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RESUMEN

Las ovejas son un importante recurso genético que a lo largo del tiempo ha sido
modificado su acervo genético, en donde la seleccion natural por la interaccion del ambiente
y la seleccion artificial han dado como resultado multiples rasgos sobresalientes como la
resistencia, adaptabilidad y la prolificidad. Particularmente la oveja Pelibuey es una raza que
presenta buenos atributos como es la rusticidad, la excelente capacidad materna, la resistencia
a los parasitos; Ademas presenta comportamientos reproductivos a lo largo del afio, baja
estacionalidad reproductiva y niveles de prolificidad en promedio de 1.5 crias por parto. En
la actualidad existe herramientas biotecnoldgicas como la tecnologia de chip de ADN, basada
en el estudio de asociacion del genoma completo (Genome-Wide Analysis Studio, GWAS),
lo que permite identificar una cantidad considerable de marcadores en todo el genoma de los
animales, como los SNPs (Polimorfismos de un solo nucle6tido), porque pueden tener efecto
sobre los rasgos productivos de importancia. El objetivo del presente estudio fue identificar
corridas de homocigosidad (ROH), coeficiente de consanguinidad (F) y el tamafio efectivo
de la poblacion (Ne) en ovejas Pelibuey que tuvieron dos crias en el parto usando Ilumina
OvineSNP50 BeadChip, se pudo observar que hubo una disminucion de Ne de 535 a 192 en
las primeras generaciones, también se identificaron 2,194 SNPs en ROH en el grupo de las
ovejas Prolificas y 2,185 SNPs en ROH en el grupo de las No-prolificas. Se identificaron
SNPs asociados con la caracteristica de la prolificidad cerca de los genes (LINGO2, FLRT2,
ADRB3), asociados a la regulacion positiva de la asamblea de la sinapsis los genes (DGKG,
DGKE, DGKB y DGKI) que estos asociados a la transduccion de sefiales intracelulares via
con via de sefializacién del receptor acoplado a C-proteina G-activadora de proteina quinasa.
Estos resultados muestran genes los cuales pueden actuar como mediadores de sefiales, asi
como una actividad en el desarrollo embrionario, estos resultados pueden contribuir a la

identificacion de rutas metabdlicas asociadas con la prolificidad en la oveja Pelibuey.

10



ABSTRACT

Sheep are an important genetic resource whose gene pool has been modified over
time, where natural selection by the interaction of the environment and artificial selection
have resulted in multiple outstanding traits such as resistance, adaptability and prolificacy.
In particular, the Pelibuey sheep is a breed that has good attributes such as rusticity, excellent
maternal capacity, resistance to parasites; It also presents reproductive behaviors throughout
the year, low reproductive seasonality and prolificacy levels on average of 1.5 offspring per
parturition. Currently there are biotechnological tools such as DNA chip technology, based
on the study of the association of the whole genome (Genome-Wide Analysis Studio,
GWAS), which allows to identify a considerable number of markers in the entire genome of
animals, such as SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), because they can have an effect
on important productive traits. The objective of the present study was to identify
homozygosity runs (ROH), inbreeding coefficient (F) and the effective population size (Ne)
in Pelibuey ewes that had two calves at parturition using llumina OvineSNP50 BeadChip, it
could be observed that there was a decrease in Ne from 535 to 192 in the first generations,
2,194 SNPs were also identified in ROH in the Prolific sheep group and 2,185 SNPs in ROH
in the Non-prolific group. SNPs associated with the characteristic of prolificacy were
identified near the genes (LINGO2, FLRT2, and ADRB3), associated with the positive
regulation of the assembly of the synapse genes (DGKG, DGKE, DGKB and DGKI) that
these associated with transduction. intracellular signaling via the C-protein G-activator
protein kinase-coupled receptor signaling pathway. These results show genes which can act
as signal mediators, as well as an activity in embryonic development, these results can
contribute to the identification of metabolic pathways associated with prolificacy in Pelibuey

sheep.

11
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL
1.1. INTRODUCCION

Las ovejas (Ovis aries), son una especie productiva de la cual el hombre, ha obtenido
alimento y vestido a partir de los productos que se obtienen de ella tales como: carne, lana,
leche y pieles (Teletchea, 2019). Las ovejas fueron domesticadas hace aproximadamente
9000 afos y desde entonces se han convertido en un importante animal de granja (Chessa et
al., 2009). Su temperamento es considerado tranquilo, asustadizo y siempre esta alerta, su
rusticidad compite con la cabra en cuanto al medio de alimentacion y pueden vivir entre 18

0 20 afos, pero su vida en produccién dura hasta los 8 0 9 afios (Nacimba, 2018).

El tamafio de camada (prolificidad), se define como el porcentaje de corderos nacidos a
término de hembras expuestas a los carneros. Este indice se considera de mucha importancia
econdmica (Duguma et al., 2002), ya que es conocido como el de mayor potencial
productivo y economico, logrando un incremento rapido y sustancial en el nimero de
corderos para el destete, al mismo tiempo reducir los costos de produccion. Sin embargo,
este pardmetro puede estar determinado por la raza, las condiciones nutricionales, el peso
corporal, clima, la época del empadre, la edad de las ovejas y la sincronizacién mediante
hormonal (Aguerrebere, 1981). En diversos estudios en ovejas (Mulsant et al., 2001,
Hanrahan et al., 2004, Abdoli et al., 2016), se han reportado mutaciones tipo polimorfismo
de nucleétido unico (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs), en los genes de la Proteina
Morfogénica Osea 15 (BMP15), la Proteina Morfogenética Osea, ligada al receptor 1B
(BMPR-1B), y el Factor de Diferenciacion del Crecimiento 9 (GDF9), cada uno con aumento
sobre la tasa de ovulacién (Mulsant et al., 2001, Hanrahan et al., 2004, Abdoli et al., 2016).

La oveja Pelibuey es una de las razas predominante en México, ya que su adaptacion a
las diferentes regiones geogréaficas, no presenta estacionalidad reproductiva y su capacidad
de transformar los recursos forrajeros en carne (Aguilar-Martinez et al., 2017), y la
capacidad de presentar una produccion a lo largo del afio la hace una oveja ideal para ser
incluida en los diferentes sistemas de produccién (Arroyo, 2011). Estas caracteristicas la han

1
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hecho atractiva para realizar cruzamientos con razas especializadas utilizando el vigor

hibrido, pero al mismo tiempo ponen el riesgo el acervo genético, por la disminucion de la
variabilidad genética y la presencia de endogamia dentro de los rebafios (McHugo et al.,
2019). La aplicacion de tecnologias genémicas, como el genotipado de alto rendimiento y el
andlisis bioinforméatico, han facilitado la evaluacion de la endogamia genomica,
proporcionando los niveles de consanguinidad en relacion con las poblaciones de referencia

en un numero especifico de generaciones (Curik et al., 2014).

Las corridas de homocigosidad (ROHSs), son estructuras de haplotipos heredados por los
padres, estas extensiones en el ADN pueden determinar la estructura y evolucion de una
poblacién (Purfield et al., 2012, Magi et al., 2020). Los ROH son segmentos homocigotos
contiguos del genoma, que pueden ofrecer informacion de la historia, la estructura, los
eventos demograficos y la diversidad genética general de la poblacién (Ceballos et al., 2018).
Asi también, un nimero medio mas bajo de ROH y valores de coeficiente de consanguinidad

reflejan la mezcla y el flujo de genes (Mastrangelo et al., 2021).

La presencia de la consanguinidad (endogamia), puede indicarse por la presencia de ROH
largo; cuanto més largo es el ROH, es mas probable que se produzca una endogamia reciente
dentro de un éarbol genealégico, ya que hay oportunidades limitadas de que en la
recombinacion se fragmenten estos segmentos de haplotipos (Li et al., 2019). Los ROH se
pueden utilizar como un estimador de los niveles de endogamia en el genoma completo,
ademas la distribucion de patrones de los ROH en el genoma puede informar sobre regiones
gendmicas que probablemente han sido sometidas a la seleccidn, ya sea reciente o antigua
(Purfield et al., 2017).

