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Identificacion de genes asociados con la
funcion reproductiva en el ganado lechero

Uso de gendmica para mejorar fertilidad en ganado lechero
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ca compleja y esta regulada en

parte por la genética. En la vaca
lechera, el mérito genético para la fer-
tilidad y la produccion esta correla-
cionado negativamente, oscilando en-
tre 0,35 y 0,60 (Boichard y Manfredi,
1994; VanRaden et al., 2004; Pritchard
et al., 2013) y la intensa seleccion para
la produccién de leche durante las ul-
timos cinco décadas ha sido una de
las causas de una disminucién en el
mérito genético para la fertilidad en
las razas lecheras (Butler, 2003). Sin
embargo, durante la ultima década se
han logrado mejoras en el rendimien-
to reproductivo de las vacas lecheras
debido a los avances en el manejo re-
productivo (Royal et al., 2000; Peters-
son et al., 2008), el mayor énfasis en la
seleccion genética de los rasgos repro-
ductivos (Normando y otros, 2014),
e incorporacién de la gendmica a los
esquemas de seleccion genética (Gar-
cia-Ruiz et al., 2016).

La mayoria de los rasgos reproduc-
tivos estan controlados por muchos
genes, cada uno de los cuales tiene un
efecto pequefio. Esto se evidencia en los
estudios de asociacion del genoma comple-
to (GWAS), en los que la variacion gené-
tica de un rasgo se descompone en aso-
ciaciones con polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés).
La baja heredabilidad caracteristica de
los rasgos reproductivos indica que

I a fertilidad es una caracteristi-

solo una pequena proporcién de la va-
riacion fenotipica se debe a las accio-
nes aditivas de genes individuales, y
que las estimaciones de confiabilidad
de los valores genéticos tienden a ser
bajas. Sin embargo, esto no significa
que los rasgos reproductivos no estén
bajo control genético; se han identi-
ficado muchos genes especificos que
contienen mutaciones asociadas con la
funcién reproductiva. Ademas, se han
encontrado diferencias claras en fertili-
dad entre lineas genéticas de animales.
Por ejemplo, en la raza Holstein, las va-
cas con mayor mérito genético para la
fertilidad tuvieron menos servicios por
concepcion e intervalos mas cortos des-
de el parto hasta la concepcién en com-
paracion con las vacas con bajo mérito
genético para la fertilidad (Cummins et
al., 2012a; Ortega et al., 2017a).

Caracteristicas genéticas
reproductivos en
el ganado lechero

En los Estados Unidos, se utilizan
tres caracteristicas principales de fer-
tilidad en hembras para las evalua-
ciones genéticas oficiales de ganado
lechero: tasa de prefiez de hijas (DPR),
tasa de concepcion de vacas (CCR) y tasa
de concepcion de novillas (HCR). DPR
se define como el porcentaje de vacas
elegibles para la reproduccién que

quedan prenadas en cada periodo de
21 dias (es decir, durante un ciclo estral).
Conceptualmente, DPR es el producto
de la tasa de deteccién de celo (el por-
centaje de vacas en celo que son detectadas
en celo) y la tasa de prefiez por insemi-
nacion (el porcentaje de vacas insemina-
das que quedan prefiadas). En la practi-
ca, DPR se calcula a partir del término
dias abiertos, que es el intervalo desde
el parto hasta la concepcion. La capaci-
dad de transmision predicha (PTA) para
DPR y dias abiertos son funciones casi
lineales entre si. Un aumento del 1%
en PTA para DPR equivale a una dis-
minucion de 4 dias en el PTA para dias
abiertos (VanRaden et al., 2003). La tasa
de concepcidn de vacas se define como el
porcentaje de vacas en lactancia que
quedan prefiadas después de cada ser-
vicio, mientras que HCR es la misma
variable para novillas (VanRaden et
al.,, 2004). La heredabilidad de estas
caracteristicas en Holstein varia entre
0.001 y 0.016 (Pryce et al., 2004; Van-
Raden et al., 2004; Kuhn et al., 2006).
No obstante, la baja heredabilidad no
ha impedido el progreso en la seleccion
genética para la fertilidad. Durante los
altimos 15 afios, los valores de cria para
DPR han mejorado, en parte como re-
sultado de la inclusién de caracteristi-
cas de fertilidad en indices econémicos
como el mérito neto y mediante la in-
clusiéon de informacién genomica para
el calculo de valores de cria.
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Tipos de mutaciones
responsables de la variacion
genética en la reproduccion

