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TDA Total days of anoestrus 
trkB Receptor tirosina quinasa B 
TSH Hormona estimulante de la tiroides 
TSHβ Subunidad β de tirotropina 
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Resumen 

En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado la base genética de la 

estacionalidad reproductiva en hembras y otros factores que influyen en la misma, así 

como de la capacidad de cubrición de los machos en época de anestro reproductivo 

(AR) en animales de la raza ovina Rasa Aragonesa, mediante herramientas genómicas 

de genotipado de SNPs y secuenciación masiva de nueva generación.  

En primer lugar, mediante la aproximación de gen candidato se aisló 

parcialmente el gen LEPR, y se asociaron 2 SNPs a caracteres de estacionalidad 

reproductiva en ovejas. Se identificaron un total de 18 SNPs en ovejas con valores 

extremos para fenotipos de estacionalidad, que fueron el número total de días de anestro 

(DTA) y ciclicidad por progesterona (CiP4), ambos asociados a la función ovárica y 

basados en la medición de los niveles de progesterona (P4) en sangre; y el fenotipo 

ciclicidad por celos (CiC), basado en los signos de comportamiento estral. Seis de los 

SNPs fueron sustituciones no sinónimas, y dos de ellos se predijeron in silico como 

deletéreos: rs596133197 y rs403578195. El estudio de asociación de los polimorfismos 

encontrados en el gen fue llevado a cabo en 239 ovejas. Este estudio reveló que el SNP 

rs403578195, localizado en el exón 8 y que produce un cambio de alanina por glicina 

(Ala284Gly) en el dominio extracelular de la proteína, se asoció con un incremento del 

12% del carácter CiC en las ovejas con el genotipo CC comparado con las heterocigotas 

GC. Los análisis de asociación haplotípica también sugirieron la implicación de otro 

SNP no sinónimo localizado en el exón 20 (rs405459906). Este SNP produce un cambio 

aminoacídico (Lys1069Glu) en el dominio intracelular de la proteína y segrega 

independientemente del rs403578195. En un segundo estudio, se llevó a cabo un análisis 

de asociación a genoma completo (GWAS) sobre los mismos caracteres de 

estacionalidad incluyendo 205 ovejas genotipadas con los chips Illumina de 50K y 

600K. Solo un SNP (rs404991855) asociado con el fenotipo CiP4 superó el umbral de 

significación genómica. Nueve SNPs exhibieron asociaciones significativas a nivel 

cromosómico (FDR < 0,10), estando los SNPs rs404991855 y rs418191944, localizados 

en el gen de la molécula CD226 (CD226) relacionado con enfermedades reproductivas, 

asociados a los tres caracteres de estacionalidad reproductiva. Otros dos SNPs se 
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ubicaron cerca del gen neuropéptido Y (NPY), que está involucrado en los ritmos 

circadianos. Para validar los resultados del GWAS, se realizó la caracterización parcial 

de ambos genes por secuenciación SANGER en animales con valores extremos para 

estos caracteres, encontrando dos SNPs sinónimos y dos no sinónimos en los genes NPY 

y CD226, respectivamente. El análisis de asociación de estos SNPs mostró que sólo el 

SNP rs404360094 situado en el exón 3 del gen CD226, y que produce una sustitución 

aminoacídica de asparagina (polar sin carga) a ácido aspártico (ácido), se asocia con los 

tres caracteres de estacionalidad.  

Por otra parte, dado que la condición corporal (CC) y el peso vivo (PV) de la 

oveja juegan un papel importante en el desempeño productivo y reproductivo, se llevó 

a cabo otro análisis GWAS para detectar variantes genéticas asociadas a los caracteres 

de crecimiento en 225 ovejas adultas genotipadas con los chips de media y alta densidad 

Illumina Ovine BeadChip. A estas ovejas se les controló y registró la CC, PV y tasa de 

crecimiento (TC) de enero a septiembre durante 2 años (2011 y 2012). Se estimaron los 

fenotipos corregidos para CC, PV y TC, que fueron utilizados posteriormente para el 

análisis GWAS. Sólo el SNP rs425509273 en el cromosoma 9 (OAR9), mostró una 

significación a nivel genómico para el fenotipo TC. Uno, tres y nueve SNPs se asociaron 

a nivel cromosómico con un FDR < 0,10 con los caracteres CC, PV y TC, 

respectivamente. El gen candidato CYP7B1, ubicado a 83 kb del SNP rs425509273 y 

asociado con la TC, se aisló parcialmente y se buscaron polimorfismos mediante 

secuenciacion SANGER en animales extremos para el fenotipo TC. Se detectaron 15 

polimorfismos:12 SNPs, dos indels y un poliC, localizados todos en la región 5’ del gen. 

El análisis de asociación de los polimorfismos ubicados cerca del sitio de inicio de la 

transcripción (TSS) mostró que una inserción de 22 pb ubicada a -58 nucleótidos del 

TSS (indel (-58)), un poliC (-25) y dos SNPs A/G (SNP3 (-114) y SNP5 (-63)) se 

asociaron con la TC, mientras que solo el indel (-58) se asoció con la CC. El análisis de 

asociación haplotípica confirmó estos resultados. La caracterización funcional de los 

polimorfismos del gen CYP7B1 en hígado mediante la metodología de PCR cuantitativa 

en tiempo real tras transcripción inversa (RT-qPCR) confirmó que las mutaciones en la 

región promotora afectaban a la tasa de expresión del gen CYP7B1. 

Con el objetivo de identificar nuevos genes y rutas metabólicas implicadas en la 

activación del ovario en AR se llevó a cabo un análisis del transcriptoma mediante RNA-
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Seq del pars tuberalis (PT) e hipotálamo (HT) en 21 ovejas en diferentes fases ováricas, 

folicular (F) y luteal (L) del ciclo estral, y en AR. En HT, se encontraron 72 y 3 genes 

diferencialmente expresados (GDEs) al comparar F vs. AR y L vs. AR, respectivamente. 

En PT, se encontraron 6 y 4 GDEs en las comparaciones F vs. AR y L vs. AR, 

respectivamente. El análisis de enriquecimiento funcional con DAVID de GDEs entre 

las fases F y AR en el HT reveló grupos de genes significativamente asociados con la 

unión de actina y el citoesqueleto, relacionados con la plasticidad neuronal modulada 

por las hormonas esteroides gonadales, así como con la señalización de oxitocina. Los 

GDEs en PT mostraron mayores diferencias en los niveles de expresión que los 

encontrados en HT. En este sentido, el ITLN estaba altamente sobreexpresado en las 

fases F y L vs. AR, siendo MRPL57 e IRX4 altamente subexpresados en la comparación 

L vs. AR. El gen DDC en PT, relacionado con la regulación de LH, mostro una 

sobreexpresión en la fase F. El análisis de enriquecimiento funcional de conjuntos de 

genes (GSEA) reveló múltiples vías relacionadas con la neurotransmisión y la 

plasticidad neuronal.  

Finalmente, para comprender los mecanismos del comportamiento sexual en 

moruecos, se utilizó también la tecnología de secuenciación masiva del transcriptoma 

para identificar GDEs en HT, PT, glándula pineal (GP) y sangre en 12 machos de Rasa 

Aragonesa con diferente actividad sexual (6 sexualmente activos (A) y 6 no activos 

(NA)). El análisis bioinformático de los 16.401 genes identificados por RNA-Seq reveló 

103 y 12 GDEs en HT y GP, respectivamente, con un FDR < 0,05, y con un valor 

absoluto de log2FC ≥ 1. Sin embargo, no se encontraron GDEs en el PT. En sangre, de 

un total de 14.078 genes expresados solo cuatro fueron GDEs (FDR < 0,10) en la 

comparación de machos A frente a NA. La anotación funcional y el análisis de 

enriquecimiento de rutas mostraron que los GDEs de HT estaban enriquecidos 

principalmente en interacciones neuroactivas ligando-receptor y vías de señalización, 

incluyendo genes candidatos notables como MTNR1A, CHRNA2, FSHB, LHB, GNRHR, 

AVP, PRL, PDYN, CGA, GABRD y TSHB, que desempeñan un papel crucial en el 

comportamiento sexual. También se destacaron las vías de señalización GnRH y cAMP. 

