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i . RESUMEN
LOPEZ IGLESIAS BENEDICT AARON. Estudio y Andlisis genético del
comportamiento materno en Ovis aries (bajo la direccion del Dr. Raul Ulloa Arvizu y
el comité tutoral conformado por los académicos Dr. Rubén Dario Martinez Rojero,

Dr. Francisco Aurelio Galindo Maldonado).

La conducta materna consiste en la expresion de una serie de patrones motores
desplegados al final de la gestacion, durante y después del parto con el objetivo de
atender las necesidades de la progenie y favorecer por lo tanto su sobrevivencia. En
los ovinos hasta el momento no se tienen suficientes datos en la literatura cientifica,
sobre las bases genéticas de la conducta. El objetivo de este trabajo fue realizar un
estudio de Asociacion de Genoma Completo evaluando conducta materna en ovinos
Dorset, Suffolk y Obispo empleando polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). Las
diferencias conductuales de las razas Suffolk, Dorset y Obispo se evaluaron con
herramientas etologicas, lo que permitié seleccionar a las hembras de mayor y menor
actividad de proteccion materna. La genotipificacion se hizo empleando el
Microarreglo OvineSNP50 de la compafiia lllumina®. Para la asociacion se uso el
programa PLINK 1.07 implementando un estudio de casos y controles utilizando la
prueba estadistica de X2 cuyos valores de P se ajustaron por Test de Bonferroni
(prueba de comparaciones multiples) considerando un valor de significancia p-value
0.005. Se realiz6 un analisis de componentes principales PCA usando el programa
EIGENSOFT para ver la distancia genética entre las razas. En este estudio se
localizaron los marcadores OAR2 162810404.1, OAR7_31172405.1, que se
encuentran involucrados en la regulacion neuroendocrina y desarrollo del talamo en
ovinos, se localizé también el marcador OAR23 59102681.1, que esta asociado a la
conducta materna en ovinos. Adicionalmente se identificaron nuevos marcadores
genéticos(OAR9_21225274.1,0AR10 23753028.1,0ARX_35237878.1,0AR2_89841
590.1, OAR3_182984169.1, s26518.1). Estudios de gendmica ovina describen que
estos marcadores estan localizados en genes con implicacion directa con el
desarrollo de tejidos de la cresta neural y en actividad neurofisiologica. Los
marcadores encontrados en este estudio estan involucrados de manera directa con

la conducta materna en ovinos.



ii. ABSTRACT

The maternal behavior consists of the expression of a series of motor patterns
deployed at the end of pregnancy, during and after delivery in order to meet the
needs of the progeny and thus favor their survival. In sheep so far there is not enough
data reported in the scientific literature on the genetic basis of behavior. The objective
of this work was to carry out a full Genome Association study evaluating maternal
behavior in Dorset, Suffolk and Bishop ovines using single nucleotide polymorphisms
(SNPs). The behavioral differences of the Suffolk, Dorset and Bishop breeds were
evaluated with ethological tools, which allowed selecting the females with the highest
and lowest maternal protection activity. Genotyping was done using the OvineSNP50
Microarray from the company lllumina®. For the association, the PLINK 1.07 program
was used, implementing a case-control study using the X2 statistical test whose P
values were adjusted by the Bonferroni test (multiple comparisons test) considering a
p-value value of 0.005. A PCA main components analysis was performed using the
EIGENSOFT program to see the genetic distance between the races. In this study the
markers OAR2_162810404.1, OAR7_31172405.1, which are involved in the
neuroendocrine regulation and development of the thalamus in sheep were located,
the marker OAR23 59102681.1, which is associated with maternal behavior in
sheep, was also located. Additionally, new genetic markers were identified
(OAR9_21225274.1, OAR10_23753028.1, OARX 35237878.1, OAR2_89841590.1,
OAR3_182984169.1, s26518.1). Studies of ovine genomics describe that these
markers are located in genes with direct involvement with the development of tissues
of the neural crest and in neurophysiological activity. The markers found in this study

are directly involved with maternal behavior in sheep.



1. INTRODUCCION

A principios de 1990, un conjunto de nuevas técnicas para manipular el ADN del
ratdbn 'knock out' permiti6 a los investigadores comprender genes especificos,
estudiar y observar los efectos de la eliminacién de ellos en un raton vivo, lo que
comenz6 a revolucionar el estudio del comportamiento (Nelson, 2015).En genética
de la conducta de los animales, las preguntas acerca de coémo implementar estas
técnicas para el estudio de las bases moleculares de la conducta se hicieron
bastante controvertidas, con una serie de cuestiones metodoldgicas. Los debates
que tuvieron lugar durante la década de 1990 entre un grupo predominantemente
norteamericano de biélogos moleculares y conductistas de animales en torno a como
disefiar, conducir e interpretar experimentos de comportamiento (Yela, 1996).Por
ejemplo los diferentes supuestos sobre la naturaleza de la acciébn de genes. Asi
como implementar controles experimentales, fueron atados a diferentes posiciones
en los debates, realizandose asi un debate interesante y revolucionario (Nelson,
2015).El instinto puede ser llamado una asociacion fija de ideas o sus equivalentes
cerebrales; La razén, reside en el grado de rigidez de los patrones de
comportamiento. La diferencia fundamental entre el instinto y otro comportamiento,
hasta donde se sabe, es que los patrones instintivos tienden a ser fijos e inflexibles a
diferencia de la razén. Actualmente se sabe que el “instinto” depende de factores
externos e internos. Externos: "estimulos" y "estimulos signo", a internos: hormonas,
"estimulos sensoriales internos" e "impulsos nerviosos intrinsecos” (Yela, 1996).Son
componentes de la conducta instintiva: la conducta apetitiva, el acto consumatorio,
conducta sexual, respuesta motora al estrés y la conducta materna. Estos sistemas
motivacionales tiene a su vez las dos fases: apetitividad y consumacion (Numan et
al., 2006). Se puede teorizar que la explicaciéon del instinto en variantes bioldgicas,
no es mas que el resultado de la expresion genética y la conjugacion de caracteres
hereditarios en interaccion con el medio ambiente. En los ovinos Dorset, Suffolk y
Obispo hasta el momento no se tiene suficiente informacion en la literatura cientifica
sobre las bases genéticas de la conducta. En este sentido, es importante hacer
estudios mas a fondo de Neurogenética para identificar la base genética de la

conducta materna en ovinos.
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1.1 REVISION DE LITERATURA

1.1.1 LA CONDUCTA MATERNA

La conducta materna consiste en la expresion de una serie de patrones motores
desplegados al final de la gestacion, durante y después del parto, que proveen de
alimentacion, calor, proteccion, estimulos sensoriales y sociales necesarios para el
desarrollo de la progenie. Aunque la conducta materna se inicia poco antes del parto
con la construccion del nido, en especies atriciales (tales como los roedores y los
lagomorfos) no es sino hasta el nacimiento de sus crias cuando la hembra manifiesta
un subito y singular cambio en su responsividad materna (Poindron et al., 1988).Por
ejemplo, la rata acarrea a las crias al nido, si se salen de este, les lame el cuerpo y el
area anogenital y adopta la postura de amamantamiento (dorsoflexion) sobre ellas
para amamantarlas. Este incremento en la responsividad hacia las crias depende de
la accion de una secuencia de cambios hormonales que ocurren al final de la
gestacion. En el caso de la oveja el cambio de la conducta se evidencia por un
descenso en la conducta gregaria y la atraccién al liquido amni6tico. (Numan et al.,
2006)

1.1.2 REGULACION DE LA CONDUCTA MATERNA

La responsividad de una hembra hacia crias recién nacidas depende de su estado
reproductivo. Asi, hembras no gestantes muestran aversion o miedo hacia crias
“extranas” (provenientes de madres nodrizas), en cambio, hembras lactantes
muestran atraccion. Interesantemente, si hembras no gestantes se exponen
continuamente hacia crias “extranas”, la aversién disminuye progresivamente y
empiezan a sentirse atraidas hacia las crias hasta que empiezan a desplegar la
conducta maternal (sensibilizacién: proceso utilizado para inducir conducta maternal)
(Prato et al., 2003)

En 1974, Fleming y Rosenblatt (citado por Prato et al., 2003) propusieron que la

aversion/atraccion hacia las crias dependia del sistema olfatorio, principal vy
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accesorio. Ellos demostraron que la anosmia total causada por la remociéon de los
bulbos olfatorios, o periférica por la aplicacion de sulfato de zinc al epitelio olfatorio,
reducia en las madres la percepcion de olores y disminuia el tiempo dedicado al
lamido de las crias. Sin embargo, si esta sustancia se aplicaba a hembras virgenes,
quienes normalmente no son maternales, la responsividad hacia las crias se
facilitaba. Es decir, cuando ellas eran expuestas hacia crias “extrafias” durante varios
dias (sensibilizacion), la latencia para proveer cuidados maternales se reducia
notablemente. Estos datos apoyaron fuertemente la participacion del sistema
olfatorio en la regulacion de la conducta maternal y sugirieron que, al parto, la madre
sufre una considerable reduccion del miedo hacia ambientes estresantes y hacia las
crias, ademas de un incremento en la atraccién hacia olores y estimulos auditivos
relacionados a las crias (Prato et al., 2003). Especialmente en Ovinos es la Unica
especie domeéstica en la cual se ha descrito el control fisiolégico y neurobiol6gico de
la conducta materna (Poindron, P & Le Neindre, P, 1980).