La variacion genética es la base de
la diversidad biolégica en una pobla-
cién. En el genoma bovino, la longitud
total dela secuenciaes de 2.670.123.310
pares de bases (UMD 3.1.1). A partir
de diciembre de 2017, se identificaron
102.499.615 SNP y 10.462 otras varia-
ciones estructurales genéticas (>50 pa-
res de bases) que incluyen deleciones/
inserciones, variantes en el numero
de copias, duplicaciones, inversiones,
translocaciones y arreglos cromosdémi-
cos complejos (Aken et al., 2017). Las
mutaciones genéticas afectan en ulti-
ma instancia el proteoma del organis-
mo, ya sea alterando las propiedades
estructurales de una proteina o mo-
dificando la cantidad de proteina en
tejidos especificos. La mayoria de los
estudios genéticos se basan en la aso-
ciacion de genotipos de SNP con un
fenotipo especifico. Como la ubicacion
fisica de una mutacion en relacién con
las regiones codificantes y regulado-
ras de genes especificos puede causar
variacion en el fenotipo se ilustra en la
Figura 1.

Enfoques para el
descubrimiento de genesy la
seleccion genética

para la fertilidad

Estudios de asociacion
de todo el genoma

Los estudios de asociacién del genoma
completo (GWAS) se utilizan para loca-
lizar regiones gendmicas que contribu-
yen a la variacion genética de un rasgo.
Este enfoque se basa en el desequili-
brio de ligamiento, que se refiere a la
asociacion de cualquier par de alelos
en diferentes loci. El desequilibrio de
ligamiento existe porque los genes ubi-
cados cercanamente en un cromosoma
tienen mas probabilidades de ser here-
dados juntos; es decir, los eventos de re-
combinacién durante la meiosis tienen
menos probabilidad de ocurrir entre
dos loci cercanos que entre dos loci mas
distantes o en cromosomas diferentes.
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Cifra 1. Posibles efectos de las mutaciones en relacion
con su ubicacion dentro de una estructura genética.
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En un GWAS tipico, se examinan miles
de SNP para determinar su asociacién
con la variacion fenotipica de un rasgo,
basandose en la suposicién de que los
SNP estudiados estan en desequilibrio
de ligamiento con la mutacién. Existen
ventajas y desventajas en los estudios
de asociacion del genoma completo
(GWAS) (Stringer et al., 2011; Rian-
cho, 2012; Fraszczak y Szyda, 2016;
Zondervan et al., 2016). Este enfoque
es imparcial respecto al conocimiento
previo del rasgo de interés. Ademas,
la investigacion de un gran ntimero de
SNP a lo largo del genoma puede re-
velar marcadores novedosos asociados
con un rasgo.

Por otro lado, el gran numero de
pruebas estadisticas realizadas duran-
te el analisis puede llevar a falsos po-
sitivos, por lo que son necesarios um-
brales de significancia estrictos. Como
resultado, los marcadores con efectos
grandes tienen mas probabilidades de
ser detectados, mientras que algunos
marcadores importantes con efectos
menores pueden no alcanzar signifi-
cancia. Para superar estos problemas,
se requieren tamafios de muestra
grandes para detectar asociaciones,
especialmente cuando multiples genes
estan involucrados en un rasgo. Una
limitacion de los GWAS es que, a me-
nudo, los marcadores con asociacio-
nes significativas con un rasgo estan
ubicados en regiones intergénicas, y
aunque estén en ligamiento con la mu-
tacidén causante, es dificil utilizar esta
informacién para comprender la base
de la variacion genética del rasgo en
cuestion (Stringer et al., 2011; Riancho,
2012; Fraszczak y Szyda, 2016; Zon-
dervan et al., 2016). Otra limitacion
de los GWAS es la baja repetibilidad.
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Ioannidis et al. (2011) recopilaron re-
sultados de una serie de GWAS para
enfermedades humanas y encontraron
que la replicacion de los marcadores
encontrados por GWAS era alrede-
dor del 1%. En ganado, el porcentaje
de SNP significativos encontrados en
una poblacién que se repitieron en
poblaciones independientes vari6 del
0% (Littlejohn et al., 2012) al 18% (Ho-
glund et al., 2014). No obstante, con
tamafnos de muestra y pruebas esta-
disticas adecuadas, los GWAS pueden
ser muy exitosos en la identificacion
de genes y regiones gendmicas asocia-
das con carcateristicas especificas. Por
ejemplo, Cole et al. (2011) utilizaron
una poblacién de 1654 animales para
identificar 1586 SNP distribuidos en
486 genes asociados con 31 caracteris-
ticas de produccidn, reproduccion, sa-
lud y conformacién corporal en vacas
Holstein. A medida que se dispone de
mas datos, las oportunidades para va-
lidar estos estudios en diferentes po-
blaciones se vuelven viables; Liu et al.
(2017) identificaron SNP en una pobla-
cion de Holstein en China, los cuales
fueron posteriormente validados en
una poblacion separada de Holstein
nordicos. Una descripcién detallada
de los estudios de GWAS para la ferti-
lidad femenina se puede encontrar en
el trabajo de Fortes et al. (2013) y en la
meta-reunién de Khatkar et al. (2014).