Además, GSEA identificó vías potenciales, dominadas principalmente por la categoría 

de procesos biológicos, que podrían ser responsables de las diferencias en el 

comportamiento sexual observadas en los machos. El transporte intracelular de proteínas 
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y el proceso de especificación de patrones se enriquecieron en el PT, mientras que las 

vías de unión de factores de transcripción y ubiquitinación de proteínas en la GP. La 

validación de 5 GDEs mediante RT-qPCR confirmaron los resultados obtenidos por 

RNA-Seq. En sangre, sólo los genes, inhibidor de acrosina 1 (ENSOARG00020023278) 

y SORCS2 mostraron sobreexpresión (log2FC > 1) en machos activos, mientras que los 

genes CRYL1 y la isoforma X47 de la cadena ligera lambda-1 de inmunoglobulina 

(ENSOARG00020025518) estaban subexpresados (log2FC < -1) en este mismo grupo. 

El GSEA realizado con todos los genes expresados en sangre identificó 428 vías de 

señalización, predominantemente relacionadas con procesos biológicos. La vía de los 

lisosomas (GO:0005764) fue la más enriquecida, que podría afectar a la fertilidad y al 

comportamiento sexual, dado el papel crucial que desempeñan los lisosomas en la 

esteroidogénesis, estando el gen SORCS2 relacionado con esta vía de señalización. 

Además, la vía enriquecida de la regulación positiva de la cascada ERK1 y ERK2 

(GO:0070374) se asocia con fenotipos reproductivos como la fertilidad a través de la 

modulación de la regulación hipotalámica y la producción de gonadotropinas 

hipofisarias mediada por GnRH. También se enriquecieron las vías del lado externo de 

la membrana plasmática (GO:0009897), el centro fibrilar (GO:0001650), la adhesión 

focal (GO:0005925) y el lamellipodio (GO:0030027), lo que sugiere que algunas 

moléculas de estas vías también podrían estar implicadas en el comportamiento sexual 

de los moruecos. Por lo tanto, estas vías en conjunto pueden jugar un papel importante 

en la regulación del comportamiento sexual en machos de raza Rasa Aragonesa a través 

del eje hipotálamo-pituitario-gonadal.  

En conclusión, los estudios de asociación mediante GWAS y la aproximación de 

gen candidato permitieron asociar por primera vez polimorfismos en los genes LEPR y 

CD226 con los caracteres de estacionalidad reproductiva. Por otra parte, los 

polimorfismos localizados en el promotor del gen CYP7B1 se asociaron con los 

caracteres de crecimiento, que son factores que influyen de manera importante en la 

estacionalidad reproductiva de la raza Rasa Aragonesa. El estudio del transcriptoma en 

hembras reveló nuevos genes candidatos involucrados en las transiciones de las fases 

reproductivas en ovejas estacionales. Mientras que los resultados del estudio del 

transcriptoma en machos contribuyen a comprender la base genética de su 

comportamiento sexual demostrando que múltiples redes y vías orquestan el 
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comportamiento sexual en moruecos. Los genes descubiertos mediante estos estudios 

podrían constituirse en marcadores moleculares potenciales para ser utilizados en la 

selección asistida por marcadores para mejorar la estacionalidad reproductiva en 

hembras y el comportamiento sexual de machos en la especie ovina. 
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Abstract 

In this Doctoral Thesis we studied the genetic basis of ewes’ reproductive 

seasonality and other variables that influence it, as well as rams’ sexual behaviour in 

Rasa Aragonesa breed using genomic tools as candidate gene approach, GWAS, and 

transcriptome analysis by RNA-Seq. 

For the association analyses with reproductive traits, three phenotypes associated 

with either ovarian function based on blood progesterone levels (total days of anoestrus 

(TDA) and progesterone cycling months (P4CM)) or behavioural signs of oestrous 

(oestrous cycling months (OCM)) were studied. Firstly, the LEPR gene was partially 

isolated and a total of 18 SNPs were detected in ewes with extreme phenotypes values 

for TDA and OCM. Six SNPs were non-synonymous substitutions and two of them were 

predicted in silico as deleterious: rs596133197 and rs403578195. These polymorphisms 

were then genotyped in 239 ewes. SNP association study revealed that the SNP 

rs403578195, located in exon 8 and leading to a change of alanine to glycine 

(Ala284Gly) in the extracellular domain of the protein, was related to OCM trait, being 

the CC genotype associated with an increase of 12% of this trait compared with the GC 

genotype. Haplotype association analyses also suggested the involvement of other non-

synonymous SNP located in exon 20 (rs405459906). This SNP also produces an amino 

acid change (Lys1069Glu) in the intracellular domain of the protein and segregates 

independently of rs403578195. Secondly, a genome-wide association study (GWAS) 

was also conducted with the three traits of reproductive seasonality including 205 ewes 

genotyped with the 50K and 600K Illumina Ovine Beadchips. Only one SNP associated 

with the P4CM overcame the genome-wide significance level (rs404991855). Nine 

SNPs exhibited significant associations at the chromosome level, being the SNPs 

rs404991855 and rs418191944, that are located in the CD226 molecule (CD226) gene 

related to reproductive diseases, associated with the three traits. Two other SNPs were 

located close to the neuropeptide Y (NPY) gene, which is involved in circadian rhythms. 

To validate the GWAS results, partial characterization of both genes by SANGER 

sequencing in ewes with extreme values for the traits studied were performed. Two 

synonymous and two non-synonymous SNPs in the NPY and CD226 genes, 

respectively, were genotyped in the total population. SNP association analysis showed 
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that only SNP rs404360094 in the exon 3 of the CD226 gene, which produces an amino 

acid substitution from asparagine (uncharged polar) to aspartic acid (acidic), was 

associated with the three seasonality traits, confirming the GWAS results.  

As ewe body condition score (BCS) and live weight (LW) play a significant role 

in productive and reproductive performance, another GWAS was carried out to detect 

genetic variants associated with growth traits in 225 adult ewes by using the genotypes 

from the 50K and HD Illumina Ovine BeadChips. These ewes were measured for LW, 

BCS and growth rate (GR) from January to September for 2 years (2011 and 2012). 

Corrected phenotypes for BCS, LW and GR were estimated and used as input for the 

GWAS. Only one SNP rs425509273 in chromosome 9 (OAR9), associated with the GR, 

overcame the genome-wise significance level. One, three and nine SNPs were associated 

at the chromosome-wise level (FDR 10%) for BCS, LW and GR traits, respectively. The 

CYP7B1 candidate gene, located 83 kb upstream from SNP rs425509273, was partial 

isolated and SANGER-sequenced. Fifteen polymorphisms comprising 12 SNPs, two 

indels and one polyC were detected in the 5’ region. The SNP association analysis of 

the polymorphisms located close to the transcription start site (TSS) showed that a 22 

bp insertion located at -58 nucleotides from the TSS (indel (-58)), a polyC (-25), and 

two A/G SNPs (SNP3 (-114) and SNP5 (-63)), were associated with the GR trait, 

whereas only the indel (-58) was associated with the BCS trait. The haplotype analysis 

confirmed these results. The functional characterisation of the polymorphisms at 

CYP7B1 gene in liver by reverse transcription quantitative real-time PCR (RT-qPCR) 

analysis confirmed that the mutations in the promoter region affected CYP7B1 gene 

expression.  