1.1.3 CONDUCTA MATERNA EN OVINOS

Las especies precoces como los ungulados tienen crias bien desarrolladas desde el
punto de vista motriz y sensorial, con alta autonomia térmica. Las crias de estas
especies son capaces de levantarse rapido y seguir a su madre después de nacidas,
lo cual estd asociado con un proceso de reconocimiento rapido entre ambos a través
de diferentes vias sensoriales. (Terrazas et al., 1999) En el ovino, la madre aprende a
reconocer a la cria por su olor dentro de las primeras dos a cuatro horas posteriores
al nacimiento, lo que resulta en el cuidado y amamantamiento exclusivo de su cria.
Una vez establecido este vinculo selectivo la madre rechaza, e incluso muestra
conductas agresivas, hacia cualquier cria ajena que intente amamantarse. (Ferreira
et al., 2000). La interaccibn madre—cria favorece el aprendizaje del olor del cordero.
En la oveja, el reconocimiento a distancia interviene el oido y la vista, aunque la
participacion de estos sentidos parece necesitar mas tiempo. Los corderos también
son capaces de mostrar preferencias hacia su madre desde las 12 horas de edad,
aun cuando en algunos momentos intenten amamantarse de otras ovejas (Nowak et

al.,1987). Dicha preferencia depende de la capacidad de discriminacién por parte de
12



la cria entre un conjunto de sefiales de aceptacion (mostradas por la madre propia) y
sefales de rechazo (mostradas por la madre ajena) La capacidad de reconocimiento
del cordero se considera completa a las 48 horas después del nacimiento, cuando ya
cuentan con la habilidad de discriminacion de los rasgos individuales de su madre
desde una distancia de varios metros (Terrazas et al.,2002).El ovino tiene la
caracteristica de adopcion de corderos ajenos gracias su flexibilidad conductual, sin
embargo tiene prioridad por sus crias, se ha visto que identifica la diferencia entre la
cria adoptada y la propia, sin perder atencion en ambas (Poindron, 2001). Recientes
investigaciones han mostrado que ciertas razas de ovinos tienen una mayor actividad
en la conducta materna como son la raza Dorset, contrario a las razas Suffolk y
Katadhin presentan una conducta materna en menor actividad (Dwyer et al., 2000).
Hasta el momento se conocen mecanismos etoldgicos, fisiolégicos y productivos muy
precisos sobre la conducta materna (Shillito-Walser et al.,1980) (Dwyer, 2008). Sin
embargo adn no se conocen todos los genes que regulan la actividad materna en

particular.

1.1.4 ORIGEN DE LAS RAZAS OVINAS SUFFOLK Y DORSET

Se sabe que las ovejas domesticas se originaron en Asia, a partir del resultado de
influencias de multiples y sucesivas invasiones a lo largo de la historia, lo que
permitié que las ovejas se propagaran en Europa y se cree que asi llegaron también
a la Peninsula Ibérica. (Pedrosa et al., 2007). Se sabe que las ovejas de la raza
Suffolk fueron desarrolladas en Inglaterra como resultado del cruzamiento de machos
Southdown con hembras Norfolk Horned. El producto de este cruzamiento fue un
mejoramiento de las razas de los parientes. En el caso caracteristico de la raza
Dorset a ciencia cierta no se sabe su origen. Se Teoriza que probablemente en la
época en que Espafa intento conquistar Inglaterra, es posible que la raza Merino en
la parte suroeste de Inglaterra, se cruzo con la raza encornada de Gales. Este
cruzamiento produjo una oveja deseable de doble rendimiento que logro satisfacer
las necesidades de aquella época y asi empezé una raza que se popularizo en los

condados de Dorset, Somerset, Devon y la mayor parte de Gales (UNO, 2019).
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1.1.5 OVINOS OBISPO

En la regién de la Montafia del estado de Guerrero aun se encuentran en varios
municipios indigenas, pequefios rebafios de ovinos Criollos lanados, principalmente
de color negro y blanco; cuyos machos generalmente presentan policerismo (mas de
dos cuernos) y son conocidos como borregos “Obispo”, “Diablo” o de “Cuatro
Cuernos”. Estos ovinos practicamente se han mantenido aislados desde que fueron
introducidos por los espafoles durante la conquista, sin mezclarse con otras razas
que llegaron posteriormente. No seria remoto, por tanto, que ante la falta de estudios
serios, consistentes y sistematicos para caracterizarlo, en cierto momento este

genotipo pudiera desaparecer. (Martinez-Rojero et al., 2017)

Estudios en Ulloa et al., 2009 encontraron que las razas criollas locales mexicanas
(Criollas, borrego Chiapas y Pelibuey) presentan haplotipo B presente en los trabajos
de Pedrosa et al., 2007, que los ubica con un origen europeo. Sin embargo hasta la
fecha no se tienen datos en la literatura cientifica sobre su ancestria usando datos de
genoma completo. Por lo que es de suma importancia caracterizar los diversos
parametros fisiolégicos y etoldgicos para resaltar la importancia biolégica de la raza

Obispo.

1.1.6 NEUROGENETICA

En medicina de seres humanos la Neurogenética explora las enfermedades
neuroldgicas hereditarias y los aspectos fisiol6gicos en la neurobiologia. Su avance
estd en paralelo al impacto de la biologia molecular en medicina, se llevan de la
mano desde la investigacion de ciencia basica, hasta los grandes cambios en el
diagnoéstico neuroldgico cada vez mas preciso, a la fisiologia neurobiologica, a los
nuevos tratamientos basados en el mejor conocimiento de la fisiopatologia y
especialmente al mejor analisis de los riesgos para los otros miembros de la familia.
Ademas, se sabe que el componente genético influye en las patologias no
hereditarias del sistema nervioso en humanos. La susceptibilidad genética es

transversal a todas las enfermedades neuroldgicas que se basan en el conocimiento
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de la epidemiologia genética, a la fecha en humanos y animales se tienen aldn pocos

productos y mucho por conocer referente a la Neurogenética (Parker et al., 2010).

En el cerebro humano y animal no han sido completamente caracterizados, pero su
abundancia en los tejidos y la conversion eficiente en las membranas celulares
sugieren que tienen un papel clave en la homeostasis celular y en el crecimiento,
incluyendo otras funciones como en la proliferacion de los progenitores neurales
(Perrin et al., 2007) y en la elongacion de las neuritas, asi como en las bases
bioldgicas de la conducta (Keller et al.,2005), por lo que es importante hacer estudios

mas a fondo de Neurogenética animal y humana (Klinedinst et al., 2015).

Recientes estudios en canidos han logrado un progreso considerable en la
comprension de la base genética de los rasgos morfolégicos (el tamafio del cuerpo y
el color del pelaje) en perros y lobos, la base genética de su divergencia conductual
es poco conocida. Algunos hallazgos proporcionan una idea de un mecanismo
genético por el cual la respuesta hipersocial de perros, comparado con lobos criados
por humanos y los propios humanos, pueden actuar y estar conformados por

seleccién durante la domesticacion de especies (vonHoldt et al., 2017).

Este mecanismo se espera que predisponga a los perros a respuestas hipersociales
hacia cualquier compafiero en condiciones de servidumbre Esto es consistente con
el hallazgo de que los perros parecen mantener, o incluso aumentar, la duracion de
la vida social con humanos y congéneres a medida que se acercan a la edad adulta,
con la tendencia opuesta encontrada en los lobos, esto se logré mediante la
asociacion de caracteres cuantitativos y genéticos en estudios en la genética de los
perros domésticos, lobos y humanos (Zapata et al., 2016) Se requiere un enfoque
integrador que utilice datos conductuales y genéticos para comprender los
fundamentos de las diversas caracteristicas de comportamiento asociadas con la

domesticacion (vonHoldt et al., 2017).

15



1.1.7 METODOS DE GENOTIPIFICACION

El andlisis de polimorfismos de nucleotido simple (en inglés SNP, single nucleotide
polymorphisms y de aqui en adelante denominados SNP) se basa en el uso de
cebadores especificos que terminen justo antes de la base a determinar. La
deteccion de la base incorporada revela la presencia/ausencia del polimorfismo.
Estos polimorfismos representan los marcadores genéticos mas ampliamente
distribuidos en el genoma de los organismos (Kubinyi et al., 2012). Actualmente en
animales domésticos y silvestres se han descrito mas de 10 millones de SNP,
aunque se ha estimado que existen aproximadamente 20 millones de ellos
alcanzando una distribucion de aproximadamente un SNP por cada 100-300
nucleotidos para las diferentes especies animales. De acuerdo con su importancia
funcional y su amplia localizacién, ya sea en la estructura del gen o del ARNm de los
genes que sintetizan proteinas, los SNP funcionales se han dividido en rSNP, srSNP
y SNP codificantes (cSNP). Cada uno de ellos puede afectar, en dltimo término, a la
cantidad y actividad de las proteinas codificadas en los respectivos genes de las

diferentes especies de animales (Ramirez et al., 2013).

Los recientes avances en la identificacion de genes han ayudado a comprender
mejor, a nivel molecular, genético y fisioldgico, los fenbmenos implicados en el
desarrollo de varios aspectos biolégicos, lo que implica que usarlos permite

identificar genotipos de interés biomédico (Ramirez et al., 2013).

Un microarreglo de ADN (DNA microarray) es una superficie solida a la cual se une
una coleccién de fragmentos de ADN. Las superficies empleadas para fijar el ADN
son muy variables y pueden ser de vidrio, plastico e incluso de silicona. Los
microarreglos de ADN se usan para analizar regiones tanto intronicas como exonicas
y se monitorean de manera simultanea los niveles de miles de ellos. Su
funcionamiento consiste, basicamente, en medir el nivel de hibridacion entre la sonda
especifica y la molécula diana (target), se indican generalmente mediante
fluorescencia y a través de un analisis de imagen, lo cual indica el nivel de expresion

del gen (Dehghan, 2018)
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Los microarreglos de ADN pueden utilizarse para "leer" las secuencias de un
genoma particular en determinadas posiciones mediante arreglos de SNP. Los
microarreglos de SNP son un tipo particular de matrices que se utilizan para
identificar variaciones individuales y a través de poblaciones. Los oligonucle6tidos
pequefios son capaces de identificar polimorfismos de un sélo nucleétido que
podrian ser los responsables de variaciones genéticas dentro de una poblacion, la
fuente de susceptibilidad a distintas enfermedades genéticas e incluso a ciertos tipos
de cancer. En general, la aplicacién de estas técnicas de genotipado se usan en
medicina humana, ya que son rapidas en descubrir o medir la predisposicién de
enfermedades o incluso permitir el uso de ciertos medicamentos para tratar ciertas

enfermedades segun sea el ADN del enfermo o donante (Manolio, 2010).

1.1.8 ESTUDIOS DE ASOCIACION DE GENOMA COMPLETO (GWAS: Genome-

wide association study)

Los Estudios de Asociacion de Genoma Completo, también conocidos como GWAS
por sus siglas en inglés, han revolucionado la investigacion gendémica en los ultimos
catorce afios. Este abordaje ha sido posible en buena medida gracias a los
microarreglos, los cuales han facilitado la caracterizacion sistematica de una gran
proporcién de la variabilidad genética en estudios de casos y controles, estudios de
cohorte y ensayos clinicos. Los estudios de GWAS buscan establecer la relacion
estadistica entre variables genéticas poblacionales y un fenotipo determinado

(ejemplo: rasgo, riesgo de enfermedad, entre otros) (Dehghan, 2018).