Una alternativa es el andlisis de conjuntos de genes basado en el analisis de asociacién
del genoma completo (Genome-Wide Association Analyses, GWAS), para utilizar
informacion genodmica para evaluar el coeficiente de consanguinidad y sus efectos sobre las
regiones homocigotas asociadas a la prolificidad en diferentes razas de ovinos (Tao et al.,
2021).



TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO-

EDUCACION

Los analisis cuantitativos permiten la identificacion de los rasgos y su heredabilidad sobre

los animales que expresa un mayor potencial, que pueden ser utilizados en programas de
mejoramiento genético y asi aumentar y mejorar parametros econémicos (Purfield et al.,
2017). Las regiones genOmicas que son sometidas a selecciones tienen rachas de
homocigosidad tales como diversidad de nucleétidos reducidos, las rachas de loci
homocigotos, la presencia de longitudes continuas de genotipos homocigotos en un animal
puede atribuirse a que los ROH, nos dan informacion sobre la descendencia de un animal asi
como su poblacién en conjunto (Li et al., 2019). Los ROHSs pueden calcular coeficientes de
consanguinidad gendmica, haciendo posible la evaluacion de la endogamia a través de datos

gendmicos y en paralelo incorporar a la informacién de pedigri (Tao et al., 2021).

Por lo anterior el objetivo del presente trabajo fue identificar regiones gendmicas en ROH
que han sido sometidas a seleccion, utilizando el genotipado de SNP de densidad media para

identificar genes asociados con el rasgo de prolificidad en ovejas Pelibuey prolificas.
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1.2. ANTECEDENTES

1.2.1. Produccion ovina en México y en el mundo

Los paises con mayor produccion de ovinos en el ambito internacional son: China
(2.476.138 t), Australia (729,736 t), Nueva Zelanda (462,575 t), Turkia (361,785 t), Argelia
(336,724 1), Iran (315,231 t), Reino Unido (289,320 t), India (230,098 t), Rusia (206,925 t) y
Uzbekistan (184,397 t) siendo los paises con mayor produccion de cordero en el afio de 2019
(Nation Master, 2019). Desde 2014, la produccion de cordero en México aumentd 1.9% afio
con afio, mientras que, en el afio 2019, el pais ocupé el puesto 34 entre otros paises en
produccion de cordero con 64,031t (SIAP, 2021), esto representd un incremento de alrededor
del 1,7% en comparacion con el volumen de produccion reportado un afio anterior. Siendo
los principales estados que cuentan con la mayor produccion de ovinos en México se
encuentran Hidalgo, Estado de México, Veracruz, Oaxaca, Zacateca y Puebla, siendo estos
los que ofrecen la mayor produccion de carne en canal (SIAP, 2021).

El consumo de carne de ovino en México, en comparacién con otros paises es bajo,
sin embargo, la produccién es insuficiente para cubrir la demanda interna por lo que se

recurrido a la importacion de carne congelada (Hernandez et al., 2014).

1.2.2. Caracteristicas relacionadas con el comportamiento productivo

Los animales que conforman el ganado ovino son buenos productores de leche y carne,
pero también lo son como proveedores de lana que se emplea en la industria textil. Los ovinos
son pequefios rumiantes con capacidad de transformar proteinas y energia de los forrajes en
carne, permitiendo un nivel deseable de produccion (Saenz-Garcia, 2007), en condiciones
heterogéneas de produccion (Aguilar-Martinez et al. 2017). En el tropico de México la cria
de ovejas de pelo (Pelibuey, Blackbelly y Katahdin), siendo estos las principales razas
empleadas para la produccion (Macias-Cruz et al., 2012). Entre los parametros productivos
se incluyen: peso al nacimiento, peso al nacer, peso al destete peso de la camada al destete,
ganancia de peso diaria de peso al destete y postdestete (Gonzalez-Gardufio et al., 2010).

4
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El peso al destete esta influenciado principalmente por la edad en la que este ocurre

(generalmente entre los 60 y 90 dias) y van de los 11 a los 16 kg. Las ganancias de peso
durante la lactancia y después del destete se muestra variable, dependiendo del manejo tanto
de la cria como la de la madre. Los indices de mortalidad son variados entre las unidades
productivas y estan determinados principalmente por el sistema de produccion, siendo en los
extensivos donde ocurren las mayores pérdidas con respecto a los intensivos (Aguilar-
Martinez et al., 2017).

Cuadro 1-1. Pardmetros productivos mas representativos observados en estudios realizados
en diferentes partes de México.

Valencia Segura, Hinojosa- Quiroz et
. Alvarado, ]
Variable et al. 1996 2005 Cuellar et al. al. 2012
1974 2015
Peso al nacer (kg) 2.8 3.45 - 2.84 2.55
Peso al destete
16.14 11.49 - 14.96 12.77
(kg)
GDP durante la
. 148.22 89.33 - 139.4 170.33
lactancia (g)
GDP postdestete
postdes 157.66 ; ; ; 199.25
9
Tasa de corderos
. - 1.14 1.55 - -
nacidos
Tasa de corderos
- 0.99 1.22 - -
destetados
Mortalidad (%) - 15.1 7-14 - -

GDP: Ganancia diaria de peso.

1.2.3. Caracteristicas reproductivas en las ovejas

Las razas de pelo estdn cobrando gran importancia en México, pues se han ido a
adaptando a las diferentes condiciones ambientales, la estacionalidad estd muy marcada en
los ovinos, pues permite mejorar los indices productivos y reproductivos de los animales por

lo tanto el seleccionar los genotipos de mayor calidad y productividad, permitiendo acortar
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el intervalo entre los partos y la obtencion de mas crias por hembras (Gonzélez-Gardufio et
al., 2010).

Particularmente la raza Pelibuey es un pequefio rumiante, tienen una gran adaptacion
a los diferentes tipos de clima por lo tanto esta distribuida en la mayor parte del territorio
mexicano. Presentan un tamafio pequefio a mediano, pudiendo presentar un peso vivo entre
35y 80 kilos (Aguilar-Martinez et al., 2017).

Entre los pardmetros reproductivos en las ovejas se pueden encontrar: la edad de
presentacion de la pubertad, la oveja Pelibuey alcanza la pubertad entre los 6 y 8 meses de
edad, cuando se manejan en condiciones intensivas (Roldan-Roldan et al., 2016), una de las
caracteristicas de la oveja Pelibuey es que son consideradas continuas (oveja que presenta
ovulacion en abril durante tres afios consecutivos, corresponde al anestro profundo, recién
destetada y aislada del macho), lo que quiere decir que pueden ciclar durante todo el afio
(Arroyo et al., 2007, Roldan-Roldan et al., 2016). La edad al primer parto, prolificidad,
duracién de la gestacion tienen un periodo tiene una duracién de aproximadamente de cinco
meses (Hinojosa-Cuéllar et al., 2015), es importe una atencién adecuada y un buen manejo
de la oveja para asi poder obtener ovejas sanas (Gamez-Vazquez y Cervantes-Becerra, 2014),
intervalo entre partos, es uno de los parametros productivos mas comunmente utilizados
como indicador de la eficiencia productiva de una explotacion y se define como el nimero
medio de dias que transcurre entre un parto y el siguiente. Una de las caracteristicas
principales de la oveja Pelibuey es su fertilidad con valores mayores al 80% (Hinojosa-
Cuellar et al., 2015, Aguilar-Martinez et al., 2017). Abortos, estos son definidos como el
nacimiento o expulsion de un cordero muerto antes de la fecha estimada del parto, estos son
categorizados en tempranos (antes de los 60 dias dias), medios (entre los 60 y 120 dias) y los
tardios (120 a 145 dias), al igual que basicamente son por dos tipos de causas: infecciosas y

no infecciosas (Benavides, 2009).