In order to identify new genes and metabolic pathways involved in ewes’ 

reproductive seasonality, the pars tuberalis (PT), and hypothalamus (HT) 

transcriptomes of 21 ewes in the follicular (F) and luteal (L) phases of estrous cycle, and 

anestrous (AN) phase, were studied. In HT, 72 and 3 Differentially Expressed Genes 

(DEGs) were found when comparing F vs. AN and L vs. AN, respectively. In PT, 6 and 

4 DEGs were found in F vs. AN and L vs. AN comparisons, respectively. Enrichment 

analysis for DEGs between the F and AN phases in the HT revealed significant clusters, 

mainly associated with actin-binding, and cytoskeleton, that are related to neural 

plasticity modulated by gonadal steroid hormones, as well as with oxytocin signaling. 
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We found that DEGs in PT had higher differences in expression levels than those found 

in HT. In this sense, the ITLN was highly upregulated in the F and L vs. AN phases, 

being MRPL57 and IRX4 highly downregulated in L vs. AN comparison. The DDC gene 

in PT, related to LH regulation, was upregulated in the F phase. The gene set enrichment 

analysis (GSEA) revealed multiple pathways related to neurotransmission and neuronal 

plasticity. 

On the other hand, to understand the mechanisms of rams’ sexual behavior, 

transcriptomic sequencing technology was also used to identify DEGs in the HT, PT, 

pineal gland (PG) and blood in Rasa Aragonesa rams with different sexual behavior (6 

sexually active (A) and 6 nonactive (NA)). Bioinformatics analysis of the 16,401 

identified genes by RNA-Seq revealed 103 and 12 DEGs in the HT and the PG, 

respectively, at a false discovery rate (FDR) of 5% with an absolute value of expression 

≥ 1 (log2FC). However, no DEGs were found in the PT. Whereas a total of 14,078 genes 

were expressed in blood but only four genes were DEGs (FDR < 0.10) in the A vs. NA 

rams comparison.  

Functional annotation and pathway enrichment analysis showed that DEGs of 

HT were enriched mainly in neuroactive ligand-receptor interactions and signaling 

pathways, including notable candidate genes such as MTNR1A, CHRNA2, FSHB, LHB, 

GNRHR, AVP, PRL, PDYN, CGA, GABRD, and TSHB, which play a crucial role in 

sexual behavior. The GnRH and cAMP signaling pathways were also highlighted. In 

addition, GSEA identified potential pathways, dominated mainly by biological process 

category, that could be responsible for the differences in sexual behavior observed in 

rams. The intracellular protein transport and pattern specification process were enriched 

within the PT and the transcription factor binding and protein ubiquitination pathways 

for the PG. The validation of 5 DEGs using RT-qPCR showed expression patterns like 

the found with RNA-Seq. While in blood, the genes, acrosin inhibitor 1 

(ENSOARG00020023278) and SORCS2, were upregulated (log2FC > 1) in active rams, 

whereas the CRYL1 and immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X47 

(ENSOARG00020025518) genes were downregulated (log2FC < -1) in this same group. 

GSEA carried out with all the expressed genes identified 428 signaling pathways, 

predominantly related to biological processes. The lysosome pathway (GO:0005764) 

was the most enriched, and may affect fertility and sexual behavior, given the crucial 
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role played by lysosomes in steroidogenesis, being the SORCS2 gene related to this 

signaling pathway. Furthermore, the enriched positive regulation of ERK1 and ERK2 

cascade (GO:0070374) pathway is associated with reproductive phenotypes such as 

fertility via modulation of hypothalamic regulation and GnRH-mediated production of 

pituitary gonadotropins. Additionally, external side of plasma membrane 

(GO:0009897), fibrillar center (GO:0001650), focal adhesion (GO:0005925), and 

lamellipodium (GO:0030027) pathways were also enriched, suggesting that some 

molecules of these pathways might also be involved in rams’ sexual behavior. Thus, 

these pathways together may play an important role in the regulation of the sexual 

behavior in Rasa Aragonesa rams through the hypothalamic-pituitary-gonadal axis. 

In conclusion, we identified for the first-time polymorphisms in LEPR and 

CD226 genes associated with reproductive seasonality traits using GWAS and candidate 

gene approaches. Furthermore, polymorphisms in the CYP7B1 gene promoter region 

were found significantly associated with growth traits which are important factors 

influencing reproductive seasonality in Rasa Aragonesa sheep breed. Transcriptome 

study in ewes reveals new candidate genes involved in the reproductive stages’ 

transitions in seasonal sheep. Whereas the results from the transcriptome study in rams 

contribute to understanding the genomic basis of their sexual behavior demonstrating 

that multiple networks and pathways orchestrate sexual behavior in sheep. Genes 

discovered through this study could be potential molecular markers to be used for 

genetic-assisted selection to improve female reproductive seasonality and male sexual 

behavior in the ovine species. 
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En España, la actividad ganadera ovina tiene una gran tradición, abarcando 

importantes aspectos económicos, sociales y ambientales (Bernués et al., 2018). El 

ganado ovino es el que presenta un mejor aprovechamiento de los pastos áridos o 

semiáridos (Zygoyiannis, 2006), generando bienes públicos derivados del pastoreo por 

su contribución a la conservación de los suelos, al incremento de materia orgánica en 

los mismos, al mantenimiento de la biodiversidad y a la prevención de incendios, 

reduciendo así los graves problemas de erosión del territorio y contribuyendo por tanto 

al equilibrio ecológico (Gabiña, 2006; Interovic, 2006; Pardos et al., 2022). Además, la 

capacidad de aprovechamiento de recursos pastables de zonas marginales, y la 

ocupación de una cuantiosa mano de obra de carácter familiar, alejada de los grandes 

centros urbanos, contribuye al asentamiento de la población rural evitando el 

despoblamiento de las zonas más desfavorecidas y ofreciendo una alternativa laboral en 

estas regiones. Sin embargo, en España, el censo ovino ha descendido dramáticamente 

en los últimos años, sufriendo una notable reducción del 2,3% respecto al 2020, y del 

36% respecto al 1999, donde se contabilizaban un total de 23.965.000 cabezas (MAPA, 

2021), encontrándose actualmente estabilizado en unos 15 millones de cabezas. 

Históricamente, la ganadería de ovino de carne ha sido la más representativa del campo, 

pero el envejecimiento de la población agraria y la expansión de sistemas de producción 

intensivos, como el porcino (más rentables en términos económicos), han provocado que 

en las últimas décadas el número de cabezas de ovino de aptitud cárnica haya descendido 

de forma significativa. De hecho, el censo del ovino de carne ha pasado de 7.950.757 en 

el 2020 a 7.772.186 cabezas en el 2021, lo que se traduce en una bajada del 2,2% 

(MAPA, 2021). Por otra parte, es destacable el descenso del consumo de carne de 

ovino y caprino en España, que se ha situado alrededor del 57% en los últimos 15 años 

(Figura 1).

En Aragón, el número de cabezas de ganado ovino se encuentra por encima del 

millón de ejemplares (1.546.372), que supone el 12% de ovejas de aptitud cárnica del 

total del ovino de carne en España (MAPA, 2021). La Indicación Geográfica Protegida 

(IGP) “Ternasco de Aragón” es la que más toneladas de carne vende al año en España, 

el 46,4% de toda la carne con denominación. Sin embargo, Aragón muestra una 

tendencia descendente del censo ovino como el resto de España, debido a motivos 

similares tales como el envejecimiento de los ganaderos, la escasez de relevo 
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generacional, la falta de innovación en las ganaderías, la disminución del consumo de 

carne de ovino, y la disminución de la rentabilidad económica de las explotaciones. Este 

último factor ha llevado a muchos ganaderos a abandonar la actividad debido al 

incremento de los costes de alimentación (precio de los cereales) y del combustible, así 

como a otros problemas como son encontrar mano de obra, o la menor disponibilidad de 

pastos por la intensificación de la agricultura.  