En ganado lechero, VanRaden et
al. (2008) demostraron que la incor-
poracion de datos de GWAS en las
estimaciones genéticas puede mejorar
la fiabilidad de estas estimaciones en
comparacion con las basadas en pro-
medios de padres. Sin embargo, el
grado de mejora dependié del rasgo,
siendo mayor para las caracteristicas



de produccion (incrementos en la fiabi-
lidad del 23-43%) que para la tasa de
prefiez de hijas (DPR, 17%; Wiggans et
al., 2011). El menor aumento en DPR
probablemente refleja la baja hereda-
bilidad y el alto grado de poligenici-
dad. La inclusién de informacién ge-
nomica en los programas de mejora de
ganado lechero ha sido de particular
importancia en la industria de la inse-
minacién artificial, permitiendo una
seleccion mas precisa de toros jove-
nes y aumentando la tasa de avance
genético (Garcia-Ruiz et al., 2016). En
ganado Holstein, durante los tltimos
7 afios, la inclusion de informacion ge-
nomica derivada de GWAS ha ayuda-
do a reducir el intervalo generacional
en los padres de toros de 6.8 a aproxi-
madamente 2.5 afios, ha incrementado
los avances genéticos en la producciéon
de leche de 50 a 109 kg por afio y en
la tasa de prefiez de hijas de valores
negativos cercanos a 0 a aproximada-
mente 0.3 (Garcia-Ruiz et al., 2016).

Enfoque del gen candidato

Otro enfoque para el descubri-
miento de genes es el uso de genes
candidatos. Un gen candidato es cual-
quier gen que se cree contiene muta-
ciones responsables de un fenotipo
especifico. La identificacién de estos
genes puede basarse en varios méto-
dos. El primero es buscar genes loca-
lizados cerca de marcadores genéticos
identificados mediante estudios de
asociacion del genoma completo (GWAS).
Kirkpatrick y Morris (2015) buscaron
genes candidatos asociados con la tasa
de ovulacién en ganado. Después de
realizar un GWAS, llevaron a cabo una
secuenciacion de Sanger de la region
objetivo en el cromosoma 10, que in-
cluia SMAD3, SMAD6 e IQCH. Se
identificaron un total de 30 SNP en es-
tos genes, y un haplotipo compuesto
por tres SNP (dos en SMADG6 y uno en
IQCH) se asoci6é con una mayor tasa
de ovulacién en las crias de toros por-
tadores de dicho haplotipo. Tras iden-
tificar un déficit de homocigotos para
un haplotipo JH1 asociado con una
fertilidad reducida en Jersey median-
te GWAS, la secuenciacion realizada
en toros Jersey revel6 una mutaciéon
sin sentido en CWC15, la cual es letal

durante el embridn, ya que no hay in-
dividuos homocigotos presentes en
la poblacién (Sonstegard et al., 2013).
Otro enfoque fue presentado por Moo-
re et al. (2016), quienes identificaron
58 genes candidatos para la regulacién
de la fertilidad buscando variantes ge-
néticas en genes diferencialmente ex-
presados en el endometrio y el cuerpo
liteo de vacas con buen o mal mérito
genético para la fertilidad.