El disefio al que se ha acudido mayoritariamente es el de casos y controles, el cual
de manera muy general consiste en comparar la frecuencia de los factores
estudiados (en este caso variantes genéticas) en un grupo de individuos afectados
(ej. obesos) y un grupo de individuos no afectados (ej. delgados), para determinar si
existe una diferencia significativa en la frecuencia de una o mas de estas variantes
entre ambos grupos. Este abordaje posee fortalezas y limitaciones, que se han

identificado y han sido evaluadas por diferentes grupos en el mundo (McCarthy et al.,
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2008). Una de sus principales fortalezas es que por su disefio libre de hipétesis,
permite identificar regiones genéticas, que nunca se habrian sospechado como
relevantes para las enfermedades estudiadas, y que por lo tanto probablemente no
habrian sido incluidos en estudios basados en regiones especificas o genes
candidatos. Por otro lado, una limitacion importante es la presencia de un namero
considerable de falsos positivos por efecto del andlisis simultaneo de multiples
pruebas estadisticas (al menos una por SNP), asi como las diferencias en
frecuencias alélicas ocasionadas por diferencias en origenes ancestrales o
diferencias demograficas (estratificacion poblacional) y no relacionadas al fenotipo en
estudio (Dehghan, 2018).

Habitualmente, se utilizan como marcadores genéticos a los SNP. Estas variaciones
pueden ser en si mismas funcionales y estar relacionadas a la fisiopatologia de la
enfermedad, pero en la mayoria de los casos, son utilizadas para el mapeo y
ubicacion de los verdaderos sitios relevantes. Los dos acercamientos posibles son el
del "gen candidato" cuando existe evidencia previa de funcionalidad de la variante, o

el de la "asociacion indirecta” (loannidis et al., 2009).

Actualmente en animales, la técnica de asociacion gendmica esta siendo utilizada
para la realizacion de una proyeccion del genoma completo con el fin de establecer
posibles sitios de asociacién (Manolio, 2010). Existen factores criticos en el disefio y
analisis de GWAS, entre los que destacan tres: a) la seleccién cuidadosa de casos y
controles para minimizar potenciales sesgos (ej. edad, sexo, origen ancestral, etc.),
b) la seleccién de los marcadores a caracterizar o genotipificar (ej. SNP etiqueta,
SNP codificantes, etc.), y c¢) el control de calidad de los datos (McCarthy et al., 2008).
Para descartar efectos de estructura genética y/o de factores ambientales, es
necesario validar las sefales de asociacion genética mediante su replicacion con un
alto nivel de certidumbre estadistica (P < 5 x 107°%) en un namero de individuos mas
grande al grupo en donde se identificd, y/o en diferentes poblaciones (McCarthy et
al., 2008).
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Para identificar las variantes genéticas verdaderamente causales del efecto biolégico
relacionado al fenotipo, normalmente se recurre a estrategias de mapeo fino y/o re-
secuenciacion de las regiones identificadas en los GWAS. El mapeo fino consiste en
analizar las regiones candidato identificadas en los GWAS utilizando mayor densidad
de marcadores, en tanto que la resecuenciacion se basa en analizar una a una cada
base contenida en esas regiones. Por ejemplo en humanos de acuerdo al “The
NHGRI-EBI Catalog of published genome-wide association studies”. European
Molecular Biology Laboratory 2018”, a la fecha se han publicado mas de 3000
GWAS, en los que han sido identificadas aproximadamente 1800 asociaciones
significativas (p < 5 x 107®) entre SNP vy, rasgos y/o patologias complejas a todo lo
largo del genoma (Katta et al., 2009). Estos resultados han sido importantes para el
estudio de varias enfermedades, aunque con distinto grado de relevancia, ej. En la
degeneracion macular relacionada a la edad, una enfermedad degenerativa que
resulta en ceguera parcial o total en adultos mayores. Se han identificado cinco SNP
gue explican mas del 50% del riesgo genético en familiares de individuos afectados
(Dehghan, 2018).

Estos estudios se articulan en forma horizontal con estudios de modelos genémicos
animales (como ratones). Las posiciones posiblemente relacionadas pueden
describirse inicialmente en estudios de mapeo genético en ratones u otras especies y
luego ser explorados a través de estudios de asociacion en humanos (Feero et al.,
2010).

1.1.9 HAPLOTIPOS Y MINERIA DE DATOS

En las ciencias genémicas un haplotipo es un conjunto de polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP) en un cromosoma particular. Los estudios en general han dado
cuenta que los SNP se heredan en grupos que se encuentran estrechamente
relacionados en el ADN, en contraste con la tesis sostenida hasta el momento, en la
gue se planteaba la segregacion al azar debido a la recombinacién genética. Es por

esto que el estudio de haplotipos se ha convertido en una herramienta util en la
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determinacion de relacion génica entre individuos, y por lo tanto en el estudio del
origen de mutaciones causantes de diversos padecimientos (Barrett et al., 2005).

La mineria de datos o exploracion de datos (es la etapa de analisis de "Knowledge
Discovery in Databases” o KDD) es un campo de la estadistica y las ciencias de la
computacion referido al proceso que intenta descubrir patrones en grandes
voliumenes de conjuntos de datos. Utiliza los métodos de la inteligencia artificial,
aprendizaje automatico, estadistica y sistemas de bases de datos genomicos. El
objetivo general del proceso de mineria de datos consiste en extraer informacion de
un conjunto de datos y transformarla en una estructura comprensible para su uso
posterior. Ademas de la etapa de andlisis en bruto, supone aspectos de gestién de
datos y de bases de datos, de procesamiento de datos, del modelo y de las
consideraciones de inferencia, de métricas de intereses, de consideraciones de la
teoria de la complejidad computacional, de post-procesamiento de las estructuras
descubiertas, de la visualizacion y de la actualizacion en linea. En gendmica nos
ayuda a localizar genes directamente relacionados con el rasgo que se estudié el
problema, una de las virtudes es que ocupa la relacion de las bases de datos
gendémicos en la red, ayudando a la localizacién de genes y SNP en un cierto locus

asociado a un rasgo o enfermedad (Febles et al., 2002).
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2. HIPOTESIS

Existen variantes genéticas que regulan las respuestas conductuales maternas en

ovinos de la raza Dorset, Suffolk y Obispo.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio de Asociacibn de Genoma Completo evaluando conducta

materna en ovinos Dorset, Suffolk y Obispo empleando polimorfismos de un solo

nucleotido (SNP)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la conducta materna de las razas Suffolk, Dorset, Obispo empleando

Herramientas Etoldgicas.

Identificar SNP asociados con la conducta materna en borregas de las razas Suffolk,

Dorset y Obispo

Realizar el analisis de haplotipos y la mineria de datos con base en los resultados de

la asociacion para localizar los genes relacionados con la actividad materna.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 ANIMALES EN ESTUDIO

Se usaron 15 ovinos hembras de la raza Criollos Obispo de segundo parto de una
sola cria, traidas de la Region de la Montafia de Guerrero a la granja del Colegio
Superior Agropecuario del Estado de Guerrero (CSAEGRO) en proceso de lactacion
al momento de esta investigacion, Se seleccionaron también 7 ovinos hembras de la
raza Dorset y 7 ovinos hembras de la raza Suffolk de segundo parto de una sola cria
respetivamente, que se encontraban en proceso de lactacion al momento de la
presente investigacion, procedentes del Centro de Ensefianza, Investigacion y

Extension en Produccion Ovina (CEIEPO) Tres Marias, Edo. De Morelos.

4.2 ANALISIS CONDUCTUAL

El registro de pautas de conducta se realiz6 basandose en la metodologia con
modificaciones propuesta por Ramirez et al., (2011) y Siegel et al., (1988) que
consiste en realizar observaciones durante una hora continua (11am-12md), 5 dias
consecutivos (lunes — viernes), durante el periodo de lactacién a partir del primer dia
del segundo mes en cada grupo y sin alterar las condiciones de convivencia
madre/cria. Esto condujo a que a cada grupo se le observo durante un total de 5
horas.

El calendario de observacion (Cuadro.1) se llevo a cabo de lunes a viernes durante 5
semanas, en 5 corrales en los que estaban distribuidas las hembras y sus crias,
iniciando con la observacion del grupo 1 (G1) que corresponde al numero del primer
corral y finalizando con la observacion del grupo 5 (G5) que corresponde al nimero
del ultimo corral. Esta actividad se hizo semanalmente alternandose el inicio de cada

semana como se muestra en el siguiente calendario de observaciones:
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Cuadro 1.

Calendario de observacion de los estados y eventos conductuales

SEMANA Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
Semana 1 *G1l *G2 *G3 *G4 *G5
Semana 2 *G2 *G3 *G4 *G5 *Gl
Semana 3 *G3 *G4 *G5 *G1 *G2
Semana 4 *G4 *G5 *G1 *G2 *G3
Semana 5 *G5 *G1l *G2 *G3 *G4

Nota: *G: Grupo de observacién y numero de corral. Fuente Con modificaciones:
Ramirez et al., (2011) y Siegel, S & Castellan, N (1988).

Con ayuda de hojas formateadas (Anexo.1) que incluia la informacion del nombre del
observador, la hora de inicio de la prueba, hora de término de la prueba, especie,
raza y grupo de animales observados, se evaluaron los siguientes eventos
conductuales, contado el niumero de veces que se realizé la actividad durante la

prueba:

1. Abandono de la cria por mas de 15 minutos (ABNO): cuando la madre se aleja
de su cria o le es indiferente por un periodo mayor de 15 minutos. Se midié

Frecuencia absoluta (numero de veces durante la observacion).

2. Convivencia con la cria (TC): numero de veces cuando la madre o la cria se
acercan a menos 10cm o chocan su cuerpo para interactuar. Se midio Frecuencia

absoluta (nimero de veces durante la observacion).

3. Amamantamiento (AMAM): cuando el cordero succion0 por primera vez
durante la observacion uno de los pezones de la madre, registrandose el nUmero de
veces que lo hizo durante la hora de observacion. Se midié Frecuencia absoluta

(numero de veces durante la observacion).
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4. Acicalamiento a la cria (ACC): El acicalamiento se define como el momento en
qgue la madre frota alguna parte del cuerpo del cordero con la lengua o con su

cabeza. Se midi6é Frecuencia absoluta (numero de veces durante la observacion).

5. Acicalamiento con el medio (ACMEDIO): es cuando la madre frota alguna
parte del cuerpo en alguna instalacion del corral, jaula, contendor, paridero, etc. Se

midio Frecuencia absoluta (nUmero de veces durante la observacion).

