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ASOCIACION DEL GENOMA COMPLETO PARA FECUNDIDAD MEDIANTE FIRMAS
DE SELECCION EN OVEJAS DE LA RAZA KATAHDIN

Reyna Sanchez Ramos, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

Para lograr que los ovinos lleguen a producir mayor cantidad de crias con menor costo
ambiental, se han aplicado biotecnologias reproductivas que mejoran los parametros
reproductivos de las ovejas. Estas biotecnologias van desde la sincronizacion de estros
hasta el uso de informacién gendmica. El analisis de esta ultima permite el hallazgo de
genes candidatos asociados con la reproduccion, con el uso de metodologias como
firmas de seleccion. Los objetivos de este documento de tesis fueron: 1) mostrar
evidencias de las bases y aplicaciones de la deteccion de genes candidatos asociados
con reproduccion en ovejas mediante firmas de seleccion y, 2) detectar genes candidatos
usando firmas de seleccion en ovejas Katahdin. Para el primer objetivo, se realizdé una
busqueda y un analisis de la informacion cientifica con base en datos de la Web of
Science y Scopus, relacionada con genes candidatos asociados a reproduccién en
ovinos. Para el segundo objetivo, se usaron registros productivos y reproductivos de tres
afos, y genotipos (OvineSNP50K) de 48 ovejas Katahdin. Se identificaron dos grupos de
ovejas: con alta fecundidad (1.3 + 0.03) y baja fecundidad (1.1 + 0.06). Este estudio
muestra por primera vez evidencia de la influencia de los genes CNOT11, GLUD1,
GRID1, MAPK8 y CCL28 en la fecundidad de ovejas de la raza Katahdin; ademas, se
detectaron nuevos genes candidatos para fecundidad no reportados previamente en
ovinos, pero si para otras especies: ANK2 (cerda), ARHGAP22 (vaca y bufala), GHITM
(vaca), HERC6 (vaca), DPF2 (vaca) y TRNAC-GCA (bufala, toro). Finalmente, se
necesitan investigaciones futuras enfocadas a describir la base fisiologica de los cambios

en el comportamiento reproductivo influido por estos genes.
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GENOME-WHOLE ASSOCIATION TO FECUNDITY THROUGH SELECTIVE
SIGNATURES IN KATAHDIN SHEEP

Reyna Sanchez Ramos, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

In order for sheep to produce more offspring at a lower environmental cost, reproductive
biotechnologies have been applied that improve the reproductive parameters of sheep.
These biotechnologies range from estrus synchronization to the use of genomic
information. The analysis of the latter allows the discovery of candidate genes associated
with reproduction, with the use of methodologies such as selective signatures. The
objectives of this thesis document were: 1) to show evidence of the bases and
applications of the detection of candidate genes associated with reproduction in sheep by
means of selective signatures and, 2) to detect candidate genes using selective
signatures in Katahdin sheep. For the first objective, a search and analysis of scientific
information was carried out based on data from the Web of Science and Scopus, related
to candidate genes associated with reproduction in sheep. For the second objective,
productive and reproductive records of three years, and genotypes (OvineSNP50K) of 48
Katahdin sheep were used. Two groups of sheep were identified: with high fecundity (1.3
+ 0.03) and low fecundity (1.1 = 0.06). This study shows for the first-time evidence of the
influence of the CNOT11, GLUD1, GRID1, MAPK8 and CCL28 genes on the fertility of
Katahdin sheep; In addition, new candidate genes for fertility not previously reported in
sheep, but for other species were detected: ANK2 (sow), ARHGAP22 (cow and buffalo),
GHITM (cow), HERC6 (cow), DPF2 (cow) and TRNAC- GCA (buffalo, bull). Finally, future
research is needed to describe the physiological basis of changes in reproductive

behaviour influenced by these genes.

Key words: candidate genes, fertility, SNP, ovine, ANK2
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INTRODUCCION GENERAL

La ovinocultura en México se desarrolla en distintos sistemas que se distinguen por las
necesidades de cada region. En la actualidad existe un incremento de ovejas de pelo en
zonas del centro, sur este y sur del pais (Hernandez-Marin, 2017), asi como en paises
en desarrollo; esto debido a la alta adaptabilidad al clima, la prolificidad y buena
conversion alimenticia mostrada (Lucio et al., 2018). Con fines de mejorar la rentabilidad
de la produccién ovina en México, se introdujo la raza Katahdin. Esta raza presenta
caracteristicas similares a la raza Pelibuey: buena capacidad reproductiva y habilidad
materna (Chay-Canul et al., 2019).

De acuerdo con Davis y White (2020), la reproduccion es una de las principales
alternativas para mejorar la sostenibilidad de los sistemas de produccion de pequefios
rumiantes, frente a la creciente necesidad de satisfacer la demanda de carne y leche,
donde la mejora genética para caracteristicas reproductivas ha sido clave en el éxito de
los sistemas (Simdes et al., 2021). En patrticular, la produccion de ovejas se caracteriza

por una alta produccion de leche, prolificidad y tasa de crecimiento (Simdes et al., 2021).

Gootwine (2020) menciond que, implementar programas de mejoramiento genético para
prolificidad es lo mejor para aumentar la eficiencia en produccion de corderos en
sistemas semi-intensivos e intensivos. Mejorar la eficiencia reproductiva mediante la
prolificidad conduce a un sistema sostenible de produccion, dado que se reduce el
namero de ovejas necesarias para producir una cantidad objetivo de carne (Davis y
White, 2020).

La seleccidén genética para caracteristicas reproductivas ha sido un reto, dado que la
mayoria de las caracteristicas poseen baja heredabilidad, lo que se traduce en una
escasa ganancia genética anual (Ghiasi y Abdollahi-Arpanahi, 2021). Por tanto, de
acuerdo con Simoes et al. (2021), existen dos enfoques principales para mejorar estas
caracteristicas mediante la Seleccion Asistida por Marcadores (MAS): 1) aumentar de la
tasa de ovulacion y tamafio de camada o prolificidad (principal factor de rentabilidad),

mediante la identificacion de genes candidatos como el Booroola o el de la proteina



morfogenética 6sea (BMP), R1B, BMP15 y GDF9 y; 2) reducir la estacionalidad de las

ovejas mediante el gen de la melatonina MTNR1A.

A pesar de existir informacion acerca de las mutaciones asociadas con mejor prolificidad
de los genes antes mencionados, se han encontrado otros genes con efecto importante.
Al respecto, Esmaeili-Fard et al. (2021) encontraron que el gen NTRK2 afecta el tamafio
de la camada en ovejas Baluchi; por otro lado, Ghiasi y Abdollahi-Arpanahi (2021)
reportaron a los genes FLT1 y CCL2 como candidatos para prolificidad. Smolucha et al.
(2021) afirmaron que, el avance en las tecnologias moleculares permite identificar
polimorfismos y genes candidatos para mejorar caracteristicas complejas, como las
asociadas con la reproduccion. Mediante estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS, por sus siglas en inglés Genome-Wide association study) esto ha sido sencillo,
aunque costoso. Para algunas razas se han reportado genes de familias distintas que
afectan la prolificidad; por ejemplo, para la raza Cara Negra, se encontraron los genes
ODZz1, ODZz3, LTBP3 y DSCAM (Cockrum et al., 2012). Otro ejemplo son los genes
hallados para las razas: Wadi (BMPR1B, FBN1 y MMP2), Finnisheep (INHBB, NF1,
FLT1, PTGS2 y PLCB3), Romanov (ESR2) y Texel (ESR1, GHR, ETS1, MMP15, FLI1,
y SPP1) reportados por Xu et al. (2018).