Alternativamente, los genes candi-
datos pueden ser identificados utili-
zando el conocimiento existente sobre
las vias biologicas que controlan un
rasgo y buscando SNP en los genes de
esas vias. El grupo de Khatib en la Uni-
versidad de Wisconsin se ha centrado
en utilizar el enfoque de genes candi-
datos para identificar genes asociados
con el desarrollo embrionario. En un
estudio, se identificaron SNP en ocho
genes de la via POU1F1: POU1F1, GH,
GHR, PRL, OPN, PRLR, STAT5A y
UTMP (Khatib et al., 2009). Se encon-
traron asociaciones significativas para
un SNP en OPN y STAT5A con la tasa
de fertilizacién, y para SNP en GHR,
STAT5A, PRLR y UTMP con el desa-
rrollo del embridn hasta la etapa de
blastocisto. De manera similar, Li et al.
(2012) evaluaron 25 genes del sistema
de sefalizacion TGFB. Se identificaron
SNP en IBD3 asociados con la tasa de
fertilizacion, y un SNP en BMP4 aso-
ciado con el desarrollo del embrién
hasta la etapa de blastocisto. Khatib et
al. (2008a) estudiaron la implicaciéon
de los SNP en FGF2 sobre la supervi-
vencia embrionaria debido al papel de
FGF2 en la regulacion de la expresion
de IFNT en el trofectodermo (Michael
et al., 2006). Se identifico un SNP en el
intron de FGF2 que estaba significati-
vamente asociado con el desarrollo del
embridn hasta la etapa de blastocisto
(Khatib et al., 2008a). De manera simi-
lar, un SNP intrénico en PGR se asocio
con la tasa de fertilizaciéon y el desa-
rrollo embrionario hasta la etapa de
blastocisto (Driver et al., 2009).

Las pruebas de asociaciéon para
genes candidatos tienen un poder es-
tadistico relativamente alto, ya que el
numero de pruebas estadisticas inde-
pendientes es menor que en los GWAS
(Amos et al., 2011). A diferencia de
los GWAS, donde los marcadores
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genéticos pueden cambiar con el tiem-
po o entre razas debido a eventos de
recombinacion durante la meiosis,
la asociacién alélica entre una muta-
cién funcional y un rasgo controlado
genéticamente seria estable a lo largo
del tiempo y mas probable que se ex-
tienda a través de razas. Ademas, el
conocimiento obtenido sobre el papel
del gen en el control del rasgo podria
llevar a una mejor comprension de la
funcionalidad del gen (Zhu y Zhao,
2007; Weller y Ron, 2011). Sin embar-
go, existen limitaciones en el enfoque
de genes candidatos. Primero, no es
facil determinar si la asociacion de un
SNP en un gen candidato es causativa
o esta en desequilibrio de ligamien-
to con un SNP funcional cercano. La
confianza en que un SNP es causati-
vo aumenta si las mismas variantes
genéticas tienen efectos similares en
una poblacién independiente. La me-
jor manera de verificar la funciona-
lidad de un SNP candidato suele ser
impractica para el ganado, a saber, el
uso de tecnologia de edicién genética
para producir animales con la muta-
cion y evaluar su efecto en el fenotipo
de interés. Otro problema del enfoque
de genes candidatos es que es mas ttil
para identificar mutaciones causativas
en la region codificante de los genes.
Sin embargo, gran parte de la varia-
cion genética se encuentra fuera de la
region codificante, en la region regula-
dora del gen y en loci distantes invo-
lucrados en la regulacion epigenética.

Secuenciacion del genoma
completo

La secuenciacion del genoma com-
pleto examina el cddigo genético ente-
ro de un individuo. La ventaja de utili-
zar la secuenciacidon del genoma com-
pleto es que permite la identificacién
de formas complejas de variacion ge-
nética ademas de los SNP, incluyendo,
por ejemplo, variaciones en el niimero
de copias. Ademas, al usar la secuen-
ciacion completa, se elimina la depen-
dencia del desequilibrio de ligamiento,
ya que la mutacion causativa esta in-
cluida en los datos generados (Dae-
twyler et al, 2014). Haplotipos que
afectan la fertilidad en razas lecheras,
previamente identificados con el chip
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SNP50 (VanRaden et al., 2011), fueron
estudiados mas a fondo utilizando da-
tos de secuenciacion del genoma com-
pleto por Fritz et al. (2013), quienes
identificaron tres mutaciones novedo-
sas con estructura de proteina danada
en los genes GART, SHBG y SLC37A2.
Kadri et al. (2014), combinando la ge-
notipificacién inicial con el chip SNP50
y la secuenciacién del genoma comple-
to, identificaron una delecién de 660 kb
en el cromosoma 12 que incluye cuatro
genes y es letal para el embrién en el
ganado Nordic Red. Utilizando datos
de secuenciacion del genoma completo
en 234 toros, se identificé una mutacioén
en SMC2 como causativa de la pérdida
embrionaria en el ganado (Daetwyler
et al., 2014). Dado el rapido descenso
en el costo de la secuenciacion y el au-
mento en el niimero de animales para
los cuales se dispone de secuencias del
genoma completo, es probable que los
enfoques de genoma completo para el
descubrimiento de genes prevalezcan
en el futuro.