6. Olfateo a la cria (OFC): numero de veces durante la observacion en la que la
madre se acerca para oler a su cria (acercar su nariz hacia el cordero a una distancia
menor de cinco cm, con la intencion de olerlo). Se midi6 Frecuencia absoluta

(numero de veces durante la observacion).

7. Mordisco cria a madre o madre a cria (MORC): niumero de veces que la madre
o la cria intentan mordidas o las realizan durante la prueba. Se midié Frecuencia

absoluta (nimero de veces durante la observacion).

8. Contacto naso nasal con la cria (NC): nUmero de veces que acerca Ssu hariz
para oler a su cria o crias adoptadas. Se midié Frecuencia absoluta (nUmero de

veces durante la observacion).

9. Conductas de alerta (AL): cabeza erguida, ojos exaltados, orejas rigidas,
exaltacion de la madre a estimulos luminicos, sonoros, visuales, intervenciones
fisicas (personas desconocidas, personal de trabajo o animales no ovinos dentro del

corral). Se midié Frecuencia absoluta (nUmero de veces durante la observacion).
10. Vocalizacion por parte de la cria (VC): el nimero de veces que el cordero

emitié vocalizaciones con el hocico abierto (balidos altos) o cerrado (balidos bajos).

Se midi6 Frecuencia absoluta (nUmero de veces durante la observacion).
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11.  Vocalizacion por parte de la madre (VM): el numero de veces que la hembra
emitié vocalizaciones con el hocico abierto (balidos altos) o cerrado (balidos bajos).

Se midié Frecuencia absoluta (nUmero de veces durante la observacion).

12. Marcaje quimico (MARQ): niumero de veces que la hembra orind o defeco
durante la prueba. Se midi6 Frecuencia absoluta (nidmero de veces durante la

observacion).

4.3 ANALISIS EXPLORATORIO DE EVENTOS CONDUCTUALES

Se realizé un andlisis de estadistica descriptiva (medidas de dispersion y de
tendencia central) para elaborar una exploracion inicial de la base de datos, a estas
pruebas exploratorias, también se les aplicO una gréfica de cajas para ver el
comportamiento de cada una de las pautas por raza por variable. Eso se ocupé para
la organizacion, tabulacién, presentacion y reduccion de la informacion de las pautas

conductuales.

Para evaluar las variables conductuales antes mencionadas se usé la prueba de
Kolmogérov-Smirnov (K-S) para verificar la normalidad estadistica. Las ventajas de
esta prueba es que no hay pérdida de informacion por agrupamiento, se usa para
muestras pequefias (para muestras intermedias es mas potente), pueden hacerse
contrastes unilaterales, permite calcular un intervalo de confianza para la distribucion
de probabilidad de la poblacién, otra ventaja es que permite trabajar con datos
continuos y absolutos. Esta prueba compara la funcion de distribucion acumulada
empirica (ECDF) de los datos de la muestra, con la distribucién esperada si los datos
fueran normales. Si esta diferencia observada es adecuadamente grande, la prueba
rechazara la hipotesis nula de normalidad de la poblacién. Si el valor p de esta
prueba es menor que el nivel de significancia (a) elegido, se puede rechazar la
hipétesis nula y concluir que se trata de una poblacion no normal, la prueba se

realizd mediante el programa R.
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Para evaluar las diferencias entre las tres razas se emple6 un modelo lineal
generalizado. Se evaluaron las distribuciones Identidad y Poisson, para seleccionar
el mejor modelo se utilizo el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC); para las
variables, el mejor modelo fue el que utilizoé la distribucion de Poisson con funcién
liga (LINK) logaritmica; mientras que para algunas variables se utilizé la distribucién
normal con la funcion liga de Identidad. Para la comparacién por pares de las medias
marginales estimadas se utilizo el ajuste de Bonferroni. Este analisis se ejecuto en el
procedimiento GENLIN implementado en el paquete estadistico IBM® SPSS
Statistics version 22.

4.4 DISTRIBUCION, REDUCCION Y CORRELACION DE LAS PAUTAS DE
CONDUCTA

Se transformaron el conjunto de pautas de conducta originales, en un nuevo conjunto
de variables denominadas componentes principales usando la rotacién Varimax que
minimiza el niamero de variables que tienen cargas altas en cada factor, simplificando

la interpretacion de los valores.

Este analisis sirvio para modelar la distribucion de todas las variables de

comportamiento por raza, para realizar este analisis se utilizé el programa R.

4.5 PURIFICACION O EXTRACCION DE ADN TOTAL

Las muestras sanguineas se tomaron en la vena yugular de los borregos, utilizando
tubos con EDTA y usando agujas calibre 21 X 38 con un sistema colector vacutainer,

los tubos con sangre fueron mantenidos en refrigeracion.

Se purificé el ADN mediante el kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen,

utilizando las instrucciones del fabricante.

Para evaluar la calidad del ADN, se utilizé electroforesis en geles de agarosa al 1%

.El buffer empleado fue TAE 1X (40mM Tris, 20mM &cido acético, y 1ImM EDTA pH8)
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y utilizando como marcador de peso molecular ADN del bacteriéfago A digerido con
BstEll (MBstEIl 100 ng/ul). Los geles se tifieron con bromuro de etidio [Smg/mL
en H20] por 2 min, destefiido en agua por 10 min y posteriormente se visualiza con

luz ultravioleta (UV) en un fotodocumentador UVP.

El ADN se cuantificO por espectrofotometria a 260 y 280 nandémetros en un
espectrofotometro (Epoch, BioTek Modelo Epochh # 131168). Las muestras se
ajustaron al menos 20 pl de DNA gendmico diluido en buffer TE (O1mM EDTA, 10mM
Tris Hcl, pH 8.0) a una concentracion de 50 ng/ml (1000 ng en total), de acuerdo al
protocolo de unidad de Microarreglos del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN).

4.6 ANALISIS GENOMICO Y BIOINFORMATICO

La genaotipificacion se hizo mediante el microarreglo OvineSNP50 DNA Analysis ©,
en un equipo de escaner de microarreglos de la marca llumnia (iScan System),
siguiendo las instrucciones del fabricante (lllumina 2017). Este microarreglo contiene
54,241 marcadores tipo SNP. Una vez hecho la genotipificacion se obtuvieron los
archivos en Linkage Format (.ped y .map), para realizar Asociacién Gendmica.

4.7 ESTUDIO DE ASOCIACION GENOMICA (GWAS)

Para realizar la asociacidbn gendmica se emple6 el programa PLINK 1.07 Purcell et
al., (2007). PLINK es un conjunto gratuito de herramientas de andlisis de asociacion
de genoma completo de cdodigo abierto, disefiado para realizar un rango de analisis
basico a gran escala de manera computacionalmente eficiente. Los analisis
incluyeron rutinas sobre control de calidad de los datos: se extrajeron de las
muestras los SNP con frecuencia del alelo menor con valor menor o igual al 5% (maf
=0.05), se identificaron y se excluyeron individuos con alelos perdidos (Missing),
menores al 10% (mind0.1), se identificaron y se excluyeron individuos cuya tasa de

éxito de genotipado fue menor al 90% (geno 0.1). Esto se realiz6 para evitar la
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presencia de marcadores genéticos con baja tasa de genotipificacion y/o individuos
de bajo éxito de genotipificado, finalizando con total de 47,995 marcadores.

La asociacion se realizé entre razas usando un analisis de X2 para un analisis de
asociacion de caso / control estandar (.assoc) que contiene los campos: Cromosoma
CHR, identificacion SNP ID, posicion fisica de la BP (en pares de bases), nombre del
alelo menor Al (basado en la muestra completa), frecuencia de este alelo en casos
F_A (Suffolk y Obispo), frecuencia de este alelo en controles F_U (Dorset), nombre
del alelo mayor A2, prueba alélica basica X2 CHISQ, p-value asintético para esta
prueba P y Razon de posibilidades estimada Or (odds ratio) y se ajustd por multiples
pruebas (“Bonferroni Multiple Testing”) considerando un valor de (p-value 0.005)
como maximo para establecer significancia (loannidis et al., 2009) (Anexo. 2).

4.8 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (DISTANCIA GENETICA)

Se realiz6 un Andlisis de Componentes Principales (PCA por sus siglas en inglés)
usando el programa EIGENSOFT 6.1.3 (Price et al.,, 2006), que combina la
funcionalidad de los métodos de genética de poblaciones y los métodos de
correccion de estratificacion EIGENSTRAT. El método EIGENSTRAT utiliza el
analisis de componentes principales para modelar explicitamente las diferencias de
ascendencia entre individuos y grupos de individuos (por ejemplo: casos y controles)
a lo largo de los ejes continuos de variacion; la correccion de la variacion se
especifica como la variacion de la frecuencia de un marcador candidato en las
poblaciones ancestrales, minimizando las asociaciones espurias y maximizando el
poder para detectar asociaciones verdaderas. El paquete EIGENSOFT tiene
instrucciones de trazado incorporado y admite mudltiples formatos de archivo y
fenotipos cuantitativos. En este estudio permitio ver la distancia genética que hay

entre las razas Dorset, Suffolk y Obispo.
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4.9 GRAFICAS DE MANHATTAN

En esta investigacion se elaboré una grafica de Manhattan con todos los marcadores
genéticos del estudio con el valor de p para visualizar aquellos que fueron

significativos

4.10 MINERIA DE DATOS

Se realizd una exploracion de los datos gendmicos previamente identificados en el
ovino, revisando en las bases de datos del The National Center for Biotechnology
Information (NCBI) usando como como guia y motor de busqueda los marcadores
tipo SNP estadisticamente mas representativos localizados previamente en el
GWAS. La mineria de datos permite ubicar los genes en donde se encuentran
localizados los SNP, lo que permitié encontrar los genes asociados a la conducta

materna en ovinos, previamente identificados en otros estudios y describir su funcion.

Nota: La informacion sobre la funcion de los genes, la estructura y red de interaccion
fue compilada de las bases de datos de los autores O'Leary NA et al., (2016),

publicadas en el The National Center for Biotechnology Information (NCBI).