Por lo anterior, es necesario explorar mas mecanismos genéticos para la prolificidad en
ovejas usando GWAS para identificar genes candidatos asociados con esta
caracteristica reproductiva. De acuerdo con McRae et al. (2014), el chip que se usé en
este estudio proporciona una forma rapida de detectar regiones bajo seleccion. Con este
fin, las ovejas que han sido seleccionadas por su tamafio de camada junto con mapas
genéticos de alta densidad, son un recurso clave que permitira una futura seleccion

rapida y precisa de animales asistida por marcadores.

Saravanan et al. (2020) mencionaron que, las estrategias de seleccion genética en el
ganado han dejado huella en los genomas de los animales; estas huellas son conocidas
como firmas de seleccion. Estas firmas de seleccion brindan informacion sobre los
procesos de domesticacion y evolucion que dieron como resultado las razas de animales
gque se conocen hasta el momento, que se adaptaron a diferentes condiciones

ambientales (Saravanan et al., 2020). Una de las aplicaciones mas importantes de las



firmas de seleccion es la identificacion de genes candidatos bajo seleccion, asociados
con caracteristicas de importancia econémica (McRae et al., 2014), una nueva
metodologia de GWAS. Saravanan et al. (2020) clasifican las firmas de seleccion en dos
tipos: 1) estadisticas intra-poblacion y 2) estadisticas inter-poblacion. De acuerdo con los
anteriores autores dentro del primer grupo se encuentran las basadas en el espectro de
frecuencia del sitio (SFS; por sus siglas en inglés), en desequilibrio de ligamiento (LD;
por sus siglas en inglés) y en la variabilidad local reducida; por otro lado, para el segundo
grupo se encuentran las estadisticas basadas en la diferenciacion de un solo sitio y de

un haplotipo.

La primera parte de esta tesis fue una revision de literatura que ayuda a entender el
origen y aplicaciones de las firmas de seleccion; mientras que, el capitulo | es una
aplicacion de firmas de seleccion basadas en variabilidad de marcadores. En este ultimo
capitulo se usaron las firmas de seleccion: indice de fijacion (del inglés Fixation index s,
Fst) y corrida de homocigosidad (del inglés Runs Of Homozygosity, ROH). Fst se basa
en la medida de las diferencias en las frecuencias de los alelos entre poblaciones (es
decir, loci que se fijan diferencialmente en diferentes subpoblaciones). El valor de Fst
varia de 0O (sin diferenciacion) a 1 (la diferencia fija entre poblaciones). Los valores altos
indican seleccién positiva. Por otro lado, ROH se refiere a segmentos consecutivos de
genotipos homocigotos en el genoma; es decir, ROH es una medida de la fijacion de

haplotipos en los genomas (Saravanan et al, 2020).



OBJETIVO E HIPOTESIS
Objetivo

Detectar genes candidatos usando las firmas de seleccion indice de fijacion (Fst) y
corrida de homocigosidad (ROH) en ovejas de la raza Katahdin, usando la informacion
genomica del genotipado mediante el chip Illumina ovine SNP 50K.

Hipotesis

La poblacion de ovejas Katahdin en estudio muestra evidencia de genes candidatos

asociados con variables reproductivas detectados mediante firmas de seleccion.



LAS FIRMAS DE SELECCION EN EL GENOMA Y LA IDENTIFICACION DE
GENES CANDIDATOS ASOCIADOS CON REPRODUCCION EN
OVEJAS: UNA REVISION

La domesticacion de animales ha sido clave en la evolucion del ser humano. Los
productos que se obtienen de los animales permitieron el desarrollo cognitivo, social y
econdmico de las antiguas poblaciones (Naval-Sanchez et al., 2018; Saravanan et al.,
2020). De acuerdo con Mignon-Grasteau et al. (2005), la domesticacion de los animales
fue y es un proceso complejo compuesto por cambios evolutivos controlables e
incontrolables: deriva genética, seleccion natural (incontrolables) y seleccién artificial
(controlable). Los procesos evolutivos han dado como resultado diversas razas de
animales domésticos. En particular los ovinos han sido una de las especies rusticas
preferidas de los ganaderos, son pequefias, consumen forraje de calidad media o baja
con la capacidad de transformarlo en carne y leche de calidad (Naval-Sanchez et al.,
2018). Las actuales herramientas genOmicas han ayudado a esclarecer la base
molecular de los procesos evolutivos, con el potencial de ayudar en el proceso del
mejoramiento genético de los ovinos, encontrando las relaciones genotipo-fenotipo de
las caracteristicas econdmicamente importantes (Naval-Sanchez et al., 2018; Saravanan
et al., 2020).

La evidencia de los procesos evolutivos en las especies y ovinos puede medirse a través
de las firmas de seleccion. De acuerdo con Saravanan et al. (2020), en los genomas
existen porciones de ADN, fijadas a través de las generaciones, que obedecen un patron
de homocigosidad que rodea a una mutacién ventajosa para los individuos. Las firmas
de seleccion son estas huellas en el genoma que pueden ser identificadas en todos los
individuos de la poblacibn como haplotipos comunes. Las firmas de seleccién han
ayudado a localizar segmentos gendmicos que han sufrido mutaciones ventajosas y que
estan relacionados con la adaptacion al entorno de los individuos (Saravanan et al.,
2020). En especifico, relacionados con caracteristicas de importancia econémica, como
la reproduccion. Estos segmentos se conocen como segmentos candidatos y siendo

segmentos intragénicos el concepto se puede trasladar a genes candidatos; de acuerdo



con la posicién y cromosoma de los segmentos se puede conocer el nombre de los

genes.

Las firmas de seleccion son utiles para el hallazgo de genes candidatos en las
poblaciones, dado que identifican los segmentos de ADN mutados que muestran una
ventaja sobre otros individuos con el genotipo no mutado. De aqui la importancia de su
aplicaciéon en nuevas metodologias de estudios de asociacion del genoma completo
(Saravanan et al., 2020; Naval-Sanchez et al., 2018). La presente revision pretende
mostrar evidencias de las bases y aplicaciones de la deteccién de genes candidatos

asociados a reproduccion en ovejas mediante firmas de seleccion.
IMPORTANCIA DE LOS OVINOS Y SU REPRODUCCION

La produccion de carne y leche de rumiantes ha sido sefialada como una de las
principales fuentes del efecto invernadero, por lo tanto mejorar los parametros
productivos y reproductivos de los animales se ha convertido en el objetivo principal para
reducir el impacto ambiental de la produccién de rumiantes (Villareal-Ornelas et al.,
2022). En patrticular, la produccion de pequefios rumiantes ha sido una de las alternativas
preferidas para producir mas carne y leche con menos animales, dada la reduccién de la
huella de carbono a través de los afios (Villareal-Ornelas et al., 2022). De acuerdo con
la FAO (2022) para 2019, la poblacion total de ovejas ascendié a 1238 millones y produjo
un valor de 89,000 millones de dodlares; los paises mas importantes en la produccién
ovina fueron China (13%) e India (6%). Por otro lado, en Latinoamérica los paises mas
importantes fueron Brasil, Argentina, Perl y México. México es uno de los paises con
mayor valor a la produccion ovina, en 2019 generd el 22% del valor total de la produccion
de Latinoamérica (2288 millones de ddlares) con tan solo el 11% del inventario para la
misma region (FAO, 2022).