Del genotipo ala funcion: una
historia de fertilidad

La identificacién de variantes ge-
néticas asociadas con la reproduccion
puede proporcionar pistas para en-
tender la regulacién de la fertilidad.
Cochran et al. (2013a) utilizaron un en-
foque de genes candidatos para identi-
ficar genes asociados con la variacion
genética en la fertilidad femenina en
toros Holstein. Los genes fueron iden-
tificados mediante una revision de la
literatura en busca de dos tipos de ge-
nes. El primer tipo consistia en genes
bien conocidos por estar involucrados
en procesos reproductivos como la es-
teroidogénesis, el desarrollo folicular y
el desarrollo embrionario. El segundo
tipo eran genes expresados diferen-
cialmente entre diversas condiciones
fisiologicas en tejidos involucrados
en la funcion reproductiva. Ejemplos
incluyen genes expresados diferen-
cialmente en el endometrio de vacas
en lactancia versus vacas secas, y ge-
nes expresados diferencialmente entre
embriones producidos in vitro en com-
paracion con embriones producidos in
vivo. En cada gen candidato, se identi-
ficaron SNP y solo aquellos presentes
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en la regién codificante o en la regién
reguladora fueron seleccionados.

La lista final de SNP para el analisis
incluyé 422 SNP candidatos novedo-
sos (1 SNP por gen) y 12 SNP previa-
mente asociados con la fertilidad en la
literatura, incluyendo CAST (Garcia
et al., 2006), FGF2 (Khatib et al., 2010),
FSHR (Yang et al., 2010), GHR (Waters
etal., 2011), HSPA1L (Rosenkrans Jr. et
al., 2010), ITGB5 (Feugang et al., 2009),
LEP (Brickell et al., 2010), NLRP9
(Ponsuksili et al., 2006), PAPPA2 (Lu-
na-Nevarez et al., 2011), PGR (Driver
et al., 2009), SERPINA14 (Khatib et al.,
2007) y STAT5A (Khatib et al., 2008b).
Se utilizé una poblaciéon de 550 toros
Holstein con mérito genético diver-
gente para DPR, donde los toros con
bajo DPR eran aquellos con un PTA de
-2 0 menor, y los toros con alto DPR
tenian un PTA de +1.7 o mayor, para
probar la asociaciéon de los SNP con
caracteristicas de fertilidad (DPR, CCR
y HCR). Se encontraron asociaciones
significativas para 40 SNP con DPR, 22
con HCR y 33 con CCR. La funcién de
los genes asociados con la fertilidad in-
cluia la biosintesis de esteroides, genes
regulados por estrégenos y progeste-
rona, y funcién inmunoldgica.

En un segundo estudio, los mis-
mos SNP se probaron en 93 toros
para asociarlos con la capacidad de
fertilizacion de esperma y el desarro-
llo embrionario subsecuente in wvitro
(Cochran et al., 2013b). Se encontra-
ron SNP en 12 genes asociados con el
porcentaje de embriones segmentados
que se convirtieron en blastocistos.
De los genes que contenian SNP aso-
ciados con el porcentaje de embriones
segmentados que se convirtieron en
blastocistos, C1QB, MON1B, PARM]I,
PCCB, PMM2 y TBC1D24 estaban
asociados con DPR; C1QB y PARMI1
estaban asociados con HCR; y C1QB,
MONI1B, PARM1, PMM2, SLC18A2 y
TBC1D24 estaban asociados con CCR.

Mas recientemente, los SNP con aso-
ciaciones significativas con la fertilidad
encontrados por Cochran et al. (2013a)
fueron evaluados y validados en una
poblacion separada de vacas Holstein
con mérito genético divergente para
la fertilidad, seleccionandose vacas
con un PTA alto (21.5) o bajo (<-1.0)
para DPR. De 51 genes previamente

asociados con una o mas estimaciones
de fertilidad en toros, 22 estuvieron
asociados con estimaciones genoti-
picas de fertilidad en la poblacién de
vacas (Ortega et al., 2016a). Ademas,
los efectos de los SNP se asociaron con
medidas fenotipicas de fertilidad, don-
de los animales que portaban variantes
alélicas asociadas con un mayor méri-
to genético para la fertilidad también
mostraron mediciones fenotipicas mas
favorables de fertilidad, generalmen-
te teniendo tasas de concepcién mas
altas, menos servicios por concepcién
y menos dias abiertos (Ortega et al.,
2017a). Por lo tanto, la seleccién para
esos marcadores probablemente cam-
biara el rendimiento reproductivo real.
La lista de SNP encontrados asociados
con la fertilidad en estos estudios se
puede encontrar en la Tabla 1.