Figura 1. Evolución del consumo de carne fresca de ovino y caprino per capita en 

hogares españoles entre el 2007 y 2021. *El año 2021 no tiene los datos completos 

(MAPA, 2021) 

Una vía para aumentar la rentabilidad de las explotaciones, es mejorar la 

eficiencia productiva y reproductiva de los animales, sin incrementar, e incluso 

disminuyendo, los insumos. En Aragón, la Rasa Aragonesa es la principal raza ovina, y 

diversos estudios realizados con datos de gestión técnico-económicos en una muestra 

constante de explotaciones de esta raza, han demostrado que uno de los factores que 

influyen en la rentabilidad de las explotaciones depende del número de corderos 

vendidos por oveja y año (Pardos et al., 2012), y que un incremento del 1% en 

prolificidad supone un aumento de un 3,4% del margen bruto por oveja de la ganadería 

y por unidad trabajo hombre (UTH) (Fantova et al., 2016). Igualmente, en un trabajo 

reciente se muestra que las explotaciones con mayor número de corderos vendidos por 

oveja presentan mejores índices de rentabilidad (Pardos et al., 2022). En este mismo 
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sentido, se ha cuantificado que la disminución de los periodos improductivos de las 

ovejas en 0,5 meses (mediante la disminución de la edad al primer parto o la mejora de 

la fertilidad en primavera), conllevaría una reducción de los costes de 82,8 €/oveja y año 

(Pardos y Fantova, 2018). En resumen, podemos decir que las explotaciones que 

obtienen los mejores resultados económicos son aquellas que presentan unos mayores 

ingresos procedentes de la venta de corderos por oveja, mejorando sus índices técnicos, 

especialmente la prolificidad y la producción de corderos contra estación reproductiva. 

La Rasa Aragonesa tiene unas características reproductivas y de movilización de 

grasa que permiten que sea explotada en ambientes más o menos desfavorables desde el 

punto de vista climático y de recursos alimenticios, por lo que puede ser sometida a 

distintos grados de extensificación con buenos resultados (Folch y Alabart, 2000). Esta 

raza presenta una prolificidad baja, de 1,37 corderos por oveja y parto (Jiménez y 

Serrano, 2022). Para mejorar la misma, se está llevando a cabo desde el año 1994 un 

Programa de Mejora Genética en las ganaderías controladas por UPRA-Grupo Pastores 

(Unión de Productores de Raza Rasa Aragonesa) cuyo objetivo es el incremento de la 

prolificidad. Gracias a este Programa de Mejora Genética, en el año 2007 se descubrió 

en esta raza ovina la existencia de un alelo de hiperprolificidad (FecXR) en el gen BMP15 

localizado en el cromosoma X (Martinez-Royo et al., 2008). Recientemente, mediante 

un estudio de asociación de genoma completo (GWAS) se han detectado nuevas 

variantes génicas asociadas a la prolificidad: el alelo prolífico Grivette (FecXGr), y el 

nuevo alelo prolífico FecXRA localizado también en el gen BMP15 (Calvo et al., 2020a). 

Estos alelos están siendo utilizados en la selección asistida por marcadores (SAM), 

mediante la preselección de reproductores en función de la presencia o ausencia de los 

mismos. Por otra parte, en cuanto a la fertilidad, hay que distinguir entre los fallos de 

fertilidad en cubriciones de primavera, debidos al anestro estacional, y los fallos durante 

la estación favorable, debidos a problemas reproductivos o esterilidad de las ovejas y/o 

de los machos.  

La Rasa Aragonesa, como otras razas mediterráneas, presenta una marcada 

estacionalidad reproductiva que se prolonga de febrero a julio provocando una 

estacionalidad de la producción de corderos y variaciones de los precios de venta de los 

mismos a lo largo del año: precios muy bajos en primavera, cuando hay más oferta de 

corderos, y muy altos en otoño, cuando la oferta es mucho menor (Fantova y Casas, 
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2010; Hazard, 2010). Ello dificulta tanto la organización del mercado del cordero como 

la planificación de la producción en las ganaderías. Para superar este desequilibrio de 

oferta-demanda, se han desarrollado varias alternativas para inducir celos y ovulaciones 

en ovejas durante el anestro estacional, y para potenciar la actividad reproductiva de los 

machos fuera de la estación reproductiva. Actualmente, se emplean tratamientos 

hormonales (implantes de melatonina, uso de progestágenos, etc.) y/o de fotoperiodos 

de luz, estos últimos en menor medida. Estos tratamientos inducen el celo de manera 

eficiente pero agregan costes a la actividad ganadera (Posbergh et al., 2019). Por otro 

lado, la creciente exigencia de los consumidores y de la Unión Europea (UE) (Martin y 

Kadokawa, 2006) de productos de origen animal libres de hormonas, ha generado la 

necesidad de buscar métodos alternativos, como la introducción de machos en grupos 

de ovejas en anestro, previamente aisladas de los mismos durante un periodo de tiempo 

para asegurar la inducción de la ovulación y el celo (efecto macho), el flushing 

nutricional o el uso de marcadores genéticos para seleccionar como reproductores 

aquellos animales con alelos asociados a un aumento de la fertilidad en primavera. En 

el caso de Rasa Aragonesa, Folch y Alabart, (1999) demostraron que aproximadamente 

el 25% de las ovejas ovulan espontáneamente en primavera y pueden ser cubiertas de 

forma natural durante todo el año si las condiciones de manejo y nutrición son las 

adecuadas. Además, se ha descrito que esta actividad ovulatoria de primavera está bajo 

control genético con valores de heredabilidad y repetibilidad de 0,20 y 0,30, 

respectivamente (Hanocq et al., 1999). Por otra parte, entre los factores que afectan a la 

duración del anestro se han descrito algunos como la edad, la condición corporal (CC) 

y el peso vivo (PV) (Forcada et al., 1992; Macé et al., 2019). Por tanto, la selección de 

genotipos menos sensibles a la estacionalidad reproductiva en los Programas de Mejora, 

o que favorezcan caracteres de crecimiento como la CC, podrían constituirse en una 

alternativa para incrementar la rentabilidad y eficiencia del sector ovino.  

Numerosos estudios han demostrado la eficacia de los implantes de melatonina 

y efecto macho en la mejora de parámetros reproductivos en épocas de anestro estacional 

(Abecia et al., 2006; Palacios et al., 2006). En concreto, en Rasa Aragonesa se ha 

detectado que, tras la realización de un efecto macho en anestro, entre un 91% y un 74% 

de hembras presentaron marcas de celo con machos de alta y baja capacidad de 

cubrición, respectivamente, durante los 33 días posteriores a la introducción del macho 
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(Mozo, 2015). Igualmente, se ha demostrado que los machos con mayor capacidad de 

cubrición muestran un efecto macho más eficiente durante el anestro estacional, que se 

traduce en un mayor porcentaje de ovejas cubiertas y una fertilidad más elevada (Mozo 

et al., 2013). Recientemente, en Rasa Aragonesa se ha descrito que el contacto 

permanente con machos estimulados con fotoperiodo artificial y melatonina es capaz de 

provocar un aumento de la actividad sexual de las ovejas, en lo que a la manifestación 

de celos se refiere (Abecia et al., 2015a). Además, la presencia continua de machos 

sexualmente activos evita la aparición del anestro estacional (Delgadillo et al., 2015). 

Los resultados obtenidos en estos estudios indican que la actividad sexual del macho 

juega un papel decisivo en el desarrollo de la actividad sexual anual de las hembras, y 

por lo tanto es muy interesante buscar biomarcadores asociados con una mayor actividad 

sexual de los machos. 