4. 11 ANALISIS DE HAPLOTIPOS USANDO SNP

Con el propdsito de ver la distribucion de los SNP se utilizé el programa Haploview
4.1 (Barret et al., 2005) que esta disefiado para proporcionar un conjunto completo
de herramientas para el andlisis de haplotipos de amplia variedad de tamafios de
conjuntos de datos. Para este estudio se emplearon los SNP significativos y los SNP
vecinos (46kb en promedio entre cada marcador) que se sitian dentro de los genes
localizados en este estudio, formando los bloques respectivos. Este estudio se
realiz6 con el propésito de ver la distribucion de los SNP dentro de los genes,
permitié analizar si existe correlacion entre los diferentes SNP distribuidos dentro de
los genes y determinar si su comportamiento es en forma de bloque o si el cambio

ocurre Unicamente en la variante localizada.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISIS DE COMPORTAMIENTO

5.1.1 Prueba de Normalidad

Para verificar que todas las pautas de comportamiento tuvieran una distribucion
normal, Se realizé la prueba de Normalidad Kolmogorov-Smirnov, y se encontré que
las pautas de conducta Olfateo a la cria (OFC), Acicalamiento con el medio
(ACMEDIO), Acicalamiento a la cria (ACC), Mordisco cria a madre o madre a cria
(MORC), Abandono de la cria por mas de 15 minutos (ABNO) y Convivencia con la

cria (TC), presentan una distribucion normal (P>0.05)

5.1.2 Andlisis exploratorio de las pautas de comportamiento

Las hembras Dorset presentaron el menor valor (promedio tee) para ABNO (0+0a)
observandose que practicamente esta raza de ovinos carece de esta conducta,
aptitud que fue diferente para las hembras Obispo (11+0.5c, P=0.005) y Suffolk
(12+0.23b, P<0.005). Las medias marginales fueron diferente entre las hembras
Obispo y las Suffolk (P=0.001). Para el TC las hembras Dorset presentaron el mayor
valor (7.2£0.5a, P=0.05) en comparacion con los registrados en la Obispo (0+0c) y en
la Suffolk (0+0c), razas que carecen de esta conducta de convivencia (Figura 1).

6 8 10 12 14
1 1 L 1 1

o - o] T——
T T T 1 1 1
0BISPO DORSET SUFFOLK OBISPO DORSET SUFFOLK

Figura 1. Gréaficas de cajas de las pautas de conducta: Abandono de la Cria (ABNO)

y Convivencia con la cria (TC), mostrando diferencias por raza.
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Para MORC, las hembras Dorset presentaron una media de 4.71+0.8 que fue
superior a la de la Suffolk (1.89+0.5, P=0.008) o a de la Obispo (1.33+0.3, P<0.0001),
sin que se detectaran diferencias entre estas dos ultimas razas (P>0.05). Para el
Acicalamiento a la cria se presentaron diferencias significativas entre razas (P<0.01),
las hembras Suffolk presentaron los menores valores (0.331£0.2) en comparacién con
la Obispo (1.40%0.3) y Dorset (5.71+0.9). En cambio, para el acicalamiento con el
medio, las hembras Obispo y Suffolk se comportaron en forma similar presentando
medias de 10.6+1.9 y 10.5+2.5, respectivamente (P>0.05) que fueron superiores a
las de las hembras Dorset con 1.29+2.8 (P < 0.05). De las tres razas, la Dorset es la

que presenta la actividad materna mas fuerte (Figura 2) (Cuadro 4).
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Figura 2. Graficas de cajas de las pautas de conducta: Acicalamiento a la cria (ACC),
Olfateo a la Cria (OFC), Acicalamiento con el medio (ACMEDIO) y Mordisco a la Cria

(MORC), mostrando la diferencia por raza.
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Cuadro 2.
Diferencia entre pautas de conducta (P.C), evaluando la media de cada una de ellas

y el error por raza

PAUTAS DE CONDUCTA

OFC MORC ACC ACMEDIO ABNO TC
RAZA M. E.e M. E.e M. E.e M. E.e M. E.e M. E.e
OBISPO  2.07+0.4b 1.33+0.3b 1.40+0.3b 10.67+1.9b 11+0.5b  0+0b
DORSET 4.00+0.8a 4.71+0.8a 5.71+0.9a 1.29+2.8a 0+0a 7.£0.5a

SUFFOLK 0.44+0.2c 1.89+0.5b 0.33+0.2c 10.56+2.5b 12+0.23b 0x0b

Nota. *Letras distintas dentro de las pautas de conducta indican diferencias en la
significancia entre razas. Prueba de Bonferroni (P<0.05), entre las diferentes razas y

las pautas de comportamiento, ** Media Marginal (M) Error estandar (E.e).

Las hembras Dorset presentaron el mayor promedio (+ee) para el olfateo de la cria (4
+0.8) en comparacion a los observados en las hembras Obispo (2.07+0.4, P= 0.065)
y Suffolk (.44£0.2, P<0.0001), las medias marginales también fueron diferente entre
las hembras Obispo y las Suffolk (P=0.001). Para MORC, las hembras Dorset
presentan una media de 4.71+0.8 que fue superior a la Suffolk (1.89+0.5, P=0.008)) o
a la Obispo (1.33+0.3, P<0.0001) sin que se detectaran diferencias entre estas dos
ltimas razas (P>0.05) (Cuadro 4).

Para el Acicalamiento a la cria, las hembras de las tres razas presentaron diferencias
significativas entre ellas (P<0.01), la Suffolk registr6 el menor valor (0.33+0.2) en
comparacion con la Obispo (1.40+0.3) y Dorset (5.71+£0.9). En contraste en el caso
del acicalamiento con el medio, las hembras Obispo y Suffolk se comportaron en
forma similar presentando medias de 10.6+1.9 y 10.5+2.5, respectivamente (P>0.05)
que fueron superiores a las observadas en las hembras Dorset con un valor de
1.29+2.8 (P < 0.05). De las tres razas evaluadas, la Dorset fue la que presento la

actividad matera mas fuerte (Cuadro 4).
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5.1.3 Andlisis de componentes principales

Se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) para analizar de manera

espacial las diferencias entre cada una de las razas respecto a su actividad materna,

observandose una fuerte diferencia entre razas con respecto a la conducta y pautas

de comportamiento materno (Figuras 3).
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Figura 3. Andlisis de Componentes Principales (PCA) empleando las pautas de
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5.2 ANALISIS GENOMICO

5.2.1 Distancia genética

Los resultados del PCA muestran la Distancia genética entre las razas de ovinos
Suffolk (SUF), Dorset (DOR) y Obispo (Cr), se puede apreciar las clasificaciones de
los componentes principales 1 y 2 (Figura. 4) donde se observa la separacion entre
la raza Obispo respecto a las razas europeas (Dorsert y Suffolk). En la figura. 5 se
observan las clasificaciones del componente principal 1 y 3 de los datos del genoma
completo ovino de las tres razas evaluadas en este estudio. Esta perspectiva nos

permite apreciar claramente las diferencias genéticas entre las 3 razas.
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Figura 4. Andlisis de Componentes Principales usando el eigenvector 1y 2
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Figura 5. Grafica de las clasificaciones del Componente principal 1 y el 3 utilizando

los datos gendmicos.
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5.2.2 Resultados del GWAS

Mediante la asociacion se pudieron localizar los marcadores genéticos asociados a la
conducta materna y también localizar sus respectivos genes. En la figura 7 se
muestran graficamente los SNP significativos con un —logio(p) > 6, en los Cuadros. 5
y 6 se presentan los nueve marcadores genéticos mas relacionados con la conducta
materna protectora (p<0.005). En el anexo 2, se presenta la relacion de SNP que

tuvieron una p<0.05 y en la figura 7 tienen un valor de —logio(p) = 6
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Figura 6. Manhattan plot con todos los marcadores resultantes de la Asociacion del
Genoma Completo entre los grupos de individuos con el rasgo de conducta materna
mas y menos acentuado (Dorset y Suffolk), en la porciébn mas alta los marcadores

son mayor significancia estadistica sefialando el gen donde se encuentran.
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Cuadro 3.

Marcadores genéticos localizados en el Estudio de Asociacion de Genoma Completo
(GWAS): Suffolk (S), Dorset (D).

Cromosoma SNP *A1l *FS *FD *A2 p-value Gen

2 *OAR2_162810404.1 T 1 0 C 0.005 ***ZEB2

2 *OAR2_89841590.1 C 1 0 T 0.005 ***SH3GL2
3 *OAR3_182984169.1 T 1 0 C 0.005 *YWHAQ
5 **526518.1 A 1 0 G 0.005 ***GUK1
7 *QAR7_31172405.1 C 1 0 T 0.005 ***C150rf62
9 *QAR9_21225274.1 C 1 0 T 0.005 *»**Gen TG
10 *OAR10_23753028.1 A 1 0 G 0.005 **PSRC1
23 *OARX _35237878.1 G 1 0 A 0.005 ***RHO
23 *OAR23 59102681.1 C 1 0 T 0.005 **MC4R

Nota:* **Nombre del marcador tipo SNP localizado,***gen localizado. p-value
ajustado por Bonferroni (BF). *Al alelo 1, FS frecuencia de alelo Suffolk (S), FD
frecuencia de alelo Dorset (D), A2 alelo 2.

Cuadro 4.

Marcadores genéticos localizados en el Estudio de Asociacion de Genoma Completo
(GWAS): Obispo (Cr), Dorset (D).

Cromosoma SNP *A1l *FCr *FD *A2 p-value Gen
2 *OAR2_162810404.1 T 0.5 0 C 0.005 ***7EB2
2 *OAR2_89841590.1 C 0.5 0 T 0.005 ***SH3GL2
3 *OAR3_182984169.1 T 0.5 0 C 0.005 ***YWHAQ
5 **526518.1 A 0.5 0 G 0.005 ***GUK1
7 *QAR7_31172405.1 C 0.5 0 T 0.005 ***C150rf62
9 *QAR9 21225274.1 C 0.5 0 T 0.005 *»**Gen TG
10 *OQAR10_23753028.1 A 0.5 0 G 0.005 *»**PSRC1
23 *OQARX_35237878.1 G 0.5 0 A 0.005 **RHO
23 *OQAR23 59102681.1 C 0.5 0 T 0.005 *»**MC4AR

Nota:* Obispo (Cr), Dorset (D), *Nombre del marcador tipo SNP localizado,***gen
localizado. p-value ajustado por Bonferroni (BF). *Al alelo 1, FCr frecuencia de alelo

Obispo (S), FD frecuencia de alelo Dorset (D), A2 alelo 2.
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5.2.3 Resultados de Haplotipos

Esta seccion analiza los marcadores genéticos resultantes de la asociacion genética
localizados en los cromosomas 2, 3, 7, 9, 10 y 23 respectivamente. Pertenecientes a
los genes ZEB2, SH3GL2, YWHAQ, GUK1, C150rf62, TG, PSRC1, ROH y MC4R.

En los marcadores genéticos OAR2_162810404.1 y s26518.1 pertenecientes a los
genes ZEB2 y GUK1. Se presentaron de manera Unica, sin tener mas SNP
colindantes dentro de su respectivo gen. Para el resto de los marcadores se
encontraron SNP a un distancia promedio entre ellos de 45kb.