Hubo un aumento modesto en la
fiabilidad de la estimacién genética
para DPR (0.2%) cuando los SNP se in-
cluyeron en los marcadores actualmen-
te utilizados para el sistema nacional
de evaluacién genética (Ortega et al.,
2016a). Este aumento se compara fa-
vorablemente con el aumento del 0.5%
en fiabilidad causado por la adicion de
hasta 300,000 marcadores al chip SNP
bovino de 50K (VanRaden et al., 2013).
Estos hallazgos indican que los SNP es-
tudiados explican una variacién gené-
tica no completamente capturada por
los GWAS y que los SNP son causativos
o estan en un mayor desequilibrio de
ligamiento con las mutaciones causales
que los marcadores distribuidos a lo
largo del genoma.

Las funciones que se encontraban
mas representadas en los genes que
contienen SNP repetidamente asocia-
dos con caracteristicas reproductivos
proporcionan una indicacién de los
procesos fisioldgicos importantes para
la variacion en la funcién reproductiva
entre vacas. Se identificaron 14 genes
con SNP asociados con la fertilidad que
estaban regulados por estrogeno y 6
por progesterona (Ortega et al., 2017a).
Ambos esteroides son esenciales para
la reproduccién en mamiferos, y exis-
ten datos convincentes que indican la
importancia de las concentraciones cir-
culantes de hormonas esteroides para
la fertilidad de las vacas. Las concentra-
ciones de progesterona en los dias 4-7
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GENETICA

después de la inseminacion artificial se
han asociado positivamente con la tasa
de gestacion en terneras Holstein (Parr
et al., 2012), y cuando el desarrollo foli-
cular ocurre bajo concentraciones bajas
de progesterona, se observa una reduc-
cion subsiguiente en la fertilidad (Bisi-
notto et al., 2010). Las concentraciones
circulantes de esteroides pueden ser
particularmente importantes en vacas
lecheras de alta produccion, ya que el
catabolismo de esteroides estd aumen-
tado y las concentraciones circulantes
de estrégeno y progesterona estan dis-
minuidas (Wiltbank et al., 2006, 2014).
Se ha demostrado que las vacas con
alto mérito genético para la fertilidad
tienen cuerpos luteos mas grandes y
mayores concentraciones circulantes
de progesterona, asi como una fertili-
dad fenotipica mejorada en compara-
cion con las vacas con menor mérito
genético para la fertilidad (Cummins et
al., 2012a, b; Moore et al., 2014).

La otra funcion representada por
los genes con SNP asociados con la
reproducciéon fue la funcién inmune.
Se encontraron seis genes asociados
con la funcién inmune que estaban
relacionados con medidas genéticas y
fenotipicas de fertilidad (Ortega et al.,

2017a). La funcion inmune es un de-
terminante importante de la fertilidad.
Las vacas que padecen enfermedades
posparto tienen una funcién repro-
ductiva reducida, son mas propensas
a permanecer anovuladas, tienen tasas
de gestacion disminuidas y mayores
pérdidas de gestacion en comparaciéon
con las vacas sanas (Santos et al., 2011,
2016; Ribeiro et al., 2016). En otros es-
tudios, varios de los genes expresados
diferencialmente en el endometrio, el
higado y el musculo de vacas Holstein
con mérito genético divergente para la
fertilidad estan involucrados en proce-
sos inflamatorios (Moran et al., 2015,
2016). También hay evidencia de que
las vacas pueden ser identificadas por
su respuesta inmune (respondedoras
altas o bajas), y esto estd asociado con
el riesgo de desarrollar enfermedades
como la retencion de placenta y la me-
tritis, que impactan directamente en la
funcién reproductiva (Thompson-Cris-
pietal, 2012).

Investigaciones adicionales sobre
el SNP en COQ9 proporcionaron evi-
dencia indirecta de que la funcién de
la proteina variaba con el genotipo (Or-
tega et al., 2017b). COQ9 fue objeto de
estudio adicional porque el SNP en este