Una de las razones por las que la produccion ovina ha sido exitosa en los ultimos afios
fue la implementacion de biotecnologias reproductivas que ayudaron a mejorar la
prolificidad de los rebafios y aumentaron el valor econémico de la especie (Villareal-
Ornelas et al., 2022). Algunas de estas biotecnologias son: inseminacion artificial,

sincronizacion de estros con el uso de hormonas exdégenas, procedimientos in vitro de



fertilizacion del ovocito y transferencia embrionaria (Habeeb y Kutzler, 2021). De acuerdo
con Notter (2008), el mantenimiento de altos niveles de fertilidad y niveles fecundidad

son criticos para una produccion ovina eficiente.

Algunas otras estrategias que han permitido generar cambios permanentes en la
reproduccion ovina es el mejoramiento genético y la implementacion de tecnologias
gendmicas. La primera estrategia para mejoramiento genético que se implementé en los
ovinos fue el sistema de cruzamientos, el clasico vigor hibrido y complementariedad
permitieron la obtencion de mas animales de buena talla y masa muscular. Por ejemplo,
en México, la raza mas abundante es la Pelibuey, esta raza carece de buena masa
muscular; sin embargo, se utiliza como raza materna en sistemas de cruzamiento con
otras razas como Dorper. Pelibuey, goza de buena habilidad materna y prolificidad, que

la hace ideal para este tipo de cruzamientos (Aké-Lopez et al., 2019).

Actualmente existe abundante informacién de los genes que afectan caracteristicas
reproductivas y que permiten mejorar la prolificidad en los rebafios. Lo que ha conducido
a un mejoramiento genético mas preciso, enfocado a algunos cuantos genes de efecto
mayor. No obstante, aln son necesarias investigaciones que permitan conocer las
caracteristicas y expresiones de estos genes en las diversas razas ovinas en

Latinoamérica (Gebreselassie et al., 2020; Notter, 2008).
METODOLOGIAS PARA IDENTIFICAR GENES CANDIDATOS

Desde el surgimiento de GWAS (estudio de asociacion del genoma completo por sus
siglas en inglés) la informacién que se conoce de los genes que afectan caracteristicas
de importancia econémica en ovinos ha incrementado; brindando esperanza para el
mejoramiento de caracteristicas de importancia econdmica de baja heredabilidad, en
particular para las caracteristicas reproductivas como prolificidad, fertilidad y fecundidad
(Notter, 2008). Las metodologias para hallar genes candidatos ya no solo se reducen al
GWAS clasico o marcador por marcador, ahora existe una gama de metodologias que
se ajustan a las necesidades de los investigadores. Por ejemplo, el uso de Machine-

learning ha cambiado la perspectiva de los polimorfismos en los genomas y ha ayudado



a encontrar genes candidatos, por ejemplo, con el método de componentes principales

(Zepeda-Batista et al., 2021).

GWAS clasico

La metodologia basica para llevar a cabo un estudio de asociacién del genoma completo

es constante, siempre estan presentes las fases de coleccién de datos, los estudios

exploratorios o de estructura genética para visualizar la distribucion de los animales de

acuerdo con sus genotipos, la aplicacion de modelos estadisticos para obtener los

segmentos de ADN mas significativos,
con estos modelos (modelos lineales
generales, modelos lineales mixtos,
entre otros) se detectan las
asociaciones entre los genotipos y sus
variaciones fenotipicas
correspondientes. Para, después, en la
parte bioinforméatica encontrar los
QTLs candidatos y a su vez los genes
candidatos. Por ultimo, para entender
los procesos fisiologicos en los que
tienen efecto, se caracteriza el geny se
buscan sus vias de accion (Alqudah et
al. 2020). Toda la descripcion anterior
sobre la metodologia basica de GWAS

se encuentra resumida en la Figura 1.

La tipica regresion de Hayes (2013)
ayuda a realizar GWAS desde el punto
de vista estadistico, este modelo
pretende estudiar las asociaciones
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Figura 1. Diagrama de flujo del proceso para
la deteccion de genes candidatos mediante
GWAS, modificado de Alqudah et al. (2020).



variaciones fenotipicas, bajo el supuesto de la existencia del desequilibrio de ligamiento.
El desequilibrio de ligamiento permite suponer que los marcadores estudiados se
segregan junto con segmentos de ADN de importancia, por lo que el estudio de un
marcador implica estar considerando indirectamente a un segmento que tienen un

impacto sobre el fenotipo (Hayes. 2013; Korte 2013).
El modelo estadistico propuesto por Hayes (2013) es el siguiente:
y=Wb+Xg+e

donde y es el vector de fenotipos, W es la matriz que relaciona los efectos fijos
fenotipicos, b es un vector de efectos fijos como la media, efectos de estructura
poblacional y edad, X es la matriz de disefio que conecta los efectos de marcador, g es

el efecto del marcador y e es el vector de desviaciones aleatorias con el supuesto e;; =

N(0,0,2).

La principal limitante de este enfoque es que se analiza un SNP (nucleétido de
polimorfismo simple) por vez, lo que limita el estudio de interacciones interlocus, los
efectos epistaticos disfrazados de aditividad no pueden ser medidos. ElI modelo
estadistico anterior, es el mas sencillo, actualmente se manejan millones de datos con
covariables, efecto genotipo por ambiente o inclusive efecto geno por ambiente que
hacen que el proceso computacional de GWAS sea limitante (Mortezaei y Tavallaei,
2021).

GWAS con firmas de seleccién

Nuevos enfoques moleculares han ayudado a superar las principales limitantes de
GWAS clasico. Estos enfoques estan basados en las firmas de seleccion, donde lejos de
un modelo, se usan valores estadisticos puntuales para decidir si un marcador es 0 no
candidato. Saravanan et al. (2020) mencionan que las estrategias de seleccion genética
en el ganado han dejado huella en los genomas de los animales, estas huellas son

conocidas como firmas de seleccion.

Estas firmas de seleccion brindan informacion acerca de los procesos de domesticacion

y evolucion que dieron como resultado las razas de animales que se conocen hasta el



momento (Saravanan et al., 2020). Las firmas de seleccién trabajan como marcadores

de los segmentos de ADN que mayor cambio han sufrido tras adaptarse a los entornos.

La forma de trabajar de las firmas de seleccion como GWAS consiste en caracterizar las
diferencias genéticas de poblaciones fenotipicamente divergentes. Por ejemplo, Dutta et
al. (2020) caracterizaron mediante haplotipos, siete poblaciones de bufalos de agua y
una bovina, para después obtener genes candidatos. Los autores, tomaron a los bufalos
como ejemplos de rusticidad y los bovinos con menor rusticidad, las diferencias en los
valores de las firmas de seleccion ayudaron a localizar los segmentos de ADN
responsables de la adaptacion de los bufalos.

Las firmas de seleccidn en la identificacion de genes candidatos

Origen de las firmas de seleccion

Las firmas de seleccidn son huellas en el genoma producidas por la adaptabilidad y
evolucion de las especies, que se producen a través de fenbmenos mutacionales. La
seleccién a través de las generaciones crea desviaciones en el arreglo genémico de los
individuos, sin seleccion, la teoria neutral en los patrones de variacion molecular opera.
La teoria neutral de la evolucion molecular sugiere que la mayoria de las variaciones
genéticas se deben a sustituciones neutrales mantenidas por la deriva genética y no por

la evolucién adaptativa o seleccién natural (Saravanan et al., 2020).