Los avances en la investigación genómica, como la disponibilidad del genoma 

ovino, que ha proporcionado cientos de miles de marcadores genéticos, y las técnicas de 

genotipado de alto rendimiento, han mejorado la capacidad de los investigadores para 

detectar regiones genómicas asociadas a los caracteres de interés así como las 

mutaciones que subyacen a la variabilidad de los mismos (Porto-Neto et al., 2015; Van 

Binsbergen et al., 2015). En este contexto, los estudios de GWAS se han convertido en 

un método importante para identificar genes y mutaciones causales asociados con 

fenotipos de interés en las especies ganaderas. Estos estudios se basan en la utilización 

de plataformas (chips) de genotipado masivo de polimorfismos de un solo nucleótido 

(SNPs por sus siglas en inglés “Single Nucleotide Polymorphism”). Por otra parte, la 

secuenciación masiva de nueva generación del transcriptoma realizada mediante la 

técnica conocida como RNA-Seq, permite analizar la gran complejidad del fenómeno 

de la expresión génica (Fernandez-Rodriguez et al., 2011; Mardis, 2008; Mortazavi et 

al., 2008). Esta metodología, presenta mayor sensibilidad y menor variación técnica 

que los microarrays de expresión, permitiendo caracterizar prácticamente todos los 

transcritos expresados en un tejido o tipo celular y la cuantificación de los mismos, y la 

detección de SNPs y otras variantes estructurales (Qian et al., 2014). 

El presente trabajo tiene como fin la detección de marcadores genéticos del 

genoma ovino asociados a la estacionalidad reproductiva, y a otras variables que 

influyen en la misma, como es la CC, mediante estudios de gen candidato y análisis de 
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GWAS. Por otra parte, se profundizará en la base genética del restablecimiento de la 

actividad ovárica, así como de la capacidad de cubrición de los machos en época de 

anestro reproductivo (AR), mediante el análisis del transcriptoma. La determinación de 

los mecanismos moleculares implicados en el restablecimiento de la actividad ovárica 

en anestro y/o de la capacidad de cubrición de los machos permitirá localizar genes y/o 

rutas bioquímicas implicadas en la expresión de estos fenotipos, que pueden constituirse 

en el punto de partida para la búsqueda de polimorfismos genéticos asociados a la 

variabilidad de estos caracteres, o ser utilizados como biomarcadores. En definitiva, el 

uso de marcadores genéticos para seleccionar como reproductores aquellos animales con 

alelos asociados a un aumento de la fertilidad fuera de la estación reproductiva, o a un 

incremento de la capacidad de cubrición de los machos mediante SAM, se presenta 

como una herramienta muy prometedora para incrementar la rentabilidad y la eficiencia 

reproductiva del ovino de carne.  
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Mediante la realización de la presente Tesis Doctoral se pretende profundizar en 

la base genética de los fenotipos de estacionalidad reproductiva en hembras y de 

capacidad de cubrición de los machos en la especie ovina.  

Para abordar este objetivo general, se propusieron los siguientes objetivos 

parciales: 

1- Búsqueda de marcadores genéticos asociados al fenotipo 

estacionalidad reproductiva, y a otros caracteres que influyen en la misma: 

 Estudios de asociación del gen receptor de la Leptina (LEPR) y el 

carácter estacionalidad reproductiva en hembras de raza Rasa Aragonesa. 

 Búsqueda de nuevos polimorfismos asociados al carácter estacionalidad 

reproductiva mediante análisis GWAS. 

 Búsqueda de polimorfismos asociados a los caracteres de crecimiento 

(PV, CC y crecimiento medio diario), que afectan a la duración del anestro 

estacional, mediante análisis GWAS. 

 

2- Estudio de los mecanismos moleculares que intervienen en el 

restablecimiento de la actividad ovárica en AR mediante el uso de secuenciación 

masiva del transcriptoma en muestras del pars tuberalis (PT) y del hipotálamo 

(HT), tejidos claves en el restablecimiento de la actividad ovárica. 

3- Estudio de los mecanismos moleculares que modulan la 

capacidad de cubrición de los machos, mediante el uso de secuenciación masiva 

del transcriptoma en muestras del PT, HT, glándula pineal (GP) y sangre 

periférica.   
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III-1 Estacionalidad reproductiva  

Los cambios del fotoperiodo a lo largo del año (ritmos circanuales) y su variación 

en función de la latitud geográfica, son el factor más importante en la regulación de la 

estacionalidad reproductiva en la mayoría de las especies, incluyendo los pequeños 

rumiantes tanto domésticos como silvestres. El fotoperiodo es el factor con mayor 

influencia sobre las variaciones estacionales de la actividad ovulatoria en hembras y de 

la producción espermática en machos (Hafez, 1952; Lincoln y Short, 1980). En las razas 

originarias de climas templados, como son las de la cuenca Mediterránea, la disminución 

de las horas de luz induce la activación del eje neuro-endocrino-gonadal, determinando 

el establecimiento de los celos, ovulaciones y posibilidad de cubriciones fértiles en los 

días cortos del año (Ortavant et al., 1988, 1985; Sliwowska et al., 2004). De esta forma, 

el ciclo sexual suele comenzar en otoño, a medida que disminuye la duración del día 

(fotoperiodo decreciente), y la fase no reproductiva (anestro) se produce durante la 

primavera y el verano (Malpaux et al., 1989). La adaptación genética a las condiciones 

medioambientales donde se desarrolla una especie determinada, ha favorecido el 

desarrollo de estrategias reproductivas que garantizan que los partos coincidan con 

aquellas épocas del año óptimas por sus condiciones climáticas y disponibilidad de 

alimentos (Ortavant et al., 1985), lo que proporciona a las crías las condiciones más 

favorables para su crecimiento y supervivencia (Malpaux et al., 1996). En este sentido, 

y puesto que la duración de la gestación en ovino es de cinco meses aproximadamente, 

si se produce una gestación en otoño, los corderos nacerán en la primavera, que, en la 

zona climática de la cuenca Mediterránea con temperaturas más cálidas y alimentación 

abundante convierten a esta estación en una época favorable para el desarrollo de los 

corderos. Por otro lado, en las regiones tropicales y subtropicales, las ovejas son 

consideradas poliestrales continuas con una actividad reproductiva constante durante 

todo el año, si los factores ambientales, como la calidad y disponibilidad de alimento, lo 

permiten (Cambellas, 1993). No obstante, otros factores como la temperatura y la 

presencia del macho, influyen en la estacionalidad del ciclo estral de la oveja (Gündoǧan 

et al., 2003; Malpaux et al., 1999). En general, como se puede ver en la Figura 2, cuanto 

mayor es la latitud, mayor es la foto-dependencia y más restringido es el período de 

actividad reproductiva (Ramírez Ramírez et al., 2021). 
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Figura 2. Duración del anestro estacional en diferentes razas de ovino en función de la 

latitud (Tomado de Ramírez Ramírez et al., 2021) 

III-1.1 Manifestación de la estacionalidad reproductiva en la oveja 

La estacionalidad reproductiva en la oveja se caracteriza por cambios a nivel 

comportamental, endocrino y ovulatorio, dando lugar a una alternancia anual entre dos 

períodos distintos: época reproductiva (días cortos) caracterizada por una sucesión de 

ciclos sexuales de 16 a 18 días, que suele comenzar a finales de verano o principios del 

otoño, y termina a finales del invierno o principios de la primavera (días largos) (Forcada 

y Abecia, 2006). El ciclo consta de dos fases: la fase luteal (L) que comprende el 

metaestro y diestro (14 a 18 días), y la fase folicular (F) (4 a 6 días; proestro y estro). 

Tras la época reproductiva se produce la fase de anestro, periodo de inactividad sexual 

durante el cual cesan los ciclos estrales. En las ovejas existen tres tipos diferentes de 

anestro; el anestro estacional, comentado anteriormente, y modulado por el fotoperiodo 

principalmente; el anestro durante la lactancia, influenciado por el estímulo de succión 

de los corderos; y el anestro postparto (Arroyo, 2011; Rosa y Bryant, 2003). Ambos, 

tanto el de postparto como el de la lactación, suprimen la ciclicidad reproductiva en las 
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ovejas, es decir, conllevan una fase de anestro posterior. La fase anéstrica postparto, 

suele durar hasta el fin de la lactancia, es decir, se solapan, pudiendo ser su duración 

variable. Por otra parte, el anestro postparto puede coincidir con el anestro estacional 

cuando los partos se producen en primavera. La duración del periodo de anestro se ve 

influenciada, además de por el fotoperiodo, por la nutrición (Forcada y Abecia, 2006) y 

factores sociales (Lindsay, 1996), como el efecto macho (Abecia et al., 2015a). 