Los Resultados para las razas Dorset y Suffolk se muestran un comportamiento
homocigotico de los marcadores genéticos, la raza Obispo en particular presentd un
comportamiento Heterocigético, dado su proceso de recombinacion particular.

Cuadro 5. Marcador genético OAR2_162810404.1 que pertenece al gen ZEB2
*OAR2_162810404.1

*DORSET *SUFFOLK *OBISPO
= C/C =TT =4TC

Nota: *Nombre de cada raza, **Marcador tipo SNP,***Genotipo. Este cuadro muestra
el comportamiento homocigotico del marcador genético OAR2_162810404.1 que se
encuentra en el cromosoma 2 ovino y pertenece al gen ZEB2, solo se localizdé un
marcador para este gen.

Cuadro 6. Marcador genético OAR2_89841590.1 que pertenece al gen SH3GL2

**OAR2_89841590.1

*DORSET *SUFFOLK *OBISPO
=TT 5C/C #5T|C

Nota: *Nombre de cada raza, **Marcador tipo SNP,***Genotipo. Este cuadro muestra
el comportamiento homocigético del marcador genético OAR2_89841590.1 que se
encuentra en el cromosoma 2 ovino que pertenece al gen SH3GL2 y sus respectivos
SNP colindantes.
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Figura 7: Haploview plot donde se muestra el comparativo por raza del marcador
OAR2_89841590.1, mostrando que no existe una correlacién con todos los
marcadores presentes en el gen SH3GL2.

Cuadro 7. Marcador genético OAR3_182984169.1 que pertenece al gen YWHAQ

**OAR3_182984169.1

*DORSET *SUFFOLK *OBISPO
4 C/C =TT =4TC

Nota: *Nombre de cada raza, **Marcador tipo SNP,***Genotipo. Este cuadro muestra
el comportamiento homocigotico del marcador genético OAR3_182984169.1 que se
encuentra en el cromosoma 3 ovino que pertenece al gen YWHAQ y sus respectivos
SNP colindantes.
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Figura 8: Haploview plot donde se muestra el comparativo por raza del marcador
OAR3_182984169.1, mostrando que no existe una correlacién con todos los
marcadores presentes en el gen YWHAQ.

Cuadro 8. Marcador genético s26518.1 que pertenece al gen GUK1.

**$26518.1
*DORSET *SUFFOLK *OBISPO
***A/A ***C/C ***C/A

Nota: *Nombre de cada raza, **Marcador tipo SNP,***Genotipo. Este cuadro muestra
el comportamiento homocigético del marcador genético s26518.1 que se encuentra
en el cromosoma 5 ovino que pertenece al gen GUK1. Solo se localiz6 un marcador
para este gen.

Cuadro 9. Marcador genético OAR7_31172405.1 que pertenece al gen C150rf62

**OAR7_31172405.1

*DOSERT *SUFFOLK *OBISPO
=TT 5C/C #5C/T

Nota: *Nombre de cada raza, **Marcador tipo SNP,***Genotipo. Este cuadro muestra
el comportamiento homocigotico del marcador genético OAR7_31172405.1 que se
encuentra en el cromosoma 7 ovino que pertenece al gen C150rf62 y sus respectivos
SNP colindantes.
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Figura 9: Haploview plot donde se muestra el comparativo por raza del marcador
OAR7_31172405.1, mostrando que no existe una correlacién con todos los
marcadores presentes en el gen C150rf62.

Cuadro 10. Marcador genético OAR9_21225274.1 que pertenece al gen TG
*OAR9_21225274.1
*SUFFOLK
**CIC

*DORSET
T[T

*OBISPO
e CIT

Nota: *Nombre de cada raza, **Marcador tipo SNP,***Genotipo. Este cuadro muestra
el comportamiento homocigotico del marcador genético OAR9 21225274.1que se

encuentra en el cromosoma 9 ovino que pertenece al gen TG y sus respectivos SNP
colindantes.
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Figura 10: Haploview plot donde se muestra el comparativo por raza del marcador
OAR9 21225274.1, mostrando que no existe una correlaciéon con todos los
marcadores presentes en el gen TG.
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Cuadro 12. Marcador genético OAR10_23753028.1 que pertenece al gen PSRCL1.

**OAR10_23753028.1

*DORSET *SUFFOLK *OBISPO
T T 4 C/C #C/T

Nota: *Nombre de cada raza, **Marcador tipo SNP,***Genotipo. Este cuadro muestra
el comportamiento homocigotico del marcador genético OAR10 23753028.1 que se
encuentra en el cromosoma 10 ovino que pertenece al gen PSRCL1y sus respectivos
SNP colindantes.

DORSET SUFFOLK OBISPO

OAR10_23723318.1 —

OAR10_23548097.1
OAR10_23587067.1 —
OAR10_23620481.1 —
OAR10_23678254.1 —
OAR10_23723318.4 —
OAR10_23753028.1
0AR10_23521871.1
OAR10_23548007.1 —
OBR10_23587067.1 —
OAR10_23620481.1
OAR10_23678254.1 —
OAR10_23723318.1 —
0AR10_23753028.1
OAR10_23548097.1
OAR10_23587067.1
OAR10_23620481.1
OAR10_23678254.1
OAR10_23753028.1

(]
=1
-~
@

3

=

Elock1 (204 kaj J EDIGES J Block 1 (204 ) J
a

=]
-
-]

\cn

his

Figura 11: Haploview plot donde se muestra el comparativo por raza del marcador
OAR10_23753028.1, mostrando que no existe una correlacién con todos los
marcadores presentes en el gen PSRCL1.

Cuadro 13. Marcador genético OARX_35237878.1 que pertenece al gen RHO

**OARX_35237878.1

*DOSERT *SUFFOLK *OBISPO
=TT w4 C/C s CT

Nota: *Nombre de cada raza, **Marcador tipo SNP,***Genotipo. Este cuadro muestra
el comportamiento homocigotico del marcador genético OARX _35237878.1 que se
encuentra en el cromosoma 23 ovino que pertenece al gen RHO y sus respectivos
SNP colindantes.
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DORSET SUFFOLK OBISPO

OARX_35326302.1

OARX_35237878.1
OARX_35326302.1
OARX_35237878.1
OARX_35326302.1
OARX_35237878.

-
M

Figura 12: Haploview plot donde se muestra el comparativo por raza del marcador
OARX_35237878.1, mostrando que no existe una correlacién con todos los
marcadores presentes en el gen RHO.

Cuadro 14. Marcador genético OAR23 59102681.1 que pertenece al gen MC4R.

**OAR23_59102681.1

*DOSERT *SUFFOLK *OBISPO
=TT #5C/C *+C/T

Nota: *Nombre de cada raza, **Marcador tipo SNP,***Genotipo. Este cuadro muestra
el comportamiento homocigotico del marcador genético OAR23 59102681.1 que se
encuentra en el cromosoma 23 ovino que pertenece al gen MC4R y sus respectivos
SNP colindantes

DORSET SUFFOLK OBISPO

OAR23_59102681.1

OARX_59194976.1
OARX_59257971.1
OARX_59327581.1
OAR23_59102681.1
OARX_59194976.1
OARX_59257971.1
OARX_59327581.1
OAR23_59102681.1
OARX_59194976.1
OARX_59257971.1
OARX_59327581.1

=3
o
=

224 kb)
2

;

lock 1§(224 kb) (224 kb)
oo e

\ 4

w
&
N
w
-
-
w
-

Figura 13: Haploview plot donde se muestra el comparativo por raza del marcador
OAR23 59102681.1, mostrando que no existe una correlacién con todos los
marcadores presentes en el gen MC4R.
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5.2.4 Funcién de los Genes localizados

5.2.4.1 Gen ZEB2

El gen ZEB2 (anteriormente también conocido como SMADIP1, SIP1) pertenece a la
familia Zeb dentro de la clase ZF (dedo de zinc) de los factores de transcripcion de
homeodominio. En la Figura 8 se presenta un modelo tridimensional de la proteina
codificada. La proteina ZEB2 tiene 8 dedos de zinc y 1 homeodominio. Localizado en
el cromosoma 2 Ovino, la principal funcion de este gen es interactuar con SMAD de
longitud completa activados y mediar receptores. La activacion de los receptores
TGFB provoca la fosforilacion de moléculas efectoras intracelulares R-SMAD. La
proteina codificada ZEB2 actia como un corsario de transcripcion de los tejidos

diferenciados de la cresta neural (Wang et al., 2017).

Estudios en humanos indican que los transcritos de ZEB2 se encuentran en tejidos
diferenciados de la cresta neural, como los ganglios del nervio craneal, los ganglios
de la raiz dorsal, las cadenas ganglionares simpaticas, el sistema nervioso entérico y
los melanocitos (Wang et al., 2017). ZEB2 también se encuentra en tejidos que no se
derivan de la cresta neural, incluida la pared del tracto digestivo, los rifiones y los

musculos esqueléticos (Khan et al., 2016)

Figura 14. Estructura de la proteina codificada por el gen ZEB2. Fuente Wang et al.,
(2017). Estructura libre para usar en texto (O'Leary et al., 2016).
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5.2.4.2 Gen SH3GL?2

Este gen codifica para una endorfina Al, se localiza en el cromosoma 2 ovino y esta
Implicado en la endocitosis de vesiculas sinapticas (Figura 9). Investigaciones en
humanos describen que puede reclutar otras proteinas a membranas con alta
curvatura. Es necesario para el crecimiento de dendritas dependiente de BDNF.
Coopera en mediar el trafico endocitico temprano de BDNF-NTRK2 y la sefializacion
de los primeros endosomas. Se expresa principalmente en Cerebro, sobre todo en la
corteza frontal. Expresandose en niveles altos en el cerebelo fetal (Giachino et
al.,1997)

Figura 15. Estructura de la proteina codificada por el gen SH3GL2. Fuente: Giachino
et al., (1997) Estructura libre para usar en texto (O'Leary et al., 2016).