gen explicaba el 3% de la variacion ge-
nética en DPR en vacas Holstein (Orte-
ga et al., 2016a). COQ9 esta involucra-
do en la biosintesis de COQ10 (Tran y
Clarke, 2007; Ben-Meir et al., 2015), que
es un componente critico del sistema
de transporte de electrones mitocon-
drial y que es necesario para la sintesis
de ATP mitocondrial. La mutacién de
cambio de aminoacido estudiada cau-
sa un cambio en la estructura proteica
predicha y se asocié con un cambio en
la fosforilacion oxidativa, como se re-
fleja en las alteraciones en la funcién
respiratoria mitocondrial. El alelo aso-
ciado con una fertilidad mejorada tam-
bién se asocié con menores requisitos
de sustrato para mantener la funcion
celular basal y con una reduccién de
las fugas de protones del sistema de
transporte de electrones. COQ9 se ex-
presa en tejidos reproductivos, y estas
alteraciones podrian afectar la funcion
de estos tejidos al mejorar la utiliza-
cién de energia de las células. Ademas,
debido a la reduccién de las fugas de
protones, el SNP podria afectar la pro-
duccién de especies reactivas de oxige-
no (Murphy, 2009; Jastroch et al., 2010).
Trabajos experimentales adicionales
en el oocito revelaron que la variante
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asociada con mayor fertilidad también
se asociaba con un mayor numero de
copias de ADN mitocondrial, lo cual
esta asociado con la produccion de ATP
en el oocito, la maduracion exitosa del
oocito y la fertilizacion (Reynier et al.,
2001; May-Panloup et al., 2005; Tsai y
St. John, 2016). Por lo tanto, una de las
razones de las diferencias en fertilidad
entre los genotipos de COQ9 podria
residir en el alelo asociado con una
fertilidad mejorada, que afecta la com-
petencia del oocito debido a un mayor
contenido mitocondrial.

Se realizo otro estudio para compren-
der el posible papel de 12 genes que con-
tienen SNP previamente relacionados
con la competencia del embrion para
convertirse en blastocisto, segiin Cochran
et al. (2013b). De los 12 genes, solo dos:
WBP1 y PARM1, mostraron una mayor
expresion en el momento de la activacién
del genoma. Dado que las asociaciones
previas se basaban en el genotipo de
SNP paternal, estos fueron los genes mas

propensos a representar efectos reales
de los SNP en el desarrollo embrionario.
Evaluaciones adicionales mostraron que
el SNP en WBP1 causaba cambios en la
estructura proteica predicha. Al reducir
la abundancia del transcript de este gen
utilizando oligonucledtidos antisentido
Gapmer, se revel6 que WBP1 desempefia
un papel critico en la formacion del tro-
fectodermo. WBP1 es una proteina adap-
tadora de transmembrana tnica (Pei y
Grishin, 2012) que funciona para unir
una variedad de proteinas de sefializa-
cién que contienen los dominios WW1 o
WW?2. Entre estas se encuentran las pro-
teinas KIBRA, SAV1y YAP, involucradas
en la via de sefializacion Hippo (Zhao et
al,, 2010). La sefializacion Hippo ha sido
implicada en la diferenciacion del blas-
tocisto en el raton (Nishioka et al., 2009;
Lorthongpanich et al., 2013). El factor de
transcripcion YAP interactiia con TEAD4
para inducir la transcripciéon de CDX2,
que a su vez provoca la diferenciacién
de las células externas del blastocisto en

\

desarrollo en trofectodermo (Nishioka et
al., 2009). Quizas los efectos del SNP en
WBP1 modifiquen las interacciones de
WBP1 con las proteinas de la via de sefia-
lizacién Hippo.

También se proporcioné evidencia
de que el SNP en la region promotora
de HSPA1L mejora la termotolerancia
en el embrién (Ortega et al., 2016b).
Trabajos previos han asociado esta
misma mutacién con un aumento en
la cria de terneros en ganado Brahman
(Rosenkrans Jr. et al., 2010) y con un
aumento en la transcripcion de HS-
PATA/HSPAI1L (los primeros no distin-
guen entre los genes) en células expues-
tas a altas temperaturas (Basirico et al.,
2011). El estrés térmico es conocido
por afectar la fertilidad, especialmen-
te en ganado lechero, donde las vacas
bajo estrés térmico muestran tasas de
gestacion y prefieces por IA reducidos
(Gwazdauskas et al., 1973; Hansen y
Aréchiga, 1999; Flamenbaum y Galon,
2010). En este estudio, la expresiéon de
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HSPA1A/HSPA1L fue alta en la eta-
pa de 2 células del embrién bovino, y
cuando los zigotos putativos fueron
expuestos a choque térmico o condi-
ciones de alta oxigenacién, aquellos
embriones que heredaron la mutacién
de deleciéon en HSPAIL tuvieron una
mayor supervivencia tras ser expues-
tos a condiciones adversas. Quizas la
supervivencia embrionaria durante el
estrés térmico podria mejorarse selec-
cionando genotipos termotolerantes.