III-1.2 Manifestación de la estacionalidad reproductiva en el macho 

Los machos también muestran cambios estacionales en su comportamiento 

sexual, secreción de testosterona, peso testicular, y cantidad y calidad del esperma 

(Ortavant et al., 1985), aunque estos cambios son menos pronunciados que los 

experimentados por las ovejas. De hecho, mientras que la ovulación y el estro en la oveja 

se interrumpen al entrar en anestro, la espermatogénesis y la actividad sexual en los 

machos nunca se interrumpen. Generalmente, los valores de ambos son altos desde el 

final del verano hasta el otoño, disminuyendo mucho al final del invierno y 

permaneciendo bajos durante la primavera (Ortavant et al., 1985) (Figura 3). Esto se 

traduce en una menor fertilidad y libido durante el periodo de anestro. 

Para mejorar la fertilidad y la libido en los machos, y por lo tanto la capacidad 

de cubrición, se han llevado a cabo diferentes aproximaciones como son el uso de 

implantes de melatonina con diferentes programas de fotoperíodo (Abecia et al., 2016, 

2015a; Chemineau et al., 1996). Igualmente, los tratamientos lumínicos mediante la 

modificación del fotoperiodo sin el uso de hormonas, han demostrado ser una opción 

viable para mejorar los resultados de las cubriciones en primavera (Abecia et al., 2019). 

El llevar a cabo el efecto macho con animales activados con tratamientos lumínicos, y 

mantener estos machos activados sexualmente en el rebaño, puede suprimir el anestro 

en cabras y ovejas (Delgadillo et al., 2015). Estos estudios han demostrado que la 

intensidad del comportamiento sexual de los machos, puede influir en una mayor 

proporción de ovejas que ovulan en lotes expuestos a machos con un alto 

comportamiento sexual en relación con aquellos lotes de machos con un 

comportamiento sexual más pobre (Mozo et al., 2015, 2013; Perkins y Fitzgerald, 1994). 
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Figura 3. Ciclo reproductivo anual del macho (Tomado de Arellano et al., 2016) 

III-2 Base neuroendocrina de la reproducción estacional 

III-2.1 Hembra 

La regulación de la estacionalidad reproductiva a través del fotoperiodo, está 

mediada por la melatonina. La melatonina, es producida en la GP con un patrón 

circadiano, que se caracteriza, en animales diurnos, por presentar niveles basales 

durante el día, y altos niveles de secreción durante la noche (Bittman et al., 1985; Karsch 

et al., 1984). Las variaciones en la secreción de esta hormona reflejan el fotoperiodo 

(Arendt, 1986; Tamarkin et al., 1985), haciendo de transductor de la información 

fotoperiódica a una respuesta hormonal, estimulando el eje hipotalámico-hipofisiario-

gonadal (HPG) (Hoffmann, 1979). En los pequeños rumiantes, la información lumínica 

es percibida por la retina y trasmitida por vía nerviosa a la GP en varias etapas. En primer 

lugar, la información fotoperiódica es transmitida de la retina a los núcleos 

supraquiasmáticos del hipotálamo (NSQs) a través de la vía monosináptica retino-

hipotalámica (Herbert et al., 1978). En el núcleo supraquiasmático reside el ritmo 

circadiano endógeno, que opera como reloj biológico interno. A partir de éstos, la señal 

es transportada al núcleo hipotalámico paraventricular, desde donde llega hasta los 
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ganglios cervicales superiores, y finalmente a la GP a través de las neuronas simpáticas 

postglanglionares. La GP a través de su secreción de melatonina, sirve como traductor: 

convierte la información neural en señal hormonal. La melatonina transmite la 

información del fotoperiodo en el área premamilar hipotalámica (Malpaux et al., 1998) 

regulando la secreción y liberación pulsátil de la hormona liberadora de gonadotropina 

(GnRH), que estimula la secreción de gonadotropinas hipofisarias, la hormona 

luteinizante (LH) y la hormona folículo estimulante (FSH) (Clarke et al., 2012). Su 

acción sobre la liberación de GnRH es realizada de forma indirecta, interviniendo 

diferentes neuromediadores, como son el sistema dopaminérgico y serotoninérgico 

(Zarazaga et al., 2009). En las hembras, estas hormonas actúan como reguladores 

ováricos, al mantener las funciones del cuerpo lúteo, estimulando la foliculogénesis y 

sintetizando progesterona (P4) y estrógenos (Plant, 2015). La LH produce un aumento 

en la secreción de estradiol en el ovario y a través de una cascada hormonal y enzimática 

se produce finalmente la ovulación (Foster y Jackson, 1994). En definitiva, la secreción 

de melatonina provoca una variación en la sensibilidad hipotalámica al efecto de 

retroalimentación negativa del estradiol. Como señal inductora, la melatonina estimula 

la secreción pulsátil de la GnRH, disminuyendo el poder inhibidor del estradiol 

(Malpaux et al., 2001). 

En el AR, la reducción en la secreción de melatonina incrementa la 

retroalimentación negativa del estradiol y la secreción de la isoforma A del factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGF-A) sobre los gonadótropos. El VEGF-A está 

relacionado con la angiogénesis, y además estimula a los lactotropos para la síntesis y 

secreción de la prolactina (PRL). Esta última, junto con la dopamina, reducen el efecto 

de la GnRH sobre la secreción de FSH y LH, por parte de la adenohipófisis (Viguie et 

al., 1995). La retroalimentación negativa del estradiol sobre el HT actúa suprimiendo la 

liberación de ácido gamma-aminobutírico (GABA), que activa las neuronas 

dopaminérgicas e incrementa la síntesis y secreción de dopamina, la cual conduce a la 

disminución en la frecuencia de pulsos de secreción de la GnRH y por consiguiente de 

LH por parte de la hipófisis (Arroyo, 2011; Goodman et al., 2000; Karsch et al., 1980; 

Martin y Thiéry, 1987), reduciéndose el crecimiento folicular y la producción de 

estradiol, lo cual convierte a los folículos en atrésicos. Tampoco se presenta el pico 

preovulatorio de LH y por consiguiente la oveja no ovula.  
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La melatonina actúa a nivel hipotalámico estimulando la producción de GnRH, 

pero es en el PT de la hipófisis donde existe una mayor densidad de sus receptores, 

siendo en este sentido un tejido clave junto con el HT, para el estudio de la estacionalidad 

reproductiva (Bittman, 1993; de Reviers et al., 1989).  

La hipófisis se divide en una porción nerviosa o neurohipófisis y en una porción 

glandular o adenohipófisis. La adenohipófisis produce la hormona del crecimiento (GH), 

la PRL, la hormona adenocorticotrópica (ACTH), la hormona estimulante de la tiroides 

(TSH), la FSH, y la LH entre otras; mientras que la neurohipófisis almacena arginina 

vasopresina (AVP o también conocida como vasopresina) y oxitocina, que son 

producidas en el HT. Sin embargo, diferentes estudios han demostrado que el PT no 

interviene en la acción de la melatonina en el eje reproductor neuroendocrino, y que su 

efecto estaría mediado por las hormonas tiroideas: triyodotironina y tiroxina (T3 y T4, 

respectivamente), ya que ovejas tiroidectomizadas permanecen en actividad ovulatoria 

(Dahl et al., 1994), y la aplicación de T4 restauró el estado de transición al anestro (Dahl 

et al., 1995). El modo de actuación propuesto de la melatonina en el PT estaría mediado 

por el factor de transcripción Eya3, cuya expresión es estimulada por la melatonina 

(Dardente et al., 2010; Dupré et al., 2010). El factor Eya3 es un gen regulador circadiano, 

estimulándose la secreción de este factor con la menor concentración de melatonina, que 

se asocia con los días con mayor cantidad de horas luz, lo cual estimula la expresión de 

la ,  (Dardente et al., 2010), regulando de esta manera 

la actividad reproductiva en ovejas (Gorman, 2020; Qing et al., 2018). 