5.2.4.3 Gen YWHAQ

La proteina theta de activaciébn de la tirosina 3-monooxigenasa / triptéfano 5-
monooxigenasa, también conocida como proteina theta 14-3-3 o YWHAQ, es una
proteina codificada en ovinos por el gen YWHAQ, localizada en el cromosoma 3
ovino (Figura 10). La proteina YWHAQ pertenece a la familia de proteinas 14-3-3 que
media en la transduccion de sefales por la unién a proteinas que contienen
fosfoserina (Figura 10). Esta familia de proteinas esta altamente conservada y puede
encontrarse tanto en las plantas como en los mamiferos. Contiene en su extremo
UTR 5 'una secuencia repetida en tandem que es polimarfica. Su funcion principal es
de Proteina adaptadora implicada en la regulacion de un amplio espectro de vias de
sefalizacion tanto generales como especializadas, principalmente vias de

sefalizacion neuronales y canales dependientes de sodio (Malaspina et al., 2008).
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Figura 16. Estructura de la proteina codificada por el gen YWHAQ. Fuente:
Malaspina et al., (2008). Estructura libre para usar en texto (O'Leary et al., 2016).

5.2.4.4 Gen GUK1

En humanos este gen codifica para la enzima Guanilato quinasa (EC 2.7.4.8 )
cataliza la fosforilacion de GMP a GDP o de dGMP a dGDP y es una enzima esencial
en las vias del metabolismo de los nucledtidos (Figura 11). Es muy abundante en
tejido neural y neuronas motoras. Se encuentra localizado en el cromosoma 5 ovino.
(Fitzgibbon et al.,1996).

Figura 17. Red de interaccion del gen GUK1. Fuente: Fitzgibbon et
al.,(1996).Estructura libre para usar en texto (O'Leary et al., 2016).

5.2.4.5 Gen C15o0rf62

Este gen codifica para el ORF C150rf62, el “marco abierto de lectura o marco de
lectura abierta” por sus siglas en ingles “Open Reading Frame” (ORF) a la secuencia
de ARN comprendida entre un codon de inicio (AUG) de la traduccion y un codén de
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terminacion, descontando las secuencias que corresponden a los intrones, en caso
de haberlas (Pruitt et al., 2014). Se encuentra acotado por los UTR (es decir, las
secuencias no traducidas), se sabe que regula la actividad del gen FABP4 se ha
asociado al crecimiento celular y contenido de grasa intramuscular (Figura 18). Este
Marco abierto de lectura localizado en cromosoma 7 ovino, es abundante en la
corteza cerebral, en neuronas y comprende funciones reguladoras (tdlamo-
hipofisiarias), se ha asociado a problemas de ansiedad y estrés mental en seres
humanos (Meier et al., 2019).

e

KRT16 MT4
SPRR2C

PSORS1C2

Céorf15 F.4

Cl15orf62

MRGPRG
CYP4F22

Figura 18. Localizacion genética del gen C150rf62. Fuente: Pruitt et al., (2014)
Estructura libre para usar en texto (O'Leary et al., 2016).

5.24.6GenTG

Este gen se encuentra en el cromosoma 9 ovino, se sabe que en humanos y
mamiferos proporciona instrucciones para producir una proteina llamada
tiroglobulina, una de las proteinas mas del organismo (Figura 13). Esta proteina se
encuentra solo en la glandula tiroides. La tiroglobulina se combina con el yodo y se
modifica y descompone para liberar moléculas pequefias conocidas como hormonas
tiroideas. Las hormonas tiroideas desempefian un papel importante en la regulacion
del crecimiento, el desarrollo cerebral y la velocidad de las reacciones quimicas en el
cuerpo (metabolismo). La tiroglobulina también sirve como almacén de proteinas
para el yodo y la hormona tiroidea inactiva hasta que se necesiten estas sustancias
(Pardo et al., 2009).
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Figura 19. Estructura de la Tiroglobulina codificada por el Gen TG. Fuente: (Pardo et

al., 2009). Estructura libre para usar en texto (O'Leary et al., 2016).

5.2.4.7 Gen PSRC1

La proteina de la bobina enrollada rica en prolina / serina 1 es una proteina que en
los ovinos esta codificada por el gen PSRC1 y se encuentra en el cromosoma 10.
Este gen codifica una proteina rica en prolina. Los estudios en humanos y animales
relacionados sugieren que este gen esta regulado por p53 y puede participar en la
supresion del crecimiento mediada por p53 (Figura 14). Alternativamente en
mamiferos, se han descrito variantes de transcripcion empalmadas que codifican
diferentes isoformas que participan en la diferenciacion de células nerviosas y mitosis

celular, desarrollo de la hipdfisis y el talamo (Zhang et al., 2013).

Figura 20. Red de interaccion del gen PSCR1, Fuente: (Zhang et al., 2013).
Estructura libre para usar en texto (O'Leary et al., 2016).
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5.2.4.8 Gen RHO

En humanos se sabe que este gen que codifica para la proteina RHO. Las proteinas
RHO son hexadmeros proteicos de la familia de las helicasas. Se localizé en el
cromosoma 23 ovino. Constituyen un método de terminacion de la Transcripcion
alternativo al habitual (Figura 15). Se unen a zonas del ARN desnudo llamadas sitios
rut, e hidrolizan ATP para generar energia que emplean para cerrar la burbuja de
transcripcion y expulsar el ARN. Aan no se sabe bien codmo actian, se describen en

secciones del talamo y eventos neuroendocrinos (Heck et al., 2002)
EXOC4

)

SRP54

Figura 21. Red de interaccion del gen RHO. Fuente: Heck et al., (2002).Estructura
libre para usar en texto (O'Leary et al., 2016).

5.2.4.9 Gen MC4R

El receptor de melanocortina 4 es una proteina esta codificada por el gen MC4R
localizada en el cromosoma 23 ovino (Figura 16). En humanos y mamiferos codifica
la proteina MC4R, un receptor acoplado a proteina G que se une a la hormona
estimulante de melanocitos a (a-MSH), en humanos es un gen asociado a la
obesidad. En modelos murinos, se ha encontrado que los receptores MC 4 estan
involucrados en el comportamiento alimenticio, desarrollo del talamo, la regulacién
del metabolismo (conducta de alimentacion), el comportamiento sexual-maternal
(Willer et al., 2008)
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Figura 22. Estructura de la proteina del receptor de melanocortina 4 codificada por el
gen MC4R. Fuente: (Willer et al., 2008) Estructura libre para usar en texto (O'Leary et
al., 2016).
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6 DISCUSION Y CONCLUSION

Por lo anterior, se concluye que se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los cuidados maternos de las ovejas de la raza Dorset,
comparativamente a las ovejas Suffolk y Obispo. Asi mismo se localizaron
marcadores genéticos asociados a la conducta materna apoyan la hipétesis que las
respuestas conductuales maternas estan reguladas genéticamente en ovinos Dorset,
Suffolk y Obispo.

Estos resultados guardan relacidén con lo que sostienen Poindron (2001), Birkhead et
al., (2002) Dwyer et al., (2000) donde la raza Dorset tiene una mayor actividad de
proteccion materna, comparada con ovejas de la raza Suffolk. Estos autores sugieren
que el efecto de la proteccion a las crias y la actividad materna podria estar
relacionado directamente con la raza de ovinos. Esto concuerda a lo presentado en
este estudio. También se observé el comportamiento materno de la raza Obispo,
hasta el momento no se tienen datos en la literatura sobre la conducta materna de
esta raza en particular. Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que la raza
Obispo tiene una conducta materna similar a la raza Suffolk.

En este trabajo el periodo de lactacion permitid evaluar de manera directa, sin
distractores ambientes la conducta materna y la relacién de las hembras con sus
crias. Lo que resulto en una manera practica de evaluar la actividad protectora de la
madre a las crias. Que concuerda con trabajos en Poindron (2001) Terrazas et al.,
(2002) y Dwyer et al., (2000) donde se ha estudiado el comportamiento materno de

pequefios rumiantes y la actividad protectora a las crias.

En el presente estudio se hicieron comparaciones de sefales olfativas entre las
razas Dorset, Suffolk y Obispo, se encontr6 que la raza Dorset tiene mayor
frecuencia de olfateo a las crias comparado con las razas Suffolk y Obispo. Lo que
concuerda con estudios en Poindron et al., (1988) y Terrazas et al., (2002) donde se
menciona que las sefales olfativas podrian desempefian un papel importante en el

desarrollo normal de la relacion madre-cria y en la supervivencia, en ovinos.
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El trabajo de investigacion observo la conducta de acicalamiento con el medio,
comparando las 3 razas, sefialando que las razas Obispo y Suffolk pasan una gran
parte de su tiempo acicalandose con las instalaciones comparado con las madres
Dorset. Los resultados sugieren que la raza Dorset se acicala poco o nada con las
instalaciones para no alejarse de sus crias. Lo que concuerda con resultados en
Dwyer et al., (2000) donde se propone que algunas especies y razas en particular

dejan de lado algunas actividades cotidianas a favor de la supervivencia de las crias.

Este trabajo observo el abandono y la convivencia de las madres con sus crias en las
razas anteriormente mencionadas. Resultando que las razas Suffolk y Obispo
presentan mayor recurrencia a dejar a sus crias por largos periodos de tiempo sin
proteccion o cuidados maternos, comparado con la raza Dorset que basado en los
resultados obtenidos se sugiere que presenta una mayor actividad de proteccion y
cuidados maternos a sus crias. Estos resultados se relacionan con lo que sugieren
en Poindron (2001), Dwyer et al., (2000), Terrazas et al., (2002) y Ferreira, G et al.,
(2000) sobre la perdida de pautas de comportamiento en algunas razas ovinas

empleadas en crianzas intensivas.

En la presente investigacion se observo la distancia genética entre las razas Dorset,
Suffolk y Obispo a partir del genotipado. Los Resultados obtenidos proponen que los
ovinos de la raza Obispo provienen de un mestizaje que alun no se encuentra
complemente identificado. Estos resultados difieren a los resultados en Alonso et al.,
2017 y Pedraza et al., (1992) donde se propone que el borrego obispo tenga tal vez
su origen de la cruza entre razas Churra y Lacha que fueron introducidas en el sur de

México.

Mediante los resultados observados se propone que la distancia genética entre las
razas Dorset y Suffolk se podria deber al método de seleccién, cabe mencionar que
esto puede deberse a que la raza Suffolk se ha mantenido en condiciones intensivas,

estos resultados se relacionan a lo propuesto en Schena et al., (1995) y en Price et
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al., (2006), donde se propone que las distancias genéticas en razas de animales

pudieran estar basadas en los métodos de crianza.