Las hembras ovinas son animales que presentan varios estros (celos), en las diferentes
estaciones del afio cuando predominan las horas de oscuridad por sobre las horas de luz, esto

ocasiona que su actividad reproductiva ovarica se presente en su maxima expresion de
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fertilidad en verano y otofio con la manifestacion de varios celos (Indap, 2008). Esta

estacionalidad reproductiva, en algunas razas como Merino, Dorset u otras, no estan tan
marcadas por lo que permite que la reproduccion sea en diferentes épocas del afio (Aguilar-
Martinez et al., 2017)

Los ovinos presentan dos etapas fisiologicas que estan bien definidas, una de estas
fases, es la fase de anestro estacional que son los dias largos, con ausencia de ciclos estrales
regulares, receptividad sexual y la ovulacién, en el macho cesa la espermatogénesis y la
libido. La otra fase fisioldgica que es conocida como la época reproductiva 6sea los dias
cortos, esta fase se caracteriza por la recurrencia estral, la conducta de estro y la ovulacién

de la hembra, en el macho se restablece la espermatogénesis y el deseo sexual (Arroyo, 2011).

El fotoperiodo puede ser considerado como un factor que regula estos factores y la
oveja posee un sistema neurofisiolégico que es capaz de transformar la sefial luminosa en
una sefial hormonal a través de la sintesis de melatonina y es por eso que detecta las

variaciones anuales en la duracion del fotoperiodo (Arroyo, 2011).

Cuadro 1-2. Caracteristicas reproductivas en la oveja Pelibuey.

. Magaria- Roldan-
. Galina et al. Segura et |
Variables Monforteet Roldan et al.
1996 al. 1996
al. 2019 2016

Edad a la pubertad (dias) - - - 230-239
Peso a la pubertad (kg) - 24.3 - -
Edad al primer parto (dias) 447 - 477 -
Fertilidad 92 80.4 - -
Prolificidad 1.55 1.23 141 -
Intervalo de partos (dias) 254 - 255.9 -
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La temperatura es un factor que influye fuertemente en la actividad reproductiva en
los ovinos, pues temperaturas superiores a 31°C pueden provocar anestro o infertilidad
estacional, de igual manera la disponibilidad de alimento también juega un rol fundamental
pues de esto depende que las ovejas estén optimas a la monta, puede determinar menor
fertilidad y prolificidad cuando el alimento es escaso y también retrasar el inicio de la
actividad reproductiva (Indap, 2008). En los ovinos la fertilidad y prolificidad asciende con
la edad, llegando a su méxima expresion a los tres afios, luego se mantiene por unos dos afios

para luego empezar a disminuir (Indap, 2008).

Particularmente la ovejas Pelibuey alcanzan la pubertad aproximadamente a los 230
dias, cuando exhiben un peso corporal de 25 kg (Segura et al., 1996, Roldan-Roldéan et al.,
2016, Aguilar-Martinez et al., 2017). En el cuadro 1-2, se observa la comparacion de algunas
caracteristicas reproductivas reportadas en estudios donde la oveja Pelibuey tiene un alto
indice de fertilidad en comparacién a otras razas de ovejas, en el caso de la prolificidad se
observa que los valores varian entre 1.2 y 1.5, pero se debe tener en cuenta que con un buen

manejo este indice puede llegar a incrementar.

1.2.4. Prolificidad y los procesos de la foliculogénesis en ovejas

La eficiencia reproductiva o el nimero de corderos destetados por afio, es un
parametro de importancia dentro de los sistemas de produccion ovina. Un elevado porcentaje
de destete significa un adecuado nimero de corderas para aplicar una seleccion rigurosa en
planes de mejoramiento genético (Buratovich, 2010).

La prolificidad esta definida como el nimero de corderos nacidos por oveja parida,
se considera la prolificidad como una caracteristica importante en la reproduccion, pues tiene
un impacto productivo y economico porque es facil lograr incrementos rapidos y sustanciales
en el nimero de corderos, sin que se tenga que subir los costos de produccion (Chavez, 2011).
Se ha reportado, que el tamafio de la camada esta asociada a los procesos reproductivos como:

la tasa de ovulacion (Vifioles, 2011). El desarrollo folicular (foliculogénesis) es un proceso
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sensible a la nutricidn, y esta determinado por la tasa ovulatoria en el ovino, su proceso es

lento y dura mas de 120 dias (Vifoles, 2011). En las etapas finales de desarrollo, cuando los
foliculos se vuelven mas sensibles a las gonadotropinas, su crecimiento ocurre en ondas de
desarrollo folicular. Un grupo de foliculos es estimulado para crecer gracias a un aumento en
las concentraciones de Hormona foliculo estimulante (FSH), de donde se selecciona un
foliculo, mientras se desarrolla segrega esteroides que inhiben el crecimiento de los demas
foliculos del grupo (Vifioles, 2011).

La maduracion de los foliculos depende de un cambio dependiente de FSH a Hormona
luteinizante (LH), los foliculos responden a aumentos en sus niveles de energia través de
diferentes vias metabodlicas, que aumentan la sensibilidad de la FSH y permiten que aumente
la cuota ovulatoria. En el ciclo estral, se desarrollan 2 a 4 ondas de crecimiento folicular
(Vifoles, 2011). La variacion en el nimero de ondas depende en parte de la condicion
corporal de las ovejas. Una condicion corporal mas elevada se asocia con un mayor nimero
de ondas foliculares y una mayor tasa ovulatoria. Cuando aumenta la tasa ovulatoria, los
foliculos no necesariamente ovulan de la ultima onda del ciclo, sino que la codominancia
puede involucrar la pendltima onda del ciclo. Esto deja en evidencia que el fenémeno de
dominancia no es tan estricto en la oveja, y esa flexibilidad es la que permite manipular mas

facilmente la tasa ovulatoria (Vifioles, 2011).

1.2.5. Factores transformantes B (TGFp)

Los factores de crecimiento son polipéptidos y proteinas semejantes a las hormonas,
que acttan predominantemente en forma paracrina y autocrina, y participan en la promocién
de la actividad miogénica necesaria para la proliferacion y remodelacion del tejido local. Su
mecanismo de accion consiste en provocar respuestas celulares mediante la union a

receptores especificos en la superficie celular en su tejido blanco (Matiller et al., 2014).

Estudios recientes han demostrado que los factores de crecimiento también regulan
diversas proteinas en el ciclo celular y pueden tener un efecto directo o indirecto sobre la
proliferacion celular. La superfamilia del TGF es una agrupacion muy grande de proteinas
multifuncionales que afectan diversos procesos celulares que van desde la regulacion de la
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diferenciacion y proliferacion celular, hasta procesos fisiologicos complejos como la

inflamacion y la cicatrizacion de tejidos (Matiller et al., 2014).

También existe evidencia donde se implica a los miembros de la superfamilia TGFp
como reguladores del desarrollo folicular ovéarico en mamiferos y se ha determinado la
progresion a través de los sucesivos estudios de desarrollo folicular que requiere una
comunicacion bidireccional entre el ovocito y las células de la granulosa al igual que las
células tecas (Eppig 2001), y que en este cambio de informacion participa la superfamilia del
TGFEp (Pfeffer et al., 2007, Webb et al., 2007, Matiller et al., 2014).

Los ovarios desempefian dos funciones principales, la produccion de ovocitos y la
secrecién de hormonas, ambas se relacionan estrechamente entre si, con una eficiencia
reproductiva en bovinos (Matiller et al., 2014). Los foliculos son unidades funcionales del
ovario y cada uno se compone de un ovocito rodeado por una o mas capas de células
somaticas (Matiller et al., 2014).

La superfamilia se compone de: TGFp1, TGFf52, TGFf33, BMP (Bono Morphogenetic
Protein), AMH (Anti-Mullerian Hormone) y Activina/Inhibina. A partir de sus caracteristicas
estructurales, han sido clasificadas en otras subfamilias: -Subfamilia TGFf: comprende
TGFpI1, TGFB2 y TGFp3, - subfamilia BMP: con mas de 20 miembros, subfamilia GDF: con
al menos 9 miembros, subfamilia Activina/Inhibina: incluye activinas A. AB, B e inhibinas
Ay B (Matiller et al., 2014).