Cada forma de seleccion provoca cambios especificos en los loci seleccionados y en los
loci neutrales vinculados a ellos. Los loci neutrales son aquellos loci sin funcion conocida
en el organismo y por lo general se encuentran alrededor de un loci que genera un
producto funcional en el organismo (proteinas, enzimas, etc.). Cuando la seleccion
positiva opera en un alelo recién surgido (mutacién) que tiene una ventaja selectiva,
tiende a aumentar en frecuencia en la poblacién y lleva consigo alelos neutrales
vinculados (Figura 2). Este fenOmeno se conoce como efecto de autostop o barrido
selectivo. Este barrido selectivo reduce la heterocigosidad de las regiones que rodean el
loci seleccionado o con ventaja, fijando el segmento de ADN en la mayoria de los
individuos de la poblacion (Gouveia et al., 2014). Este segmento de ADN fijado tiende a

fijarse mas en las generaciones si el haplotipo es largo (Saravanan et al., 2020).
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Figura 2. Barrido selectivo clasico. A través de las generaciones la mutacion que
produce ventaja de los individuos se fija en la poblacion. Modificado de Saravanan et
al. (2020).

METODOS DE DETECCION DE FIRMAS DE SELECCION

La identificacion de firmas de seleccion en los genomas de los animales es ahora de
interés dado que es una alternativa a la deteccidn de genes candidatos, gracias a la gran
cantidad e incomparable distribucion de los marcadores SNP en el genoma de los
organismos. Aungue anteriormente su uso se limitaba al entendimiento de los procesos

evolutivos a nivel genético (Mariadassou et al., 2020; Saravanan et al., 2020).

De acuerdo con Saravanan et al. (2020), los barridos selectivos varian en tamafio, fuerza,
origen y frecuencia de mutacién; por lo que su identificacion depende del método de
busqueda empleado. Mediante los distintos métodos es posible no encontrar los mismos
genes candidatos. Los autores anteriores clasifican los métodos de deteccion de firmas

de seleccién en dos grandes grupos:

1. Estadisticas intra-poblacion

o Espectro de frecuencia del sitio: incluye las estadisticas D de Tajima, la
razén de verosimilitud compuesta (CLR; por sus siglas en inglés) y el
estadistico H de Fay y Wu.

o Desequilibrio de ligamiento: donde se encuentran el SFS (rEHH), la
puntuacion integrada de haplotipo (iHS) y la prueba de descomposicion del
desequilibrio de ligamiento (LDD; por sus siglas en inglés).

o Variabilidad local reducida: rachas de homocigosidad (ROH; por sus siglas
en inglés) y heterocigosidad combinada (HP; por sus siglas en inglés).

2. Estadisticas inter-poblacién
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o Diferenciacion de un solo sitio: el indice de fijacion integrada o Fsty FLK.
o Diferenciacion basada en haplotipos: la homocigosidad de haplotipos

extendidos entre poblaciones (XP-EHH) y hapFLK.

GENES CANDIDATOS ASOCIADOS CON CARACTERISTICAS
REPRODUCTIVAS EN OVEJAS

De acuerdo con Simdes et al. (2021), existen dos enfoques principales para mejorar las
caracteristicas reproductivas de las ovejas mediante la seleccion asistida por marcadores
(MAS): 1) aumentar de la tasa de ovulacion y tamafio de camada o prolificidad (principal
factor de rentabilidad), mediante la identificacion de genes candidatos como el Booroola
o el de la proteina morfogenética 6sea 15 (BMP 15), el receptor de proteina
morfogenética IB (BMPRIB), y GDF9 o; 2) reducir la estacionalidad de las ovejas
mediante el gen de la melatonina MTNR1A.

Gebreselassie et al. (2020) indican que el receptor de proteina morfogenética 1B
(BMPRIB) influye en la ovulacion y el tamafio de la camada; mientras que, la proteina
morfogenética 6sea 15 (BMP15) y el factor de diferenciacion de crecimiento 9 (GDF9)
gue pertenece a la familia TGF-B, participan en la formacion de foliculos. De manera
independiente, BMP15 tiene efecto en las células de la granulosa, células de la teca y el
ovocito; por otro lado, el GDF9 funciona como regulador del desarrollo de foliculos
ovaricos. Mufioz-Garcia et al. (2020) puntualizaron que la mayoria de las ovejas
homocigotas que presentan mutaciones en regiones codificantes de estos genes, tienen
tasa ovulatoria y prolificidad alta; mientras que, las ovejas homocigotas son infértiles
(algunas razas ovinas presentan lo contrario). Esmaeili-Fard et al. (2021), encontraron
gue el gen NTRK2 afecta el tamafio de la camada en ovejas Baluchi; por otro lado, Ghiasi
y Abdollahi-Arpanahi (2021) reportaron a los genes FLT1 y CCL2 como candidatos para
prolificidad.

Ademas de las caracteristicas de fecundidad, también hay otras caracteristicas
importantes, como las de rendimiento reproductivo. Un estudio con microsatélites en el
gen del receptor de prolactina (PRLR) reveld su asociacion con rendimiento reproductivo

en las razas de ovejas Herdwick, Rough Fells y Dalesbred. PRLR es uno de los miembros
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de la familia de genes de receptores de citoquinas de clase 1 (Bowles et al., 2014).
Ademas, se han informado variantes moleculares en los genes CCNB2 y SLC8A3
asociadas con el desarrollo de ovocitos en razas de ovejas chinas de cola gorda, Merina
alemana y Dorper (Wang et al., 2015).
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CAPITULO |. DETECCION DE GENES CANDIDATOS ASOCIADOS CON
FECUNDIDAD MEDIANTE FIRMAS DE SELECCION EN OVEJAS DE LA RAZA
KATAHDIN

1.1RESUMEN

Una de las estrategias para mejorar genéticamente caracteristicas reproductivas, pese a
su baja heredabilidad, ha sido la identificacion de genes candidatos. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue detectar genes candidatos mediante las firmas de seleccién
indice de fijacion (del inglés Fixation index st, Fst) y corrida de homocigosidad (del inglés
Runs of Homozygosity, ROH) en ovejas de la raza Katahdin. Se usaron registros
productivos y reproductivos de tres afios, y genotipos (OvineSNP50K) de 48 ovejas
Katahdin. Para realizar la comparacion genética, se identificaron dos grupos de ovejas:
con alta fecundidad (1.3 £ 0.03) y baja fecundidad (1.1 + 0.06). Este estudio muestra por
primera vez evidencia de la influencia de los genes CNOT11, GLUD1, GRID1, MAPK8 y
CCL28 en la fecundidad de ovejas de la raza Katahdin; ademas, se detectaron nuevos
genes candidatos para fecundidad no reportados previamente en ovinos, pero si para
otras especies: ANK2 (cerda), ARHGAP22 (vaca y bufala), GHITM (vaca), HERC6
(vaca), DPF2 (vaca) y TRNAC-GCA (bufala, toro). Estos nuevos genes candidatos en
ovinos parecen tener una expresion alta en la reproduccién. Por tanto, se necesitan
investigaciones futuras enfocadas a describir la base fisiolégica de los cambios en el

comportamiento reproductivo influido por estos genes.

Palabras clave: Fst, ROH, candidate genes, fertility, ovine
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1.2ABSTRACT

One of the strategies to genetically improve reproductive characteristics, despite their low
inheritability, has been the identification of candidate genes. Therefore, the objective of
this study was to detect candidate genes through the selective signatures fixation index
(Fst) and runs of homozygosity (ROH) in Katahdin ewes. Productive and reproductive
records from three years were used, and genotypes (OvineSNP50K) of 48 Katahdin
ewes. Two groups of ewes were identified to carry out the genetic comparison: with high
fecundity (1.3 £ 0.03) and with low fecundity (1.1 £ 0.06). This study shows for the first
time evidence of the influence of the CNOT11, GLUD1, GRID1, MAPK8 and CCL28
genes in the fecundity of Katahdin ewes; in addition, new candidate genes were detected
for fecundity which were not reported previously in ewes, but which were detected for
other species: ANK2 (sow), ARHGAP22 (cow and buffalo cow), GHITM (cow), HERC6
(cow), DPF2 (cow) and TRNAC-GCA (buffalo cow, bull). These new candidate genes in
ewes seem to have a high expression in reproduction. Therefore, future studies are
needed focused on describing the physiological basis of changes in the reproductive

behaviour influenced by these genes.