En este trabajo se identificaron marcadores genéticos asociados a la conducta
materna en las 3 razas a partir de un Estudio de Asociacion de Genoma Completo
(GWAS). Los resultados de este andlisis localizaron nueve marcadores tipo SNP que
estan relacionados directamente con la conducta materna y otros marcadores
asociados a diferencias raciales (Anexo 2). Este estudio determiné el grado de
asociacion de la conducta (Fenotipo) con los SNP (Genotipo). Los resultados
obtenidos guardan relacién con los estudios en Dehghan (2018), Willer et al., (2008),
loannidis et al., (2009), vonHoldt et al., (2017), Zapata et al., (2016), Ehret et al.,
(2010) y Kubinyi et al., (2012), lo cual confirma que los GWAS han servido para el

estudio de rasgos complejos en animales de produccion.

A partir de los marcadores genéticos identificados se hizo la mineria de datos. En
este trabajo se localizaron 9 genes que se sospecha estan regulando el
comportamiento materno, ya que se localizan en eventos neurogénicos importantes
como son: desarrollo del tdlamo, regulacion neuroendocrina, canales neuronales,
vias de sefializacion neuronal y regulacién de la actividad materna. Estos resultados
son similares a los identificados en Waterhouse et al., (2018), Numan et al., (2006),
Khan et al., (2016),Willer et al., (2008) y Zapata et al., (2016)

En este estudio se localizaron los marcadores OAR2_162810404.1,
OAR7_31172405.1, que se encuentran involucrados en la regulacion
neuroendocrina, desarrollo del Talamo en ovinos, previamente identificados por
Meier et al., (2019) y Khan et al., (2016). Asi también se identificO el marcador
OAR23_59102681.1, que esta asociado a la conducta materna en ovinos que fue
previamente identificado por Willer et al., (2008).Ademas, se identificaron seis
nuevos marcadores (OAR9 _21225274.1, OAR10_23753028.1, OARX_35237878.1,
OAR2_89841590.1, OAR3_182984169.1, s26518.1), en los genes (Gen TG, PSRC1,
RHO, SH3GL2, YWHAQ, GUK1) que se sugiere tiene una implicacion directa con el

desarrollo de tejidos de la cresta neural y en actividad neurofisiolégica.
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En los trabajos Meier et al., (2019) Willer et al., (2008) comentan que mutaciones
puntuales en los genes ZEB2, C150rf62, MC4R se encuentran regulando factores
neuroendocrinos y desarrollo de tejido nervioso pudieran estar involucradas con una
actividad materna baja, dado que estos genes estan directamente involucrados con
aspectos regulatorios de la actividad neuronal. Estos estudios guardan relacion con

lo identificado en este trabajo de investigacion.

Trabajos en Barrett et al., (2005) sefialan que los marcadores tipo SNP se pueden
emplear en formar haplotipos, con la finalidad de localizar marcadores cercanos y
explorar un gen determinado. Resultados de esta investigacion no presentan forma
de haplotipo. Los SNP localizados en este trabajo muestran un comportamiento
homocig6tico en las razas Suffolk y Dorset, lo que nos hace pensar que el cambio de
nucleétido estaria directamente relacionado con la actividad del gen donde se
localiz6 el marcador. Respectivamente la raza Obispo presenta sus SNP de forma
heterocigotica, hasta el momento no se tienen referencias en la literatura cientifica de
este fendmeno, en este trabajo pensamos que estos SNP podrian jugar un papel
importante regulando la actividad neuronal en esta raza Obispo.

Estudios en Grant et al.,, (2010) proponen pruebas epigenéticas para evaluar las
diferencias conductuales y la supervivencia de las crias, sus estudios siguieren que
el efecto de la crianza, proteccion y cuidados maternos esta sujeto a efectos
epigenéticos, sin embargo, no lograron encontrar sitios de metilacion particulares o
relacionados con sus hipétesis planteadas. Por lo que no concuerda el estudio de los

autores referidos con este trabajo.

Estudios de Poindron et al., (2007) mencionan que la naturaleza de los factores del
cuidado materno puede variar entre las especies, sin embargo, sefiala que el
estradiol y la oxitocina podrian estar relacionados con la proteccion materna. En este
estudio se encontraron genes relacionados directamente con el desarrollo del
sistema nervioso central y de canales neuronales (Talamo/Hipofisiarios), donde sus

vias de sefalizacion convergen con los genes que sintetizan oxitocina, estradiol y
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Sus precursores neuronales, se sugiere que esto podria estar vinculado con lo

descrito por el autor.

Estudios de vonHoldt et al.,, (2017) sefialan que las variantes de comportamiento
estan relacionadas con el componente genético en los animales domésticos y
silvestres, proponen que los estudios conductuales podrian ser evalualos mediante
meétodos de exploracion genética, con la finalidad de buscar variantes relacionadas a
rasgos complejos y de conducta. Estos estudios tienen una estrecha relacién con lo

identificado en este este trabajo de investigacion.

Finalmente, para concluir, en este estudio se pudieron evaluar y comparar las
diferencias conductuales entre la raza Dorset, Suffolk y Obispo. Se sugiere usar
herramientas conductuales para caracterizar y seleccionar animales con mayor
actividad materna. Las pruebas actuales se encuentran bien definidas y ayudan a
evaluar la motivacion materna, por tal motivo proponemos que es muy importante el
empleo de estas herramientas para asegurar la sobrevivencia de las crias en la

etapa de lactacion y destete.

También se localizaron los marcadores genéticos asociados al desarrollo del talamo
y factores neuroendocrinos, a su vez se sugiere que las mutaciones en estos
marcadores provocan una actividad materna baja, la presencia de estas mutaciones
se localiza en los individuos de menor actividad materna. Se sugiere que los
marcadores encontrados estan involucrados de manera directa con la conducta
materna en ovinos, lo que nos permitira eventualmente evaluar la actividad materna

usando estos marcadores genéticos de los ovinos.
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8. ABREVIATURAS
Palabras clave:
*SNP Polimorfismos de un solo nucleétido
*GWAS Asociacion de genoma completo
*CHR es cromosoma
BP es localizacién del SNP (pares de bases)
Al alelo 1
FA Alelo menor
FU Alelo mayor
A2 alelo 2
*CHISQ Chi cuadrado
*P p-value
*Or Odds radio
*PCA Andlisis de componentes principales

Definiciones importantes:

Bonferroni (*BF). El Test de Bonferroni es un test de comparaciones multiples.

Permite comparar, como los demas contrastes de este tipo, las medias de los t

niveles de un factor después de haber rechazado la Hipoétesis nula de igualdad de

medias mediante la técnica ANOVA

Nota: *Acrénimo y término validado por la “Real Academia de la Lengua Espafiola

2019”©. Recuperado de http://www.rae.es/
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9.1 Anexo 1.

Plantillas de las hojas de registro del andlisis de las pautas de conducta.

8 ANEXOS

Fecha:
Hora:

Lugar:

Hora Corral/individuo | Conducta Hora Corral/individuo | Conducta
Fecha:

Hora:
Lugar:
Hora Corral/Individuo | Conducta Hora Corral/individuo | Conducta
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9.2 Anexo 2.

Cuadro anexo de los Marcadores tipo SNP que presentaron asociacion significativa

ajustada por el test de multiples pruebas.

CHR SNP p-value BF

3 OAR3 182984169.1 1.213e-07 0.006
7 OAR7 31172405.1 1.213e-07 0.006
2 OAR2_162810404.1 1.213e-07 0.006
10 OAR10 23753028.1 1.213e-07 0.006
5 $26518.1 1.213e-07 0.006
23 OARX_35237878.1 1.213e-07 0.006
23 OAR23 59102681.1 1.213e-07 0.006
9 OAR9 21225274.1 1.213e-07 0.006
2 OAR2 89841590.1 1.213e-07 0.006
21 $22278.1 8.388e-07 0.038
23 OARX_119762219.1 8.388e-07 0.038
2 OAR2 70055012.1 8.388e-07 0.038
17 OAR17_42369817.1 8.388e-07 0.038
15 OAR15 14183846.1 8.388e-07 0.038
6 OAR6_90837285.1 8.388e-07 0.038
7 OAR7_96641220.1 8.388e-07 0.038
10 $18980.1 8.388e-07 0.038
12 s03973.1 8.388e-07 0.038
13 s08503.1 8.388e-07 0.038
7 OAR7_43256001.1 8.388e-07 0.038
2 OAR2_70530060.1 8.388e-07 0.038
4 s43449.1 8.388e-07 0.038
22 OAR22_22352463.1 8.388e-07 0.038
13 OAR13_39733056.1 8.388e-07 0.038
13 OAR13_20794657.1 8.388e-07 0.038
19 s04870.1 8.388e-07 0.038
3 OAR3_180711543.1 8.388e-07 0.038
2 OAR2_80768977.1 8.388e-07 0.038
11 OAR11_34676905.1 8.388e-07 0.038
16 OAR16_36249607.1 8.388e-07 0.038
6 OAR6_90768015.1 8.388e-07 0.038
2 OAR2_63296884.1 8.388e-07 0.038
19 OAR19 37014050.1 8.388e-07 0.038
2 OAR2_63412662.1 8.388e-07 0.038
2 OAR2_140726913.1 8.388e-07 0.038
4 OAR4_83662867.1 8.388e-07 0.038
2 OAR2_183604993.1 8.388e-07 0.038
13 s43445.1 8.388e-07 0.038
13 OAR13_42332039.1 8.388e-07 0.038
5 OAR5_67152147.1 8.388e-07 0.038
1 OAR1_19651513.1 8.388e-07 0.038
2 $50112.1 8.388e-07 0.038
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4 s15079.1 8.388e-07 0.038
10 OAR10_41376168.1 8.388e-07 0.038
23 s75775.1 8.388e-07 0.038
3 OAR3_136445195.1 8.388e-07 0.038
15 OAR15 15249307.1 8.388e-07 0.038
17 s36178.1 8.388e-07 0.038
19 OAR19 19633578.1 8.388e-07 0.038
4 OAR4 122950117.1 8.388e-07 0.038
10 OAR10 55594313.1 8.388e-07 0.038
2 OAR2 11335009.1 8.388e-07 0.038
19 OAR19 33605872.1 8.388e-07 0.038
13 OAR13 37048579.1 8.388e-07 0.038
6 OAR6 44267805 X.1 8.388e-07 0.038
15 s25541.1 8.388e-07 0.038
3 OAR3 160874701.1 8.388e-07 0.038
13 OAR13 37625153 X.1 8.388e-07 0.038
1 OAR1 142695228.1 8.388e-07 0.038
8 s48512.1 8.388e-07 0.038
2 OAR2 56753503.1 8.388e-07 0.038
2 OAR2 32828258.1 8.388e-07 0.038
3 OAR3 160869216.1 8.388e-07 0.038
11 OAR11 32935699.1 8.388e-07 0.038
1 s17123.1 8.388e-07 0.038
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