1.2.6. Genes ligados a los procesos reproductivos

La incorporacion de un gen asociado a la a los rasgos de importancia econémica,
mejora la seleccién asistida por marcadores conduciendo a una mayor ganancia genética
(Davis, 2005, Chaparro, 2019).

Piper y Bindon en (1980), presentaron un trabajo de la transmision de la prolificidad
qgue observaron en un rebafio de Merinos Boorola, concluyeron que la elevadisima
prolificidad de esos animales podria deberse en parte a la accion de un gen mayor que

afectaba la tasa de ovulacion.
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Las mutaciones que incrementan la tasa de ovulacion y afectan en la fecundidad de

las ovejas se han encontrado en los genes GDF9 (Growth Differentiation Factor 9), BMP15
(Bone Morphogenetic Protein 15), BMPR1B (Bone Morphogenetic Protein Receptor Type
1b) y FSHR (Hormona Receptor Foliculo Estimulante) (Chaparro, 2019).

1.2.7. Receptor de proteina morfogenética 6sea 1B (BMPR-1B)

Después de afios de investigacion se identificd la mutacion en el gen que codifica el
receptor tipo 1B de la BMPR-1B que se localiza en el cromosoma 6 ovino (Lavifia, 2012).
Hay tres genes que codifican el receptor tipo 1B de BMPRL1B, el gen de transformacién del
crecimiento, al que se le denomina proteina morfogenética del hueso 15 (BMP15) y el gen
de diferenciacion de crecimiento (GDF9), estos tres pertenecen a la misma via metabdlica de
control de ovulacion (Lavifia, 2012).

El gen BMP15 y GDF9 son de la familia de los TGFp (Factores de transformacion
del crecimiento P) y el gen BMPR-1B es el que codifica precisamente un receptor de TGFp.
El gen BMPR-1B se localiza en el cromosoma 6 y en el que se conoce la mutacion Boorola,
el gen BMP15 esté ligado al cromosoma X y se han localizado en diferentes variantes
implicadas en incrementos de prolificidad en razas como Inverdale, Hanna, Belclare,
Cambridge y Lacaune. EI GDF9 se localiza en el cromosoma 5, existiendo en la raza ovina
Galway gracias a una mutacion del mismo que se asocia igualmente a incrementos de la
prolificidad (Hanrahan et al., 2004, Lavifia, 2012).

El gen BMPR-1B fue el primer gen mayor descubierto (Wilson et al., 2001) este gen
corresponde una mutacion en un Unico nucleétido, su efecto es aditivo sobre la tasa de
ovulacion, cada copia sucesiva del gen aumenta la tasa de ovulacion en aproximadamente
1.5 dvulos de media, pero solamente entre 1 y 0.5 corderos al nacimientos (Wilson et al.,
2001, Lavifia, 2012), tiene como secuencia codificante 10 exones (Mulsant et al., 2001). En
Merino Boorola de arles se introdujo el gen por introgresion, la prolificidad superior de las
hembras heterocigotas, comparadas con las que no llevan el gen resulto en aumento de 0.6
corderos Vvisos por parto a setenta dias, lo que dio como resultado un 40% mas de peso de

cordero comercializado por oveja, a pesar de que los pesos individuales de los corderos son
11
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mas bajos. Esta mutacion de FecB en BMPR-1B se basa en la transicion de A > G en el

nucleotido 746 en el marco de lectura abierto y se asocia con el fenotipo de hiperprolifico en
la oveja Boorola (Mulsant et al., 2001). Después de varios estudios esta mutacion se mostré

en otras razas de ovejas en todo el mundo.

1.2.8. Proteina morfogenética dsea 15 (BMP15)

El gen BMPR15 esta ligado al cromosoma X, en la modulacion de la ovulacion y este
se demostrd por primera vez en la raza Inverdale (FecX'), se encuentra en la region
recombinante del cromosoma X, por lo que esta ligado al sexo, entonces los machos (XY) y
solo pueden presentar una copia del gen, mientras que las hembras (XX) presentan dos, y
pueden por lo tanto portar las variantes de BMP15 en homocigosis o heterocigosis (Lavifia,
2012). Esto condiciona el modo de herencia y el efecto de las mutaciones del gen, al estar
situado en el cromosoma X, un macho mutado transmite la mutacion a todas sus hijas, pero
a ninguno de sus hijos; mientras que en una hembra heterocigota pasa su mutacién a la mitad

de sus descendientes.

Las principales mutaciones o polimorfismos que incrementan la tasa de ovulacion y
afectan la fecundidad se ubican en el gen BMP15 (razas Inverdale, Hanna, Belclare,
Cambridge y Lacaune). También se le conoce como inverdale (FecX'), fue uno de los
primeros genes reportados con efecto mayor sobre la tasa de ovulacién en ovejas (Galloway
et al., 2000, Mcnatty et al., 2003, Palomera y Morales, 2014). El locus FecX' se encuentra
localizado en una region a 10 centimorgans (cM) del centro del cromosoma X. la
secuenciacion del gen ovino muestra ser similar a la del humano(~80 %), raton (~76 %) y
rata (~75 %), siendo de una longitud de 1,179 pb contenida en dos exones (Montgomery et
al., 2001).

La proteina BMP15 actla a través de una cascada de proteinas sefializadores (via
Smad), que son responsables de un enorme rango de comportamientos fisioldgicos a nivel
celular, incluyendo el desarrollo y maduracion de ovocitos (Shimasaki et al., 1999, Xu et al.,
2010, Palomera y Morales, 2014). Los efectos bioldgicos de los BMPs son mediados por

receptores celulares de superficie especificos tipo | y Il, estructuralmente similares; ambos
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poseen actividad serina/treonina cinasa intrinseca, cuya estimulacion inicia cascadas de

sefializacion intracelular que regulan eventos transcripcionales esenciales para la

proliferacion y la diferenciacion celular (Pangas et al., 2008).

Los cambios nucleotidicos en el gen BMP15 producen un incremento de al menos 1.0
en la tasa ovulatoria y 0.6 en el tamafio de camada (Galloway et al., 2000, Montgomery et
al., 2014) asociado a una mayor sensibilidad de los foliculos a la FSH, sin embargo la BMP-
15 se expresa en el ovocito de varias especies y es un gen candidato para el fenotipo asociado
con el tamafo de camada en ovejas (Montgomery et al., 2001, Davis, 2005).

1.2.9. Factor de diferenciacion del crecimiento (GDF9)

El gen GDF9 esta mutacion fue encontrada por primera vez en una familia de ovejas
prolificas Belclare y luego en la raza Cambridge (Hanrahan et al., 2004) este gen se localiza
en el cromosoma 5 y es una mutacion en su secuencia origina la sustitucion de un aminoéacido
con efectos sobre la prolificidad. Este gen como el gen BMP15 codifica una proteina
expresada en el ovario, de forma particular en los foliculos. En estado heterocigoto, la
mutacién de este gen proporciona un aumento de la tasa de ovulacién, pero en homocigosis
se observa una esterilidad funcional. Este gen se localiza en el cromosoma 5 de la oveja y
contiene 2 exones (Bodensteiner et al., 1999, Lopez-Ramirez et al., 2014), este gen se
extiende a través de una regidon gendmica de aproximadamente 2,5 kb y contiene dos exones
que codifican un propeptido de 453 aminoacidos separados por un Unico intron de 1126 pares
de bases (LOopez-ramirez et al., 2014). Se han notificado SNPs en el gen GDF9 (G1 a G8) en

ovejas cambrigde y belclare (Hanrahan et al., 2004).