Keywords: Fst, ROH, candidate genes, fertility, ovine
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1.3INTRODUCCION

En México, los ovinos (Ovis aries) son abundantes en zonas aridas y templadas, donde
su carne es una fuente de alimento importante para familias de escasos recursos y
consumidores de platillos tradicionales y festivos. Sin embargo, se necesita mas
informacién de la especie para la mejora de caracteristicas de interés economico

reproductivas, como la fertilidad (Vazquez-Martinez et al., 2018).

La fertilidad, fecundidad y prolificidad son las tres caracteristicas reproductivas clave para
lograr una produccion ovina sostenible (Gootwine, 2020; Ivanova et al., 2021). La
fecundidad es la habilidad de los animales para producir descendencia, es importante en
los sistemas de produccién, dado que impacta directamente otras caracteristicas como
la prolificidad, namero y kilogramos de corderos destetados y el total de kilogramos de
carne producidos (Davis y Blanco., 2020; Gootwine, 2020; lvanova et al., 2021). Aunque
en México los ovinos de la raza Katahdin no son tan abundantes como los de la raza
Pelibuey; los primeros se destacan por su tolerancia al calor, alta velocidad de
crecimiento y ganancia de peso (Chay—Canul et al., 2019; UNO, 2022). Ademas, es una
raza rastica, con una alta tolerancia parasitaria en comparacion con ovejas de lana (UNO,
2022) y tienen prolificidad de 1.3 (Gonzalez-Godinez et al., 2014), con partos dobles y
triples (Chay—Canul et al., 2019).

Las caracteristicas reproductivas en ovinos son de baja heredabilidad, por lo tanto, la
seleccion por fenotipo resulta en escasa ganancia genética anual (Ghiasi y Abdollahi-
Arpanahi, 2021). La identificacion de genes candidatos es una de las estrategias para
mejorar estas caracteristicas, a estos genes se les conoce como genes de la fecundidad
o Fec genes (Wang et al., 2022). Se han identificado tres genes mayores que afectan
fecundidad en ovejas: el gen BMPR1B o FecB, el gen BMP15 o FecX y el gen GDF9 o
FecG (Gebreselassie et al., 2019; Wang et al., 2019). El gen GDF9 se expresa en el
tejido lateo y en todas las etapas de desarrollo del foliculo ovérico e influye directamente
en la prolificidad de las ovejas; ademas, se ha demostrado que una ausencia total de su

expresion conduce a la infertilidad de las ovejas (Silva et al., 2004).
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Adicional a los genes mayores se han detectado otros genes asociados a la fecundidad
en distintas razas de ovinos como: PDGERL, FSHR, LEPR, KLF5 y PDGFRL (Nosrati et
al., 2018). Algunos otros genes asociados con prolificidad son: FLT1, CCL2 (Ghiasi y
Abdollahi-Arpanahi, 2021), ODZ1, ODZ3, LTBP3, DSCAM (Cockrum et al., 2012), ESR1,
GHR, ETS1, MMP15, FLI1, y SPP1 (Xu et al., 2018).

Por lo anterior, es necesario explorar mas mecanismos genéticos para fecundidad en
ovejas mediante la identificacion de genes candidatos. Dada la diferencia genética entre
razas, es pertinente la aplicacion del estudio de asociacion del genoma completo
(GWAS) para encontrar genes asociados con fecundidad (Li et al., 2020). Existen
diferentes metodologias de GWAS para encontrar marcadores candidatos: el GWAS
clasico o marcador por marcador (Hayes, 2009), el uso de aprendizaje automatico (Diez
et al., 2021; Mortezaei y Tavallaei, 2021), el analisis de asociacion retrospectivo
(Mortezaei y Tavallaei, 2021) y la metodologia molecular mas novedosa, el uso de firmas
de seleccion (McRae et al., 2014; Gootwine, 2020).

La seleccion genética artificial (y también natural) ha dejado huella en los genomas de
los animales; estas huellas son conocidas como firmas de seleccion, las cuales brindan
informacion de los procesos de domesticacion y evolucion que dieron como resultado las
razas de animales que se conocen actualmente. Existen firmas de seleccién basadas en
la construccion de haplotipos que miden la similitud entre segmentos de ADN de dos
poblaciones, como la homocigosidad de haplotipo extendida entre poblaciones (XP-
EHH) y el estadistico hapFLK. Otro tipo de firmas basadas en la medida individual de
diversidad de marcadores son el indice de fijacion (Fst), la D de Tajima y las corridas de
homocigocidad (ROH) (Saravanan et al., 2020). Por lo anterior, el objetivo de este estudio
fue detectar genes candidatos usando las firmas de seleccion indice de fijacién (Fst) y

corrida de homocigosidad (ROH) en ovejas de la raza Katahdin.
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1.4MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Declaraciones éticas

De acuerdo con el reglamento para el uso y cuidado de los animales destinados a la
investigacion del Colegio de Postgraduados (COLPOS, 2019), se recolectaron 0.5 ml de
sangre por puncion de la vena yugular con jeringa estéril por oveja, bajo los criterios de
la NOM-062-Z00-1999 que indica las especificaciones técnicas para la produccion,
cuidados y usos de animales de laboratorio (SAGARPA, 2001). Estas muestras de

sangre se usaron para la genotipificacion de los animales.
1.4.2 Fenotipos

Se usaron los registros de tres afios (2019-2021) del nUmero de crias paridas por oveja
por empadre como medida de la fecundidad de 48 ovejas raza Katahdin provenientes de
la Unidad de Produccion Agropecuaria “Quinta San Francisco”, ubicada en la localidad
del Cerrito, municipio de Zempoala, Hidalgo, México; con coordenadas 19°54'56” N,
98°40'12” O y altitud de 2500 m (Garcia, 2004). Las ovejas tenian una edad y numero de
partos promedio de 4.48 + 1.28 afios y 3.2 + 1.31, respectivamente. Ademas, se
observaron el afio de registro, edad en afos, condicidn corporal (escala 1-5), horas al
estro y numero de partos por oveja.

Para el tamafio de muestra usado, se determind la potencia de la prueba estadistica
usando el paquete pwr (Champely, 2020) de R (R Core Team, 2022). Los valores de
entrada de la funcidén en R fueron el tamafio de la muestra (48), la significancia (0.05) y

el método (Xi?).

Para realizar el ajuste estadistico de los fenotipos, se uso6 regresion logistica con el
modelo gaussiano, con el uso de la funcion glm del paquete stats de R (version 4.2.0; R
Core Team, 2022). Las variables explicativas del modelo fueron: afio de registro, edad
en afos, condicién corporal, horas al estro y nUmero de parto; mientras que, la variable
respuesta fue la fecundidad, medida como el promedio de crias por empadre por afio por
oveja. De acuerdo con los resultados de la prueba Wald Xi?, solo el intercepto del modelo
y condicion corporal se incorporaron en el ajuste del modelo final (p < 0.05):
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y = Bo + B1x1,

donde, y es la fecundidad anual, Bo es el intercepto del modelo, B1 es el estimador
asociado con condicion corporal y x es la condicion corporal. El ajuste del modelo obtuvo
una exactitud de prediccion del 75.4 %. Los fenotipos ajustados con este modelo se

usaron para realizar el resto de los andlisis.