En conjunto, esta serie de estudios
demostro6 que la identificaciéon de SNP
en genes involucrados en procesos
reproductivos puede llevar al descu-
brimiento de marcadores adicionales
asociados con la variacion genética en
caracteristicas reproductivas. La inclu-
sion de estos marcadores en las eva-
luaciones gendmicas actuales también
puede aumentar la fiabilidad de las es-
timaciones genéticas para la fertilidad.
El hecho de que los efectos de los SNP
se repitieran frecuentemente entre dos
poblaciones independientes de anima-
les y que tanto el fenotipo como el ge-
notipo se viesen afectados proporciona
confianza en que la seleccion de estos
marcadores mejorara el mérito genéti-
co para la fertilidad. Como se mostro
para el SNP en COQ9, el uso de genes
candidatos puede ofrecer perspecti-
vas sobre la biologia que subyace a la
variacion genética en fertilidad, y que
esta comprension puede conducir a in-
tervenciones fisioldgicas para mejorar
la funcién reproductiva.

Observaciones finales

La introduccién de la seleccion ge-
noémica en el ganado lechero ha incre-
mentado las tasas de progreso genético,
especialmente para caracteristicas de
baja heredabilidad como la fertilidad.
Eluso de GWAS como herramienta para
la seleccion gendémica ha sido muy exi-
toso en la mejora de la precision de la
seleccion genética en ganado lechero. El
camino a seguir para el descubrimiento
de genes dependera de varios factores:
la informacion disponible sobre el feno-
tipo o rasgo de interés, el tamano de la
poblacion y el objetivo general del tra-
bajo. Sin conocimientos previos sobre
los genes involucrados en el fenotipo de
interés, los GWAS son una herramien-
ta poderosa para identificar regiones

Tabla 1. SNP asociado con caracteristicas de fertilidad en
mas de un estudio de gen candidatol

Fenotipo de la vaca®

SNP id

Genotipo de la vaca®

Genotipo del toro®

Gene PR SPC DO DPR HCR CCR

rs109967779
rs41766835

rs133700190
rs109669573
rs110217852
rs109332658
rs135744058
rs137601357
rs109621328
rs41711496

rs133449166
rs109137982
rs43745234

rs41893756

rs109262355
rs109830880
rs109711583
rs110828053
rs110789098
rs111015912
rs41256848

rs134264563
rs109813896
rs109629628
rs133729105
rs110660625

ACAT2 C Cc
APBB1 G
AP3B1 T
BCAS1

BSP3

C7H190rf60

CACNA1D

CAST

CD14

CD40

CSNK1E

FCER1G

FSHR

FUT1

FYB

GCNT3

HSD17B12

HSD17B7

IBSP

LDB3

LHCGR

OCLN

PCCB

PMM2

RABEP2

TBC1D24

DPR HCR CCR

1. Se muestran los genes que contienen SNP en los que se observé una asociacion
significativa entre el SNP y uno o mas caracteristicas reproductivas en al menos
dos estudios. La letra representa el alelo asociado con una reproduccion supe-
rior. Los SNP significativos en mas de un estudio pero en los que se asociaron
diferentes alelos con una reproduccion superior no estan incluidos en la tabla;
2. Basado en la poblacion de 2273 vacas Holstein. 3.Basado en una poblacion de
550 toros Holstein de Cochran et al. (2013a). La tabla se reproduce del Journal of

Dairy Science (Ortega et al., 2017a).

asociadas con el rasgo. Esto también
podria aclarar genes candidatos para
estudios adicionales, ya que los GWAS
por si mismos no estan disefiados prin-
cipalmente para iluminar la biologia
subyacente del fenotipo estudiado.

El uso de genes candidatos, a su
vez, permite mejorar los paneles de
SNP utilizados para las evaluaciones
genéticas al encontrar marcadores con
asociaciones mas fuertes con las carac-
teristicas de interés que pueden ser in-
cluidos en los esquemas de evaluacién
genomica. Ademas, con la identifica-
ciéon de genes candidatos, se pueden
desarrollar estudios funcionales que

impliquen ediciéon genética o modifi-
caciones por knockout para compren-
der la regulacion precisa de la funcion
reproductiva en el ganado.

A medida que disminuye el cos-
to de la genotipificacién, se vuelven
disponibles mas conjuntos de datos
y datos de secuenciacion del genoma
completo que pueden ser utilizados
para validar marcadores en diferentes
poblaciones; y en el caso de la secuen-
ciacién, identificar mutaciones causa-
les de los fenotipos de interés. é

Bibliografia disponible en:
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48 |Genctica