El gen Laucaune fue encontrado en una poblacion seleccionada desde 1.976 para
prolificidad, el progreso genético rapido, la aparicion de tamafios de camada muy altos, la
estimacion de la heredabilidad (h?), demasiado elevada para este caracter (h?=0.4), las
anomalias de transmisidn entre los valores genéticos de unos machos y los hijos, fueron dudas
que incitaron a disefiar en una granja experimental un protocolo especifico para la deteccion

de un gen mayor (Lecerf et al., 2002, Lavifia, 2012).
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El gen FecX2" es un gen que aumenta la tasa de ovulacién en 0.39 évulos y el tamafio

de la camada en 0.25 corderos, su particularidad es su tipo de transmisién completo (Davis,
2005, Lavifia, 2012), pues como el BMP15 se encuentra en el cromosoma X, significa que
un macho lo transmite a todas sus crias hembras, pero a ninguno de sus crias machos, otra
peculiaridad de este gen es que estd sometido a una impronta materna, lo que quiere decir
que la expresion de este gen esta desactivada cuando se hereda de la madre y esta activada
cuando se hereda del padre, pero esta impronta es particular pues su abolicion se produce

Unicamente cuando un macho hereda el gen de una hembra silenciosa.

El gen receptor de la Hormona Foliculo-Estimulante (FSHR), juega un papel que es
importante en el desarrollo folicular en mamiferos (Heckert et al., 1992). Es un receptor que
transmite la informacion bioldgica para el crecimiento del foliculo-estimulante a las crias. La
FSH es regulada a través de la granulosa (Griswold et al., 1995). Estudios han demostrado la
existencia de polimorfismos de nucledtido simple en la region 5 del gen FSHR, en ovejas
con alta y baja prolificidad, siendo las heterocigotas las que tienen una alta probabilidad de

tener mas crias (Chu et al., 2012).

Se ha encontrado mutaciones del gen FSHR que acttan directamente sobre los niveles
de FSH y que en consecuencia afectan la fase folicular teniendo efectos significativos en el

tamario de camada (Pan et al., 2014).

1.2.10. Activina e Inhibina

Las inhibinas son glicoproteinas dimericas cuyas subunidades estan unidas por un
enlace disulfuro al igual que las actinas que son proteinas filamentosas del protosoma celular
que son las encargadas de otorgar su forma a la célula y asi fijar las proteinas a la membrana,
participar en los movimientos celulares y al igual que es asociada a la miosina. La subunidad
[ esta presente en ambas proteinas, pero la molécula de inhibina estd formada, ademas, por
una subunidad o. La subunidad a es unica, pero de la subunidad B existen dos formas: B A'y
BB. Es asi que existen dos isoformas de inhibina de acuerdo a la subunidad 3 que posea: la
inhibina A (0¢fA) y la inhibina B(apB). La Activina es un dinero compuesto por las mismas

subunidades B que la inhibina. Existen tres isoformas de acuerdo a las 2 subunidades 3 que
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se asocien: la Activina A (BA BA), la Activina B (BBBB) y la Activina AB (BABB) (Bleach
et al., 2001, Matiller et al., 2014).

La foliculostatina también se une a la inhibina, pero su afinidad es mucho menos y
no neutraliza sus efectos bioldgicos(Knight & Glister, 2001; Matiller, 2014). Se han
identificados cinco isoformas de foliculostatina las cuales presentan distinta afinidad de
unién a la Activina (Glister et al., 2006). La actina, inhibina y foliculostatina son sintetizadas
por las células de la granulosa, pero ejercen no solo un efecto autocrino sino también
paracrino sobre las células de la teca y el ovocito. Estas acciones incluyen la modulacién del
crecimiento folicular, respuesta a las gonadotropinas, esteroidogenesis, maduracion del

ovocito, ovulacion y funcién del cuerpo luteo(Knight y Glister, 2001).

1.2.11. Receptor de la prolactina (PRLR)

El gen receptor de prolactina, también conocido como PRLR, se ubica en el
cromosoma 16 porcino y ovino. La hormona de la prolactina actia en muchos procesos
endocrinos esenciales para la reproduccién, en su accion interviene el receptor (PRLR), este
gen pertenece al miembro de la familia del receptor la hormona de crecimiento(Palomera et
al., 2014). En diversas investigaciones se ha encontrado que este gen tiene un efecto mayor

sobre la prolificidad en ovejas cola corta (Palomera et al., 2014).

La fertilidad esta relacionada directamente con el peso vivo, los cambios de peso y la
condicion corporal (musculo, grasa muscular y grasa subcutanea). La disminucién en el
porcentaje de concepcion, en el periodo de la lactancia de las vacas se ha determinado que el

factor responsable de los trastornos reproductivos (Aguilar, 2012).

La disponibilidad de energia esta directamente relacionado con el patrén de
pulsatilidad normal de LH (Smith, 2010). Generalmente, los animales en produccién tienden
a un déficit de energia, que pueden alcanzar, la adaptacion al medio ambiente, la cantidad y
calidad de alimento (Campos et al., 2004, Galvis et al., 2005, Aguilar, 2012). En una
situacion de déficit energético los animales sufren alteraciones metabolicas que consiste
basicamente en la activacién de la glucogénesis (Campos et al., 2004, Aguilar, 2012). Las

Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMP) desempefian un papel clave en el mantenimiento de
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la viabilidad y el crecimiento folicular. Después de la formacion de los foliculos se vuelven

progresivamente dependientes de las gonadotropinas y los factores de crecimiento locales
actuan para inhibir o potenciar la accion de estas hormonas (Fortune, 2003). La evidencia
indica que las interacciones paracrinas mediadas por factores de crecimiento entre ovocitos
y células somaticas son cruciales para asegurar el perfecto desarrollo de estos tipos de células

a lo largo de la foliculogénesis (Eppig, 2001, Matzuk et al., 2002, Lima et al., 2010).

La proteina BMP-15, también conocida como factor de crecimiento y diferenciacion
9B(GDF-9B), corresponde a uno de los 35 miembros de la superfamilia TGF-f que esta
compuesta por la hormona anti-Mulleriana (AMH) y los constituyentes con las subfamilias
de TGF- Activina/inhibina, GDF, GDNF y BMP, esta tltima formada por aproximadamente
20 miembros (BMP-1,-2,-3,-4,-6,-7 y-15) (Matiller et al., 2014).

En ovejas, se detectaron proteinas y ARNm para BMP-15 para ALK-6 y BMPR-1I
tanto en células de granulosa como en ovocitos de foliculos preantrales (Souza et al., 2002,
Lima et al., 2010). De manera similar, se verifico la expresion de ARNm, para estos dos
receptores en cabras en ovocitos y células de la granulosa de foliculos antrales (Silva et al.,
2004, Lima et al., 2010), lo que sugiere un papel importante de BMP-15 en la regulacién y

funcién, dos tipos de células durante el desarrollo folicular.

Durante su accién biol6gica en la célula, BMP-15 se une principalmente al receptor
ALK-6 y luego promueve el reclutamiento del receptor BMPR-II al complejo preformado
(Moore et al., 2003). Este ultimo receptor, por tanto, induce la fosforilacion de ALK-6 ya
previamente unido a la proteina, determinando la fosforilacion de moléculas de sefializacion
intracelular denominadas SMS. Estas moléculas, clasificadas como SMS 1, 5y 8, interacttan
con otra molécula (Smad 4), resultando en la formacion de un complejo de sefializacion que
se transloca al nicleo para regular la transcripcion de genes diana y asi determinar la accion
de las proteinas (Moore et al., 2003, Lima et al., 2010). Estudios realizados en roedores
caracterizaron a BMP-15 como un potente estimulador de la proliferacion de células de la

granulosa, demostrando una intensa capacidad para incrementar la incorporacién de
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timidina-H3 y la cantidad de células foliculares in vitro (Otsuka et al., 2000, Lima et al.,
2010).

La leptina es una hormona de 146 aminoécidos, secretada al torrente sanguineo por
los adipocitos blancos. Ha sido implicada en diferentes funciones fisioldgicas y asociada con
algunas caracteristicas productivas y reproductivas en animales domesticos (Laguna et al.,
2007). Al ser leptina una hormona secretada por el tejido adiposo, la concentracion de esta
en sangre mayor cuanto mayor sea la proporcion de grasa corporal. Se sugirio que la leptina
es un predictor de peso corporal, circunferencia escrotal y concentracion de testosterona en
suero y el cual provee las bases para investigar la interaccion entre el crecimiento y

reproduccion en ganado (Laguna et al., 2007).