Para verificar la presencia de dos subpoblaciones en la poblacion de ovejas de la raza
Katahdin (alta y baja fecundidad), se realiz6 un andlisis de cllster jerarquico y una prueba
de diferencias de medias de t. El andlisis de agrupamiento jerarquico se realizd con la
matriz de distancias euclidianas de los fenotipos ajustados por el modelo, mediante el
paguete stats (R Core Team, 2022), mediante las funciones hclust y cutree, para
clasificar a las ovejas en alta y baja fecundidad. Finalmente, se construy6 un dendograma
circular a partir de los anteriores resultados con la funcion circlize_dendogram del
paguete dendextend (Galili, 2015), para observar 23 ovejas clasificadas como de “alta
fecundidad” y 25 de “baja fecundidad”.

Se realiz6 una prueba de t para determinar si existian diferencias (p<0.05) entre las
medias de fecundidad en las subpoblaciones creadas, se uso la funcion t.test del paquete

stats (R Core Team, 2022) para grupos con varianza no homogénea.
1.4.3 Genotipos

Se genotiparon 48 muestras de sangre de ovejas raza Katahdin con el chip Illumina
OvineSNP 50K (NEOGEN, Nebraska, Lincoln, U.S.A. https://www.neogen.com/). Para el
control de calidad de los genotipos (51,867 marcadores), se eliminaron polimorfismos de
un solo nucledtido o puntual (SNP) con un nivel de frecuencia del alelo menor de 0.05,
marcadores ubicados en los cromosomas sexuales, aquellos que no se encontraran en
equilibrio Hardy Weinberg (p > 0.000001) y con un porcentaje de llamada menor al 90 %.

El nimero final de marcadores después del control de calidad fue de 47,084 SNP.
1.4.4 Estructura de la poblacion

Para observar la concordancia de las divergencias fenotipicas y genotipicas de la

poblacién, se realizd un analisis de componentes principales (PCA) mediante el paquete
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adegenet (Jombart and Ahmed, 2011). Las variables de entrada para la reduccion de
dimension fueron los 47,084 marcadores SNP y se usé la fecundidad (alta o baja) de las

ovejas como variable suplementaria.
1.4.5 Firmas de seleccion

Para encontrar las diferentes porciones del genoma con genotipos homocigoticos
contiguos (ROH), se utilizo el software PLINK 1.07 (Purcell et al., 2007) para crear los
archivos ped y map. Posteriormente, el paquete detectRUNS de R (Biscarini et al., 2019)
fue util para encontrar las porciones del genoma homocigéticas y que ademas diferian
en longitud y tipo entre los grupos de ovejas de alta y baja prolificidad, la funcion utilizada
fue slidingRuns para el método de ventanas deslizantes con 50k de apertura. Con la
funcion plot_manhattanRuns del mismo paquete, se construyd una grafica de Manhattan
gue muestra los SNP que con mayor frecuencia se detectaron dentro de un ROH por
subpoblaciones. Haplotipos formados mediante ROH por encima del 75 % de frecuencia

y conformados por tres 0 mas marcadores se consideraron como candidatos.

Por otro lado, se obtuvieron indices de fijacion Fst para ambas subpoblaciones con el
uso de los paquetes pegas (Paradis, 2010) y adegenet (Jombart, 2011). Se calculo la
diferencia entre los valores de fijacién por SNP entre subpoblaciones, para identificar los
SNP con mayor fijacion en el caso de las ovejas con alta fecundidad y marcadores con

diferencias por encima de 0.2 se consideraron como candidatos.
1.4.6 Deteccion de genes candidatos

Para encontrar los genes asociados con los marcadores SNP candidatos, se
consideraron la posicién y el cromosoma. Regiones gendmicas con un rango de + 50K
pb alrededor del SNP candidato, se consideraron como regiones candidatas con
referencia al genoma (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000298735.2,
consultado el 15 de junio de 2022); los genes candidatos se detectaron como aquellos

hallados en estas regiones.
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1.5 RESULTADOS
1.5.1 Estructura de la poblacion

Para el tamafio de muestra de 48 animales y p = 0.05, la potencia de la prueba fue de
0.7. La representacion gréafica del PCA se observa de lado izquierdo en la Figura 1. Los
puntos en el PCA representan las ovejas en estudio, ubicadas en funcién de su
divergencia genotipica; mientras que, las elipses representan los grupos fenotipicamente
formados de acuerdo con la fecundidad de las ovejas. Se observan dos grupos genéticos
diferenciados de la poblacion de animales, que ademas coinciden con la clasificacion
fenotipica dada por la variable suplementaria fecundidad. La media para fecundidad alta
de ovejas fue de 1.3 + 0.03 corderos por empadre; mientras que, para baja fecundidad
fue de 1.1 £ 0.06 corderos por empadre (p<0.05). En el lado derecho de la Figura 1 se
observa el dendograma circular construido a partir de distancias fenotipicas euclidianas,
gue ilustra la diferencia significativa (p = 3.3x1013) entre las subpoblaciones de ovejas

de alta (azul) y baja (rojo) fecundidad.

PC1=71% || PC2=56% EV for 32 dim | 80.6 %

Figura 1. Representacion grafica del andlisis de componentes principales (PCA
izquierda) y dendograma construido a partir de distancias euclidianas (derecha).
Ambas representaciones muestran las subpoblaciones de ovejas Katahdin de acuerdo
con su nivel de fecundidad (alto o bajo). Para el PCA, se muestran los eigenvalues
(EV) de 32 dimensiones cuya suma de varianza es igual que 80.6%; ademas de la
varianza explicada por la primera y la segunda dimension (PC1ly 2).
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1.5.2 Genes candidatos

Se encontraron 79 y 14 marcadores candidatos para ROH y Fst respectivamente. De
acuerdo con la informacién del genoma Ovis_aries_v4.0, se obtuvieron un total de cinco
genes candidatos asociados con baja fecundidad y 10 con alta fecundidad, mediante el
método ROH (Figura 2). Por otro lado, con el método Fst se encontraron otros siete
genes candidatos asociados con alta fecundidad (Cuadro 1), diferentes a los detectados

por ROH.

ARHGAP22
GHITM'
GLUD1

GRID1,
MAPKS,

751

501

% SNP in Runs
L] L]
L] L] L] L] L]

254

1 2 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26
Chromosome

Figure 2. Distribucion gendmica de firmas de seleccion positiva para alta fecundidad
usando la frecuencia de polimorfismos de nucleétido simple (SNP) en los diferentes
haplotipos hallados por ROH en ovejas Katahdin.

En la Cuadro 1, se observan los genes candidatos encontrados en este estudio
asociados con fecundidad, que incluye reportes previos de asociaciones con otras
caracteristicas reproductivas. Mientras que, en la Figura 2 se observa la grafica de

Manhattan para alta fecundidad con los cinco principales genes candidatos identificados
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por el método ROH (Cuadro 1), con efectos en la fecundidad de ovejas de la raza

Katahdin y en caracteristicas reproductivas.

En este estudio, se observaron 17 genes asociados con alta fecundidad y cinco para baja
fecundidad. Una vez seleccionados estos genes mediante las firmas de seleccion (Fsr
y ROH), se filtraron de acuerdo con funciones previamente reportadas asociadas con

reproduccion en ovinos, bovinos, ciervos, caballos y cerdos (Cuadro 1).
1.6 DISCUSION
1.6.1 Estructura de la poblacion

La potencia de la prueba de 0.7 es aceptable para la obtencién de diferencias reales
significativas. Incluir esta prueba permitié validar los resultados, ya que no se dispone la
genotipificacion en masa de los animales (Mrode et al., 2019). La limitada informacion
gendmica en México retrasa el avance en la aplicacion de nuevas metodologias

enfocadas en mejoramiento genético.

