermatidas en
estos pasos de diferenciacion son en gran
parte transcripcionales inactivas, lo que im-
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plica que las transcripciones se transcriben
antes, y que la traduccion de Ube2jl (y
presumiblemente otro) y las transcripciones
se descomprimen en espermatidas alargadas.
Por lo tanto, es probable que se requiera
UBE2JI en un momento critico dentro de la
espermatida que se alarga para completar con
¢éxito los pasos finales de diferenciacion y
espermiacion (Koening et al., 2014).

El gen CCR6 (Chemokine receptor 6),
se ubica en la pieza principal y la region basal
(cuello) del espermatozoide. Antes de la fer-
tilizacion el espermatozoide debe recibir y
procesar sefiales del ambiente para localizar
el ovocito (Kelly, 1995). El plasma seminal
contiene altas concentraciones de citoquinas
y quimioquinas y otros compuestos bildgicos
que ejercen un potente efecto sobre el siste-
ma inmune de la hembra. Se ha demostrado
que el semen induce una aguda inflamacion
en la mucosa genital de la hembra después
del coito. La interaccion del espermatozoide
con esas quimios atrayentes primarios influen-
cia el movimiento del espermatozoide
direccionandolo al sitio de la fertilizacion
(Robertson, 2007). E1 CCR6 mRNA es ex-
presado en el testiculo y la proteina se locali-
za sobre el plasma de membrana del esper-
matozoide; hay presencia de CCR6 sobre la

11
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superficie del espermatozoide; esta region
estd involucrada en la motilidad e hiperac-
tivacion, un patron de motilidad especializado
asociado con la capacitacion (Caballero-Cam-
poetal., 2014).

El gen TBPLI (Tata Box Binding
Protein like 1) interviene en la regulacion de
la transcripcion en la espermatida. Este gen
codifica un miembro de la familia de protei-
nas de unidn a caja TATA y tienen un papel
critico en la transcripcion por la ARN
polimerasa II como componentes del com-
plejo de factor de transcripcion 11D (TFIID)
(Isogai et al., 2016). Igualmente, desempeia
un papel importante en la espermatogénesis
y los polimorfismos de un solo nucleétido, y
pueden estar asociados con la infertilidad
masculina. Ademas, se involucra en la orga-
nizacion de la cromatina, y es requerido para
la apropiada formacion y mantenimiento del
cromocentro (Catena et al., 2006). La muta-
cion de TBPLI produce una arquitectura
anormal de la cromatina y puede causar una
falla de la posicion de los centrémeros y se
exhiben multiples cromocentros. Asi, los de-
fectos en las espermatidas redondas guian a
una amplia apoptosis en las espermatidas alar-
gadas con poca produccidon de esper-
matozoides (Berkovits y Wolgemuth, 2011).

CONCLUSIONES

e Latemporada (secay lluvia) incidio so-
bre el porcentaje de espermatozoides
normales observados mientras que el
estado reproductivo (monta o descanso)
tuvo relacion con la concentracion
espermatica en bovinos Brahman.

e Los genes INSIGI y PAXIP] identifica-
dos alrededor de la sefial de asociacion
en el BTAU4 (BTA-98685-no-rs) po-
drian estar relacionados con la concen-
tracion espermatica en Brahman, Es
necesario validar este resultado en una
muestra de mayor tamafo asi como con
un mayor nimero de marcadores.
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e Lasefal de asociacion en BTA9 se ubi-
ca junto a los genes PACRG, UBE2J1,
CCR6 y TBPL1, los cuales hacen parte
del desarrollo y diferenciacion esper-
matica e influyen en la morfologia de los
espermatozoides. Estos genes podrian
ser objetivo de analisis para la evalua-
cion de anormalidades de esperma-
tozoides.
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