1.2.12. Genes candidatos asociados a la prolificidad en ovejas

Se han encontrado nuevos genes que pueden ser candidatos a la prolificidad como el
CABA, que se expreso en la raza Pelibuey pues regulo en el F1, es gen CA5A es un miembro
de la familia de la anhidrasa carbonica de metaloenzimas que contiene zinc, cuya funcién es
catalizar la conversion reversible de dioxido de carbono en bicarbonato. La enzima
mitocondrial CA5A juega un papel importante en el suministro de bicarbonato (HCOs.) a

muchas otras enzimas de la mitocondria (Pokharel et al., 2020).

En un estudio se demostrdé que el gen CA5A se expresa en los ovarios de la raza de
oveja Pelibuey (Hernandez-Montiel et al., 2020) donde se pudo reflejar que pudieron darse
a luz a dos corderos por parto en comparacién con los animales que dieron un cordero.
Entonces parece tener una funcion importante al menos hasta la etapa de reproduccion previa
a la implantacidn, es por eso que el nivel de expresién en los cruces del F1 en el Cuerpo
Lateo siguio el patron en el ovario es, por eso que el gen CASA es hereditario y
potencialmente un gen que se va a expresar por lo que se necesitan mas experimentos para

demostrar que se asocien a una alta prolificidad (Pokharel et al., 2020).

De igual manera el gen MTMR2, es un miembro de la familia de las miotubularinas
de las fosfatasas lipidas de inositol, un gran subgrupo de proteina-tirosina fosfatasa que se

conserva desde la levadura hasta los seres humanos (Franklin et al., 2011). En seres humanos
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este gen esta ligado a la enfermedad neuromuscular periférica de Charcot-Marie Tooth

tipolB, pero recientemente se le ha ubicado en el genoma del ovino ligado en un analisis de

prolificidad, siendo un gen de interés para ser investigado.

El gen DLGL, es una proteina que se encuentra en el genoma de la oveja, White en
el 2012, investigo el lentitivirus (OvLV) en ovejas Rambouillet, Polpay y Columbia, y lo
relaciono con el SNP DLGAP1, en gen DLGL1 y se cree que funciona manteniendo DLG1
en su lugar en las uniones celulares(Kim et al., 1997, White et al., 2012). El gen DLG1, es
un fuerte regulador negativo de la infectividad del VIH-1 de modo que el agotamiento de
DLG1 aumenta la infectividad del VIH-1 entre 5y 6 veces. Se concluyo que en ovejas las
variantes alélicas de DLGP1 pueden inferir fisicamente con el posicionamiento y/o funcion
de DLG1 (White et al., 2012). Pero al igual que el gen MTMR2, este gen también se le
relaciono con el tamafio de camadas en ovejas Pelibuey (Hernandez-Montiel et al., 2020), es

por eso que es un gen de interés para ser investigado.

El gen TRPM6, es miembro de la superfamilia de canales del potencial transitorio del
receptor (TRP), que se identificaron como regulador critico de la homeostasis del magnesio.
En ratones se demostrd que desempefia un papel fundamental en el desarrollo embrionario,
pues se vio que al carecer de TRPM6 mostro altas tasas de perdida embrionaria (Cuffe et al.,
2015), recientemente este gen ha aparecido en ovejas Pelibuey (Herndndez-Montiel et al.,
2020), demostrando que puede ser que esté relacionado con el nimero de camada numerosa

en ovejas, es por eso que debe ser considerado un gen de interés a investigar.

1.2.13. Uso de herramientas genémicas para la identificacion de genes de prolificidad

Actualmente se ha avanzado en el estudio de genética molecular, pues es posible la
busqueda de genes candidatos que controlan rasgos reproductivos. La seleccion asistida por
marcadores (MAS) utiliza secuencias de ADN que estan asociadas con un rasgo especifico,
lo cual permite complementar los datos fenotipicos utilizados para la seleccion, basandose
en una evaluacion molecular directa (Eydivandi et al., 2021). Para el desarrollo de
marcadores genéticos se utilizan SNP’s, ya que proporcionan informaciones precisas acerca

de la variacién alélica en un locus. Dado a estos avances se ha implementado esquemas para
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el mejoramiento genético como una estrategia para fortalecer caracteres productivos dentro

de los rebafios, haciendo estrategias se ha visto un incremento en la produccion, pero también
ha afectado la originalidad de las razas como un resultado de la introgresion genética.

Existen herramientas para la identificacion de genes, asi como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) asociada con la técnica de polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP), permite de manera rapida, simple y exacta la genotipificacion de SNPs.

Las estrategias basadas en PCR han impulsado enormes esfuerzos cientificos como
la identificacion del genoma humano (Garibyan y Avashia, 2013). Esta técnica requiere de
enzimas de restriccién que reconocen secuencias nucleotidicas especificas, permitiendo
discriminar las diferentes variaciones alélicas de interés, esta técnica se desarrollo en el afio
1983 cuando Kary Mullis desarrollo la técnica de amplificacion del ADN (PCR), esta ha
servido como una gran herramienta que permite diagnosticar y tipificar las especies. La PCR
puede generar un millén de copias a partir de una sola molécula, asi cuantifica cantidades
muy pequefas de secuencias especificas de acidos nucleicos, pues utiliza la enzima del ADN
polimerasa y los nucledtidos individuales (Garibyan y Avashia, 2013).

También existe otra técnica de PCR y es la PCR-RFLP’s (reaccion en cadena de la
polimerasa-polimorfismo de la longitud del fragmento de la restriccion). Esta técnica se
enfoca en el tamafio de los sitios de restriccion con endonucleasas midiendo las diferencias
del tamafio de los sitios de restriccion, reconocidos por las enzimas de restriccion (Pourzand,
1993).

En ovejas se ha utilizado en diferentes caracteristicas de interés productivo, esta
técnica también se utiliza para la identificacion de SNPs asociados a la prolificidad en genes
del factor transformante 3 (Paz et al., 2014).

1.2.14. Tecnologia de chip de ADN: Estudio de asociacion del genoma completo
(Genoma-Wide Analysis, GWAS)
Uno de los objetivos principales para mejorar la produccion del hato en América
latina es con la identificacion y mejoramiento genético de los animales con caracteristicas
importantes econdmicamente, a traves de la seleccion con herramientas biotecnologicas

combinadas con el mejoramiento genético tradicional. Estas herramientas involucran
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tecnologias de secuenciacion de ADN, lo que permite identificar una cantidad considerable

de marcadores en los genes de los animales, como los SNPs (Polimorfismos de un solo
nucleotido), porque pueden tener efecto sobre los rasgos productivos de importancia
(Martinez-Nifio et al., 2012, Cardona et al., 2020).

El estudio de asociacion genoma completo (GWAS), es una metodologia que ha
empezado a aplicarse en ovinos hace poco tiempo, pues originalmente en medicina y
gendmica de humanos, esta herramienta utiliza informacion de miles de SNP distribuidos a
lo largo de todo el genoma y valora los efectos para seleccionar e identificar regiones o loci
que se involucran en las variaciones de caracteristicas cuantitativas (QTL) (Zhang et al.,
2013), puede ser usada para conocer las interacciones existentes entre genes, la modificacion
de estas y para detectar haplotipos de alto riesgo o combinaciones de multiples SNP de dentro
de un Unico gen (Sevilla, 2007). El uso de GWAS se esta usando para el campo de produccion
animal, pues es una herramienta util para la identificacion de genes o regiones gendémicas
que causan la variacion genética en los rasgos mas importantes de interés productivo
(Gudmundsdottir, 2015, Pasandideh et al., 2018, Cardona et al., 2020).

En ovinos, el analisis GWAS va evolucionando muy rapido tanto en ecotipos
domeésticos como en silvestres, debido a la colaboracion y beneficios como la estructuracién
del genoma de la oveja doméstica , estos se encuentran en diferentes bases de datos publicos
como el NCBI, ENSEMBL y UCS (de Simoni et al., 2017), en estas bases de datos se pueden
encontrar diferentes versiones del genoma de la oveja domestica Ovis_aries 1.0 (2010),
Oar_v3.1 (2012) y Oar_v4.0 (2015), estos datos facilitan el uso de los GWAS en la
comunidad cientifica en sus diferentes campos (Miller et al., 2011).