En estudios de asociacién del genoma completo y de diversidad genética, es comun el
uso de analisis multivariante para caracterizar la estructura genética y fenotipica de las
poblaciones. Los métodos mas comunmente empleados son el PCA (Wang et al., 2022;
Lei et al., 2021; Duarte et al., 2022) y el escalamiento multidimensional métrico (Iffland
et al., 2020; Trujano-Chavez et al., 2022). Asi como en otros estudios con ovejas (Kijas
et al., 2016; Lei et al., 2021; Li et al., 2020), en este estudio, el PCA permitié observar

graficamente las diferencias genéticas y fenotipicas de las ovejas Katahdin.
1.6.2 Genes candidatos

El gen CNOTL11, se reporté como gen candidato para tasa de prefiez (Sozoniuk et al.,
2022). La expresion del gen en ovinos se da principalmente en el utero, las membranas
placentarias y el embridén; ademas, junto con los genes SDHA, PPIA, RPS9y RPL19, es
uno de los genes marcadores mas estables en tejidos reproductivos y fetales (Cheng et
al., 2020). En este estudio, con el uso del método Fsr, se encontro que el gen CNOT11
es candidato para fecundidad en ovejas de la raza Katahdin, con una posible influencia

en el éxito de la formacion del embrion y la culminacion de la prefiez (Cheng et al., 2020).
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El gen ANK2 es conocido por su efecto en caracteristicas productivas. En bovinos afecta
la calidad de la carne y la canal (Borges et al., 2014), y en ovinos se ha mostrado que
tiene impacto en las caracteristicas asociadas al crecimiento, como peso al destete y
peso de finalizacion, asi como en la calidad de la lana (Mohammadi et al., 2020). En
ovinos no se conocen estudios previos sobre el efecto del gen ANK2 en la reproduccion,
pero si en la reproduccion porcina (Kulus et al., 2021).

Contrario a lo encontrado en este estudio, existen reportes en cerdas del impacto
negativo del gen ANK2 en la estructura de las células de la granulosa, que
consecuentemente tiene un efecto negativo en la fecundidad (Kulus et al., 2021). En este
estudio, se encontrd que el gen ANK2 esta asociado con alta fecundidad en ovejas. El
perfil de expresion del gen ANK2 en los tejidos de la cerda ha sido poco estudiado; sin
embargo, parece tener un perfil diferente al de la oveja. En la cerda, la expresion del gen
ANK2 en el ovario es mas alta que en la oveja (Jiang et al., 2014; Li et al., 2017). Por
otro lado, la expresion del gen ANK2 en ovejas es abundante en tejidos del sistema
neuro-endocrino, como la pituitaria, el hipotalamo, el cerebelo y el cerebro (Jiang et al.,
2014). Probablemente, los efectos reproductivos del ANK2 difieren entre ovejas y cerdas,
debido a la diferencia de tejidos en los que tienen sus mayores expresiones. En la oveja,
el efecto del ANK2 puede deberse a cambios en la secrecidon y segregacion de hormonas;
mientras que, en la cerda puede deberse a un efecto local relacionado con el

funcionamiento del ovario y 6rganos sexuales (Jiang et al., 2014; Li et al., 2017).

No se encontraron reportes previos que asocien al gen HERC6 con caracteristicas
reproductivas en ovinos; sin embargo, existen reportes de asociaciones con crecimiento,
composicion de la canal, tamafio corporal, peso, altura y produccién de leche (Yurchenko
et al., 2019).
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Cuadro 1. Genes candidatos seleccionados por dos métodos estadisticos de deteccion de firmas de seleccion que afectan
la fecundidad en ovejas Katahdin y caracteristicas reproductivas informados en otros estudios.

Método Gen Cromosoma Posicidn Funcién en el organismo
Alta fecundidad
Fst CNOT11 3 100058810 Tasa de prefiez (Sozoniuk et al., 2022).
ATG10 5 70156925 ?ggf)agla y defensa inmune innata (Kravitz et al., 2021 y Sah et al.,
RPS23 5 79446021 Sintesis de proteinas e inmunidad (Wang et al., 2022%).
ANK2 6 12314476 Estructura de las células de la granulosa (Kulus et al., 2021).
CAMK2D 6 11870774 Metabolismo de las grasas y calidad de la carne (Luo et al., 2022).
STK32B 6 103213333 Deposicion de grasa y marmoleo (Wang et al., 2015).
UGTS 6 11004274 2Doelsgl)rrollo y funcion de los sistemas nervioso y endocrino (Kim et al.,
ROH ADIRF 25 41056054 Deposicion de tejido adiposo (Wang et al., 2021).
ARHGAP22 o5 49255625 Fertilidad, _metabollsmo de _Ios lipidos, resistencia a la insulina 'y
respuesta inflamatoria (Klein et al., 2021).
GHITM 25 38626280 Metritis y fertilidad (Piersanti et al., 2019).
GLUD1 25 41085197 Desarrollo y maduracion folicular (Wang et al., 2022b).
GRID1 25 39879600 Tamarfio de la camada (Gholizadeh y Esmaeili-Fard, 2021)
LRIT1 25 38706733 Energia celular (Steinhauser et al., 2021).
MAPKS8 25 42210625 Desarrollo folicular (Nan et al., 2021).
MMRN2 25 41018603 Diferenciacion celular u organogénesis (Weldenegodguad et al., 2021).
i Concentracién de urea plasmatica y calidad del esperma (De Souza et
TRNAC-GCA 25 39208014 | "2021 y Michailidou et al., 2019).
VSTM4 o5 42748968 Células del camulo y transferencia nuclear de células somaticas (Min et
al., 2015).
Baja fecundidad
ROH HERC6 6 36181502 Tasa de prefiez (Forde et al., 2012).
CCL28 16 31346400 Colonizacion de linfocitos de tejidos fetales (Meurens et al., 2007).
GHR 16 31832298 crecimiento, calidad de la canal, produccion de leche y diferenciacion
celular (Cobanoglu et al., 2021).
HMGCS1 16 31409821 Biosintesis de colesterol (Steele et al., 2012).
DPF2 21 42741418 Fertilidad (De Souza et al., 2022).
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Se encontrd que el gen HERCSG, junto con los genes PARP12, RNF213 y ZNFX1, esta
involucrado en la gestacion temprana de bovinos (dia 18; Forde et al., 2012). El papel
principal de estos genes, regulados por el IFNT, es la respuesta inmune para establecer

y mantener la receptividad uterina a la implantacion (Forde et al., 2012).

En nuestro estudio, el gen HERCS6, detectado mediante ROH, resulté ser gen candidato
para baja fecundidad, lo que sugiere la confirmacion de su efecto en la gestacion
temprana en ovinos, asi como en bovinos. El que este gen se encuentre fuertemente
fijado en ovejas con baja fecundidad, podria ser indicativo de su efecto negativo en la
especie, ya que al parecer el perfil de expresion del gen en ambas especies es el mismo
(Jiang et al., 2014; Forde et al., 2012), con significativa presencia durante los primeros

20 dias de gestacion en atero y cérvix.

Los genes CCL25 y CCL28 se encontraron con alta expresion durante el desarrollo fetal
temprano en ovinos (Murens et al., 2007). Particularmente el gen CCL28, se asocia con
el reclutamiento de células inmunes en el bazo y la mucosa nasal del feto, lo que conlleva
al desarrollo de un sistema inmunoldgico funcional pre-nacimiento. Ademas, existe
evidencia de la influencia del gen durante el traspaso de anticuerpos durante la lactancia
(Murens et al., 2007). El gen CCL28 influye también en la inmunidad gastrica de los
animales en cualquier etapa de la vida (Meurens et al., 2007). En nuestro estudio, CCL28
resulté ser un gen candidato para baja fecundidad, lo que sefiala una relacién negativa
entre el nivel de inmunidad innata de las crias y el nimero de corderos nacidos por oveja

por empadre.