La TSH se difunde cerca del tejido neural que contiene receptores para TSH para 

estimular la expresión de la diodinasa tipo 2 (Dio2), que convierte la T4 en T3 (Hanon 

et al., 2008). Posteriormente, la T3 actúa induciendo los cambios neurales que impiden 

la secreción episódica de GnRH. La T3, además, participa en la plasticidad neuronal, 

incluso con efectos de neurogénesis (Thompson y Potter, 2000), pudiendo ser un posible 

mecanismo de retroalimentación negativa del estradiol sobre el HT, que se presenta 

durante la fase de anestro (Lehman et al., 2010a, 2010b).  

De todo lo anterior, el anestro se establece por medio del efecto de la melatonina 

sobre el HT y el PT de la hipófisis. En el HT, se reduce la secreción pulsátil de GnRH y 
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en el PT se bloquea el efecto de GnRH sobre la secreción de las gonadotropinas (Hodson 

et al., 2012). 

III-2.2 Macho 

En el macho, al igual que en la hembra, durante los días crecientes, las 

concentraciones plasmáticas de FSH, LH y testosterona son más bajas que durante los 

días decrecientes, lo que conduce a una regresión del tamaño testicular, asociada a una 

disminución del diámetro de los túbulos seminíferos y, en definitiva, a marcados 

cambios en la producción espermática (Figura 4): volumen de eyaculado, concentración 

espermática, número total de espermatozoides, viabilidad de los espermatozoides, etc. 

(Delgadillo et al., 1991; Zarazaga et al., 2009). Esto se manifiesta en una menor 

fertilidad y menor actividad sexual durante el periodo de anestro.  

Figura 4. Variaciones estacionales de la producción espermática y del peso testicular en 

moruecos Île de France (Tomado de Chemineau et al., 2003) 

La GnRH, estimula la producción de FSH y LH a nivel hipofisiario, y testicular, 

actuando la FSH sobre las células de Sertoli, mientras que la LH sobre las células de 

Leydig. Las células intersticiales de Leydig son las responsables de secretar testosterona, 
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que inhibe la secreción de LH, al actuar directamente sobre la secreción de GnRH en el 

HT. Las células de Sertoli, importantes por su papel trófico y metabólico sobre las 

células germinales, secretan activina e inhibina, que activan e inhiben la biosíntesis y 

secreción de FSH, respectivamente. Estas células también secretan muchas proteínas 

específicas entre las cuales se encuentra la proteína que liga andrógenos (ABP), 

importante porque concentra 100 veces la testosterona en el parénquima testicular 

(Bustos Obregón y Torres -Díaz, 2012). Estos andrógenos actúan en el área preóptica 

del HT que regula la actividad sexual de los machos, promovida por los niveles de 

estradiol en el cerebro que se producen después de la aromatización de la testosterona a 

nivel cerebral por el citocromo P-450, y no por los niveles de testosterona en sí mismos 

(Perkins y Roselli, 2007).  

La especie ovina muestra variaciones significativas en la concentración de 

testosterona a lo largo del año, que puede alcanzar niveles mínimos en la época no 

reproductiva (días crecientes), que implican una falta de libido. La mayor capacidad de 

cubrición o actividad sexual se ha asociado a un incremento de la testosterona 

plasmática, considerando la testosterona un andrógeno predominante para expresar y 

mantener la libido en los machos (D’Occhio et al., 1985). Sin embargo, algunos estudios 

han demostrado que no existe una correlación significativa entre los niveles de 

testosterona y el comportamiento sexual en los machos (Howles et al., 1980; 

Schanbacher y Lunstra, 1976), no pudiendo considerarse a la testosterona como único 

indicador de la capacidad de cubrición de los mismos, y siendo interesante el estudio de 

otros biomarcadores asociados a la capacidad de cubrición.  

Junto a la información hormonal, el área preóptica recibe información sensorial 

del órgano vomeronasal y genitales a través de la amígdala, induciendo reflejos genitales 

y patrones copulatorios (Carlson, 2007). Diversos estudios han mostrado diferencias 

estructurales y funcionales en distintas regiones del cerebro entre machos de mayor y de 

menor actividad sexual (machos con baja actividad sexual per se y machos que tienen 

preferencia sexual por otros animales de su mismo sexo). En este sentido, las diferencias 

en receptores de estrógenos en diferentes regiones del cerebro presentaron diferencias 

significativas entre moruecos de alta y baja actividad sexual cuando eran expuestos a 

ovejas en celo (Alexander et al., 1993). Del mismo modo, Alexander et al. (1999) 

observaron diferencias en el tamaño de las neuronas en las áreas involucradas en el 
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comportamiento sexual (área preóptica o el núcleo ventromedial del HT) de machos con 

mayor y menor capacidad de cubrición. Igualmente, Roselli et al. (2004) demostraron 

una asociación entre las preferencias de pareja sexual y la estructura cerebral, más 

concretamente en la región hipotalámica que incluye una área preóptica medial. 

Finalmente, Borja y Fabre-Nys (2012) observaron diferencias en la activación de las 

neuronas del área preóptica medial, la porción del lecho de la estría terminal, y en el 

núcleo paraventricular en moruecos de alta y baja actividad sexual expuestos a ovejas 

en celo. Estos estudios, muestran con especial énfasis la influencia de la actividad sexual 

en la inducción de la plasticidad cerebral. 

III-3 Factores que afectan a la duración e intensidad de la estacionalidad 

reproductiva 

Existen distintos factores tanto intrínsecos como extrínsecos que influyen de 

forma importante en la duración del anestro estacional de los individuos. Entre ellos 

encontramos factores genéticos, como la raza (ver Figura 2), la edad; factores 

medioambientales (humedad, temperatura, latitud y fotoperiodo, lluvias entre otros), la 

alimentación, la época de nacimiento; así como factores sociales. 

III-3.1 Factores ambientales 

Algunos de los factores medioambientales (fotoperiodo) o sociales (presencia de 

machos en los rebaños) han sido ya comentados en los apartados anteriores, y se 

revisarán con mayor profundidad en el apartado III.4 de esta memoria. De entre los 

enumerados anteriormente, podemos destacar la latitud y la alimentación. 

Un factor medioambiental importante es la latitud, que modifica la regulación de 

la actividad reproductiva por el fotoperiodo. Es bien conocido que las razas que se 

explotan en latitudes elevadas tienen un anestro más largo y profundo. En las regiones 

geográficas en las que existen grandes diferencias de la duración del día entre el verano 

y el invierno, el fotoperiodo tiene una fuerte importancia en la regulación de la 

estacionalidad de los animales, mientras que los factores de manejo (nutrición) o las 

relaciones sociales (presencia de machos) apenas modifican la misma. Al contrario, 

sucede en las razas ubicadas en latitudes medias o bajas (Forcada et al., 2009). Sin 

embargo, se han observado interacciones entre la raza (genética) y la latitud (ambiente), 

de forma que razas con gran estacionalidad reproductiva que se mueven a latitudes 
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medias, siguen manteniendo una elevada estacionalidad reproductiva. Sin embargo, se 

ha observado una mayor variabilidad de resultados en relación a la duración del anestro, 

cuando se traslada una raza poco estacional, como las subtropicales, a latitudes 

superiores (Arroyo et al., 2007). 

La alimentación es otro factor que influye sobre la estacionalidad reproductiva. 