El mejoramiento genético tradicional sigue siendo la herramienta mas usada en la
mayoria de las especies en América Latina, se basan en la identificacion y la seleccion de los
individuos por sus caracteristicas fenotipicas. Estos estudios se han centrado en encontrar
genes relaciones con el crecimiento y genes de interés adquisitivo como la produccién de
carne, es por eso que estos marcadores son utilizados para definir genes que son candidatos

y donde se localizan aquellos nucleétidos que influyen en la variacién fenotipica y descubrir
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mecanismos moleculares que dirigen la expresion de caracteristicas complejas en ovinos

como el color del pelaje, presencia o ausencia de cuernos o prolificidad, entre otros (Zhang
etal., 2013).

Los primeros estudios del analisis GWAS en ovinos se realizaron para la
identificacion de la estructura genética de los polimorfismos asociados a la presencia o
ausencia y tipo de cuernos en fenotipos silvestres de ovejas, al analizar el genoma (36.000
SNPs), el principal gen candidato para el caracter de cuernos es el gen RXFP2 (Relaxin
Family Peptide Receptor 2), un gen autosdmico con implicacion conocida en la
determinacion de las caracteristicas sexuales primarias en humanos y ratones (Johnston et
al., 2011). Sin embargo, (Zhao etal., 2011), realizaron un GWAS para encontrar mutaciones
causales en el (Johnston et genoma de la oveja Corriedale con raquitismo y obtuvieron que
la mutacion R145X en el gen DMP1 (Fosfoproteina acida de matriz de dentina 1) el cual es
responsable de la aparicion de cuernos con algun defecto visible, siendo heredable esta

patologia.

En la actualidad existen casas comerciales como llumina y Affymetrix, asociados con
Sheep Genomics Consortium, asi como otras en el mundo que desarrollaron diferentes
matrices de genotipado. llumina cuenta con Ovine Infinium® HD SNP BeadChip, Ovine
SNP50 BeadChip, OvineLD BeadChip con sondas dirigidas a 606.000, 54.241 y 15.000
SNPs y cobertura alta, media y baja, respectivamente. Affymetrix con Axiom™ Ovine
Genotyping Array de densidad media y cobertura de 54.236 SNP50. En la actualidad el chip
mas utilizado en ovinos es el OvineSNP50, el cual se disefid con més de 3.000 muestras

pertenecientes a 75 razas de ovejas (Cardona et al., 2020).

La caracteristica de la prolificidad es de gran importancia econémica y ha sido
estudiada en los ultimos afios, por ejemplo, en chile se estudié el tamafio de camada a través
de los genes BMP15 y GDF9 en ovejas Criolla Araucana, y en el gen GDF9 se encontraron
ocho SNPs, siete de ellos ya habian sido documentados y uno nuevo llamado FecGA. Al
igual que se estudiaron los polimorfismos de los genes BMPR1B, BMP15, GDF9 en tres

razas de ovejas criollas Chilota, Araucana y Austral y encontraron que el alelo FecG1 se
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relaciond con el tamafio de la camada, en las tres razas (Paz et al., 2014, Cardona et al.,
2020).

En México se estudio la prolificidad en ovejas Pelibuey con ovejas multiparas contra
ovejas uniparas utilizando Beadchip OvineSNP50, se identificaron un total de 57 marcadores
de SNP putativos y encontraron siete genes candidatos que pueden estar asociados con el
tamafo de camada de los que fueron: CLSTN2, MTMR2, DLG1, CGA, ABCG5, TRPM6 y
HTR1E. También identifico que contienen tres loci de rasgos cuantitativos (QTL) para una
reproduccion estacional, produccién de leche y peso corporal, con estos resultados se
identificaron SNPs asociados a los genes que pueden estar involucrados en los procesos

reproductivos relacionados a la prolificidad (Hernandez-Montiel et al., 2020).

1.2.15. Corridas de homocigosidad (ROH)

La identificacion y caracterizacién de ROH nos puede demostrar informacion sobre
como una poblacion ha ido evolucionando a lo largo del tiempo y de como su historia, su
estructura y su demografia han cambiado, estos eventos poblacionales pueden afectar los
patrones de homocigosidad en el genoma y ROH puede revelarlos (Bosse et al., 2012,
Herrero-Medrano et al., 2013, Peripolli et al., 2017). Las series de homocigosidad (ROH)
son segmentos homocigotos continuos de la secuencia del ADN (Gibson et al., 2006,
Peripolli et al., 2017) y estos se han estado aplicando para cuantificar la autocigosidad
individual, me refiero con esto que la autocigosidad ocurre cuando los padres tienen ancestros
en comun y pasan segmentos cromosomicos a su descendencia de ambos padres (Wright,
1922, Peripolli et al., 2017), es por eso que el resultado son segmentos homocigotos en el
genoma de la descendencia que han ascender a ROH. Este es el resultado de fendmenos
poblacionales como la deriva genética, el cuello de botella de la poblacion, la endogamia y
la seleccion artificial intensiva (Falconer y Mackay, 1996).

Los ROH puede identificar los niveles de consanguinidad y las relaciones genéticas
entre los individuos, proporcionando informacion para estimar el verdadero nivel de
autocigosidad, ya sea a un nivel individual o poblacional. Las matrices de SNP, se han

propuesto para poder escanear el genoma en busca de ROH para que se puedan identificar
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haplotipos que son idénticos por descendencia (Gibson et al., 2006), es por eso que las

matrices pueden proporcionar la informacion sobre la variacion del tamafio de la poblacion.

La intensa seleccion de animales, ha alertado a la comunidad cientifica , pues estéa en
busca de estrategias para preservar las poblaciones (Herrero-Medrano et al., 2013), al igual
que vigilar y caracterizar la autocigosidad para asi mantener la diversidad genética en los
programas de cria de animales a largo plazo (Rodriguez et al., 2013, Bosse et al., 2015,
Peripolli et al., 2017).

El estudio de ROH ha demostrado ser una importante herramienta en el disefio de
sistemas de apareamiento para minimizar la tasa de consanguinidad (Toro y Varona, 2010,
Biscarini et al., 2015, Peripolli et al., 2016), ademéas que se le relaciona igual a la
identificacion de enfermedades que pueden surgir, gracias al mapeo de alelos recesivos, ya
gue ROH tiene un mayor riesgo de portar alelos recesivos deletereos de fragmentos
cromosomicos que son idénticos por descendencia, lo que reduce la viabilidad del organismo
(Rodriguez et al., 2013, Bosse et al., 2015).

Los primeros estudios de ROH, en el area animal fue realizado en bovinos por
Ferencakovic (2011) y Ferencakovic et al. (2011), con el paso del tiempo surgieron varios
estudios sobre ROH en ganado (Purfield et al., 2012, Bjelland et al., 2013, Ferencakovic¢ et
al., 2013), en cerdos se utilizo para resaltar la influencia de las relaciones de poblacion,
histérica demogréfica y los efectos de la endogamia (Bosse et al., 2012, Herrero-Medrano et
al., 2013, Peripolli et al., 2016), en caballos, hicieron el analisis ROH para revelar firmas de
seleccion(Khanshour, 2013, Metzger et al., 2015) y en ovejas se utiliz6 ROH para la
informacion sobre la historia y estructura de la poblacion y la homocigosidad (Beynon et al.,
2015), siendo estos algunos ejemplos de cémo el analisis ROH arroja mucha informacion

valiosa

1.2.16. Desequilibrio del ligamento (LD)

El desequilibrio del ligamento (LD), es un complemento del analisis ROH, pues la

extension del desequilibrio del ligamento en todo el genoma también puede ayudarnos a
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estimar los tamafios de poblacion efectivos pasados y las tasas de recombinacion en una

poblacion.