Esta investigacion confirma a los genes DPF2, ARHGAP22 y GHITM como candidatos
para fecundidad en ovinos Katahdin. En bovinos, el gen DPF2 se reporté como candidato
para fertilidad y caracteristicas reproductivas (Fonseca et al., 2018); ademas, la
expresion del gen en ovinos es alta en tejidos sexuales, como testiculos, Gtero y ovarios
(Jiang et al., 2014). Por otro lado, el gen ARHGAP22 fue reportado en varias especies
como candidato para caracteristicas reproductivas femeninas (Klein et al., 2021), la
expresion del gen principalmente se da en las membranas placentarias y en el ovario

(Jiang et al., 2014), lo que sugiere un efecto sobre la persistencia de la gestacién en
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ovinos. El gen GHITM se ha asociado con la persistencia de metritis y caracteristicas
reproductivas en vacas Holstein; se encontré6 que juega un papel determinante en la
respuesta inmune del organismo ante una infeccion bacteriana (metritis), particularmente
en el ciclo, el metabolismo y la comunicacion celular (Piersanti et al., 2019). Ademas,
existe evidencia de la alta expresion del gen GHITM en cuerpo lUteo, ovarios y Utero
(Jiang et al., 2014).

En este estudio se hallaron genes candidatos para alta fecundidad que se han reportado
pocas veces en literatura con efecto en caracteristicas reproductivas. EI gen GLUD1 se
asoci6 con el metabolismo del carbono que se da durante el desarrollo y la maduracion
folicular en ovinos (Wang et al., 2022b), aunque no existen reportes de sus niveles de
expresion en organos relacionados con reproduccion; este gen puede afectar de manera
importante la fecundidad de ovinos de la raza Katahdin. Otro gen sin reportes de
expresion en ovinos es el gen TRNAC-GCA; en bovinos, este gen afecta la calidad
espermética (Michailidou et al., 2019). En este estudio se encontr6 que el gen TRNAC-
GCA esta asociado con alta fecundidad en ovejas Katahdin, lo que confirma la

importancia del gen en caracteristicas reproductivas al menos en bovinos y ovinos.

El gen MAPKS8 es importante en la reproduccion ovina. En este estudio de asociacion,
se confirma su efecto en la alta fecundidad de ovejas Katahdin. El gen MAPKS8 tiene una
expresion alta en 6rganos asociados con la reproduccion, como ovarios, pituitaria, tejidos
embrionarios y testiculos (Jiang et al., 2014). Es uno de los genes mas estudiados en
ovejas, ya que participa en los procesos fisiolégicos del ovario, particularmente en las
células de la granulosa, donde es parte del desarrollo folicular y consecuentemente,
afecta caracteristicas asociadas con fertilidad como fecundidad y prolificidad (Relav et
al., 2021; Nan et al., 2021).

Uno de los genes que mas se ha asociado con caracteristicas reproductivas en ovinos
es el gen GRID1 (Gholizadeh & Esmaeili-Fard, 2022). En este estudio se asoci6 con alta
fecundidad de ovejas Katahdin; mientras que, en otros estudios se asocio con tamafio
de la camada (Gholizadeh & Esmaeili-Fard, 2021) y fertilidad (Nosrati et al., 2018). La

expresion del gen GRID1 en ovinos parece darse en oOrganos del sistema
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neuroendocrino, en particular en el hipotalamo y el cerebro, en menor cantidad se tienen

reportes de su expresion en testiculos y ovarios (Jiang et al., 2014).

En esta investigacion, consideramos candidatos a otros genes que no se han relacionado
previamente con caracteristicas reproductivas, pero cuya funcién en el organismo podria
influir indirectamente sobre los procesos fisioldgicos que dan lugar a los fenébmenos
reproductivos. Por ejemplo, Fst nos permitié determinar que los genes ATG10 y RPS23
son candidatos para alta fecundidad en ovejas; sin embargo, la principal accién de los
genes se da en el sistema inmune, que indirectamente pudo impactar la fecundidad de
las ovejas en estudio (Kravitz et al., 2021; Sah et al., 2021; Wang et al., 2022a).

Por otro lado, genes candidatos para el metabolismo de la grasa y energia también
pueden estar indirectamente relacionados con la reproduccién (como se encontrd en este
estudio), dada la composicion lipidica de algunas hormonas reproductivas como
testosterona, progesterona y prostaglandina. Asi, los genes que se encuentran en esta
situacion son: CAMK2D (Luo et al., 2022), STK32B (Wang et al., 2015), HMGCSL1 (Steele
et al., 2012), ADIRF (Wang et al., 2021), LRIT1 (Steinhauser et al., 2021) y UGT8 (Kim
et al., 2016).

1.7 CONCLUSIONES

Esta investigacion es la primera en encontrar genes candidatos para fecundidad en
ovejas de la raza Katahdin de México. Estos genes candidatos se detectaron mediante
firmas de seleccion Fst y ROH, las cuales confirmaron la influencia de los cinco genes
CNOT11, GLUD1, GRID1, MAPK8 y CCL28 en las caracteristicas de fertilidad en ovinos;
ademas, se detectaron otros seis nuevos genes candidatos no reportados previamente
para esta especie: ANK2 (cerdos), ARGHGAP22 (vacas), GHITM (vacas), HERC6
(vacas), DPF2 y TRNAC-GCA (vacas). Los 17 nuevos genes candidatos para fecundidad
en ovinos, encontrados en este estudio, parecen tener una expresion alta en érganos
reproductivos. Sin embargo, se requieren estudios para dilucidar la base fisiologica de

los cambios en el comportamiento reproductivo influido por estos genes.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES
Conclusiones

En México, es importante el estudio genético de las razas adaptadas a las condiciones
climaticas y alimenticias, ya que existe muy poca informacion al respecto. Es importante
caracterizar la base genética de las caracteristicas de importancia econémica para lograr
la eficiencia productiva de los rebafios. Especificamente en ovejas, mejorar la prolificidad
y fecundidad es clave para el éxito productivo. Por tanto, en este estudio se trat6é de dar
respuesta parcial a la base fisioldgica de la fecundidad en ovejas, y es el primero en
detectar genes candidatos para ovejas Katahdin en México. Se detectaron seis nuevos
genes candidatos asociados con fecundidad no reportados previamente para ovejas:
ANK2, ARGHGAP22, GHITM, HERC6, DPF2 y TRNAC-GCA.

Asi como se demostré en este estudio y en otros aqui mencionados, las firmas de
seleccidn son utiles en el entendimiento de los procesos evolutivos que dan origen a las
especies y razas actualmente conocidas. Ademas, las firmas de seleccion son Utiles en
la busqueda de genes candidatos asociados con caracteristicas de importancia

econdmica dificiles de mejorar como lo son las caracteristicas reproductivas en ovejas.
Recomendaciones

Dados los resultados presentados en este documento de tesis, se recomienda a los
productores de ovejas y asociaciones ganaderas en general, facilitar las colaboraciones
con instituciones de ensefianza e investigacion para crear proyectos relacionados con
mejoramiento genético a través de genotipados con chips genémicos comerciales. Lo
anterior, para mejorar el entendimiento de los genes asociados con reproduccion en los
rebafios. Encontrando asi beneficios tanto para los productores (mejorando la genética
y productividad de sus hatos) como para los investigadores (con el descubrimiento de

variantes genéticas de importancia cientifica).
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