El LD es una asociacion no aleatoria en toda la poblacion de diferentes alelos del loci
(Nsengimana et al., 2004) y la exploracion de este parametro genético entre genes de interés
y los marcadores neutrales ha sido propuesta para la identificacion de genes relacionados a
las caracteristicas reproductivas (Huttley et al., 1999). El LD facilita una asignacion de los
mapas de asociacion y nos permite entender la resolucion de los mapas de ligamento al igual
que permite la comparacion entre las poblaciones, por lo que son Utiles para detectar barridos

selectivos u otros eventos de interés evolutivo(Khatkar et al., 2006).

Hidalgo et al. (2021), evalu6 los antecedentes genéticos y la depresién endogamica
en el ganado Romosiano mexicano utilizando la informacion genémica vy el pedigri, la
consanguinidad se estimo utilizando pedigri e informacion gendmica basada en la matriz de
relaciones gendémicas y carreras de homocigosidad, también evalud el desequilibrio de
ligamento mediante la correlacién entre los pares de loci, llegaron a la conclusion de que
hubo un aumento de consanguinidad a un 1% , disminuyo el peso al nacer en 0,103 kg y el
peso al destete en 0,685. Por lo consiguiente también se dedujo, que creen que como
estrategia la contribucion genética en condiciones Optimas para maximizar la respuesta de
seleccion y manejar la variacion genética a largo plazo y la endogamia puede conducir a un

programa de cria sostenible para la raza de ganado Romosianuano mexicano.
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1.3. HIPOTESIS

Las corridas de homocigosidad (ROH) presentes en la oveja Pelibuey, hace posible
identificar el estado de homocigosis de los genes que estan asociados a la prolificidad,

proporcionando un aumento de camada en ovejas Pelibuey.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Obijetivo general

Identificar genes en estado de homocigosis asociados con la tasa de ovulacién y rutas metabdlicas

ligadas a los procesos reproductivos en ovejas Pelibuey prolificas.

1.4.2. Obijetivos especificos

e Identificar locis homocigotos (Runs of homozygosity) en el genoma de ovejas Pelibuey.
e Identificacion de genes asociados a los procesos reproductivos utilizando un analisis de
enriquecimientos y la identificacion de rutas metabolicas ligadas a los procesos reproductivos

en ovejas Pelibuey.

25



Animals 2021, 11, x FOR PEER REVIEW 26 of 56

1.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En el estudio se consultaron registros con mas de tres partos consecutivos de tres rebafios
de ovinos Pelibuey, se les sacaron muestras de sangre y se obtuvieron 24 muestras de ovejas
multiparas y 24 muestras de ovejas uniparas.

De las 24 muestras de sangre de ovejas multiparas 14 fueron de la finca ‘El rodeo’
ubicado en la ciudad de Villahermosa Tabasco, las otras 14 muestras de sangre fueron de la
finca ‘San Alberti’ ubicado en la Haciendo Poxild, en el municipio de Uméan, Yucatan,
México.

Las 24 muestras de sangre de oveja multiparas de la finca el ‘cortijo’, ubicado en el
municipio de campeche, Campeche, México. La toma de muestras de sangre, se realizd
mediante un tubo vacutainer de tapa lilacon EDTA (0.5M) (Vacutainer Hemogar), se obtuvo
de forma directa en la vena yugular, obtenido de 6 a 10 ml de cada oveja. Y posteriormente
la muestra se conservo a -4°C hasta el dia de la extraccion de DNA.

La extraccion de DNA gendmico de la sangre, se extrajo con el kit Quick. -DNA TM
Miniprep (Zymo -Research). EI DNA que se obtuvo fue purificado con el kit DNA (Clean&
concentrator™) y se verifico la integridad mediante un NanoDroop Lite (Thermo Scientific).
Posteriormente, se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1%, para comprobar la
integridad de DNA.

Posteriormente se realizé el genotipado de los dos grupos experimentales (M, n=24=y
(u, n=24). Se prepard las librerias usando el kit Ampliseq para lllumina (custom DNA panel),
de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Inicialmente se prepardé mediante el genotipado
masivo con la plataforma OvineSNP50 Beadchip de Illumina (Nebraska, california) en el
equipo HiScan System (lllumina). Combinando cuatro tipos de perlas, usando los

oligonucledtidos (~ 800,000 / cuentas) de longitud total).
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Tubo vacutainer con k2
EDTA72MG (0.4) ml |—
Vacutainer, Hemogar®

Las ovejas no prolificas se
consideraron control y para
ambos grupos las ovejas
fueron seleccionadas a

través de
produccion.

registros de

El ADN genomic fue
genotipado utilizando
[lumina OvineSNP50
BeadChip

Etapa 2. Se realizo los andlisis de Runs of Homozygosity (ROH) de las 24 muestras de

ovejas multiparas y uniparas en raza Pelibuey, para esto se utiliz en programa de PLINK v

La extraccion de DNA genémico
de la sangre

1.9 (Purcell et al., 2007) y el software DetecRUNS v (Biscarini et al., 2019).

Se utiliz6 el genoma de referencia Ovis aries v3.1, para la identificacion de los genes
cercanos al SNP, de acuerdo a la posicion de los SNPs en el cromosoma en la plataforma en
linea Genome Data Viewer del NCBI usando el genoma de referencia Ovis aries v3.1. De
igual forma se obtuvieron las funciones bioldgicas de cada gen se utilizo el software DAVID

(Huang et al., 2007), mientras que las rutas metabdlicas en la que él gen participan fueron

identificadas con el software KEGG PATHWAY (Du et al., 2014).
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CAPITULO Il. ANALISIS DE CORRIDAS DE HOMOCIGOSIDAD E
IDENTIFICACION DE GENES OVEJAS PELIBUEY PROLIFICAS

Lilia E. Cahuich-Tzuc !, Wilber Hernandez-Montiel 2*, Julio Porfirio Ramon-

Ugalde?, Juan José Baeza Rodriguez 3, y Roberto Zamora-Bustillos *

1 TecNM/Instituto Tecnoldgico de Conkal, Av. Tecnoldgico S/N, Conkal, Yucatan 97345,
México. eCahuich2@gmail.com?, julio.ramon@itconkal.edu.mx *
roberto.zb@conkal.tecnm.mx "

Universidad del Papaloapan, Campus-Loma Bonita. Circuito Central 200, Parque

Industrial, 68301 San Juan Bautista Tuxtepec, Oax. wilber.hernandez@itconkal.edu.mx

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Campo

Experimental Mococha, Yucatan, México. baeza.juanjose@inifap.gob.mx

Resumen: El presente estudio tuvo como finalidad analizar la Corridas de Homocigosidad
(ROH), Coeficiente de consanguinidad (F) y Tamafio efectivo de la poblacion (Ne) en ovejas
Pelibuey con dos crias al parto usando el llumina OvineSNP50 BeadChip. Se observé una
disminucion en Ne de 535 a 192 en las 10 primeras generaciones. Se identificaron en total
2,194 SNPs en ROH en el grupo de las Prolificas y 2,185 SNPs en ROH en el grupo de las
No-prolificas. En Ambos grupos, los ROH identificados fueron 4065 ROH menores de 6 Mb,
213 ROH presentaron una longitud de 6 a 12 Mb, 72 ROH presentaron una longitud de 12 a
24 Mb, 20 ROH con una longitud de 24 a 48 Mb y solo 8 ROH presentaron una longitud
mayor a 48 Mb. En el grupo de las ovejas prolificas, se identificaron ROH asociados a la
caracteristica de prolificidad cerca de los genes (LINGO2, FLRT2, ADGRB3), asociados a
positive regulation of synapse assembly, los genes (DGKG, DGKE, DGKB y DGKI)
asociados a la transduccion de sefiales intracelulares via de sefializacion del receptor
acoplado a C-proteina G-activadora de proteina quinasa. Estos resultados muestran genes los
cuales pueden actuar como mediadores de sefiales, asi como una actividad en el desarrollo

embrionario.

Palabras claves: Prolificidad, Homocigosis, Desarrollo embrionario
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