En este sentido, se ha demostrado que una buena nutrición y un adecuado nivel de 

reservas pueden reducir la duración del anestro. El anestro estacional es más intenso en 

las ovejas que llegan a la primavera con una baja CC o que no se han recuperado 

plenamente de la lactación precedente (Gunn y Doney, 1975; Newton et al., 1980). En 

este sentido, estudios realizados en Rasa Aragonesa por Forcada et al. (1992) mostraron 

que las ovejas con una CC inferior o igual a 2,5 presentaron 113 días de anestro y 

manifestaron 1,7 celos en primavera, frente a los 64 días de anestro y 3,7 celos de ovejas 

con una CC igual o superior 2,75. Estos resultados se confirmaron al siguiente año (76 

vs 92 días totales de anestro para ovejas con CC ≥ 2,75 vs ≤ 2,5, respectivamente). 

Rondon et al. (1996) encontraron que este efecto era debido a una entrada más tardía en 

AR, y a la menor duración del mismo. Las condiciones más desfavorables para la 

cubrición en primavera, se dan cuando coinciden el anestro de lactación y el anestro 

estacional. Si las necesidades nutritivas no se cubren correctamente, la oveja sufre una 

pérdida de peso más o menos importante que repercute en los resultados reproductivos 

de la cubrición siguiente (Forcada et al., 1992). Por otro lado, la presencia del cordero y 

el acto de tetar, alteran el funcionamiento del ovario dificultando la salida en celo y la 

fecundación en un porcentaje elevado de ovejas lactantes. Así, las ovejas que paren en 

primavera con una CC baja, aunque se les aporte un complemento alimenticio después 

del destete y antes de la introducción de los machos, generalmente no consiguen 

compensar las pérdidas de CC producidas en la lactación, lo que influye negativamente 

en el porcentaje de ovejas que salen cíclicas en primavera. Este problema es muy común 

en las zonas semiáridas en las que la disponibilidad de pastos en invierno es muy escasa. 

III-3.2 Factores genéticos implicados en la estacionalidad reproductiva y en la 
capacidad de cubrición de los machos 

La mayoría de los caracteres de interés en Producción Animal presentan una base 

genética compleja, al estar determinados por un número elevado de genes con un efecto 
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individual pequeño y aditivo (poligenes o QTL), así como por el ambiente, e 

interacciones múltiples entre genes y ambiente.  

III-3.2.1 Base genética de la estacionalidad reproductiva 

La estacionalidad reproductiva en las ovejas es un carácter complejo con una 

gran influencia ambiental. Para el fenotipado de este carácter se utilizan medidas 

semanales de P4, la detección de los celos con machos vasectomizados (Martinez-Royo 

et al., 2017), y también  medidas de la fertilidad de grupos de ovejas que han sido 

cubiertas en otoño o en primavera dentro de una misma población (Chu et al., 2003; 

Mura et al., 2010). La dificultad y el coste económico del fenotipado de este tipo de 

datos, implica que la selección genética de estos caracteres utilizando métodos 

tradicionales, sea poco eficiente (Notter y Cockett, 2005). Por otra parte, sólo se 

expresan en hembras (ovulaciones en primavera), tardíamente en la vida del animal y en 

sistemas de producción con parideras en otoño. Por todo ello, las estimas de 

heredabilidad de estos caracteres son bajas, alrededor de 0,10 (Al-Shorepy y Notter, 

1996). Sin embargo, Hanocq et al. (1999) obtuvieron estimas de heredabilidad y 

repetibilidad más elevadas (0.20 y 0.30, respectivamente) para ovulaciones espontáneas 

en primavera en la raza Merinos d'Arles. Esta medición se basó en los niveles de P4 en 

sangre en dos muestras tomadas con 10 días de diferencia a principios de la primavera, 

antes de cualquier contacto con los machos. Igualmente, se encontró una heredabilidad 

similar para este carácter en la raza Chios en Grecia (Avdi et al., 2003) y en la raza Latxa 

en España (Beltrán De Heredia et al., 2002). Las estimas de los parámetros genéticos 

para ovulaciones espontáneas en época de anestro indican que este carácter puede ser 

sujeto a selección genética clásica (Hazard, 2010). La selección clásica de la 

estacionalidad reproductiva ha conseguido una reducción importante de la 

estacionalidad en razas ovinas americanas, pero siempre con un cuidadoso programa de 

cruzamientos y dejando de reposición las hijas de ovejas que quedaron gestantes en 

primavera (Notter, 2002). En general, la dificultad de la obtención del fenotipo, así como 

la baja heredabilidad, resulta en una selección ineficiente de estos caracteres en 

programas de selección tradicionales, con bajas fiabilidades y respuesta a la selección. 

Es destacable, que las ovejas que exhiben actividad ovulatoria espontánea fuera 

del periodo reproductivo son de gran interés para identificar genes y mutaciones 
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involucradas en vías moleculares que controlan la estacionalidad reproductiva en ovejas. 

En Rasa Aragonesa, aproximadamente el 25% de las ovejas tienen ovulaciones 

espontáneas en primavera y pueden ser cubiertas durante todo el año, si las condiciones 

de manejo y alimentación son las adecuadas (Folch y Alabart, 1999).  

Entre los estudios genéticos/genómicos relacionados con la estacionalidad 

reproductiva, destacan los trabajos llevados a cabo con el gen del receptor 1A de la 

melatonina (MNTR1A) que se ha encontrado asociado a la ovulación espontánea en AR 

en muchas razas distribuidas por todo el mundo (Abecia et al., 2020; Arjoune et al., 

2023; Calvo et al., 2018; Carcangiu et al., 2011, 2009; Chu et al., 2003; Cosso et al., 

2021; Faigl et al., 2009; He et al., 2019; Luridiana et al., 2020; Martínez-Royo et al., 

2012; Mateescu et al., 2009; Mura et al., 2022, 2019, 2014, 2010; Notter et al., 2003; 

Pelletier et al., 2000; Pulinas et al., 2022; Starič et al., 2020; Teyssier et al., 2011; Yang 

et al., 2022). En general, la mayoría de estos estudios se basan en las posiciones 606 

(RsaI) y 612 (MnlI) del exón 2 del gen, en los cuales estas dos mutaciones silentes y en 

desequilibrio de ligamento (DL), se han asociado con la reproducción en anestro 

estacional en diferentes razas ovinas (Carcangiu et al., 2009; Chu et al., 2003; Mateescu 

et al., 2009; Pelletier et al., 2000). En Rasa Aragonesa, Martínez-Royo et al. (2012) 

caracterizaron el gen MTNR1A incluyendo la región promotora, encontrando 11 SNPs 

en la región codificante y 17 SNPs en la región promotora. Por otra parte, Calvo et al. 

(2018) asociaron otra nueva mutación, el SNP rs403212791 del exón 2 del gen 

MTNR1A, que provoca un cambio de Arginina a Cisteína (p.R336C), con la 

estacionalidad reproductiva. Recientemente, Abecia et al. (2020) relacionaron los 

genotipos TT y GG de los polimorfismos RsaI y MnlI, respectivamente, con la edad a la 

primera cubrición de machos jóvenes de Rasa Aragonesa nacidos en septiembre, así 

como con la acctividad sexual de machos adultos. 

La arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AANAT) es una enzima crítica en la 

biosíntesis de melatonina en la GP (Klein y Berg, 1970). El aumento en la expresión y 

actividad de AANAT durante la noche conduce a una elevación significativa en los 

niveles de melatonina, mientras que la baja actividad durante el día limita severamente 

la cantidad de sustratos disponibles para la conversión a melatonina (Ganguly et al., 

2002; Klein et al., 1996). De hecho, el gen AANAT se ha asociado con patrones 

reproductivos estacionales en la cabra Jining Grey de China (Chu et al., 2013), y en razas 



Revisión bibliográfica 

27 

de cabras indias (Sharma et al., 2015). En ovino, Ding-ping et al. (2012) encontraron 

una mutación en el exón 3 del gen AANAT responsable del cambio aminoacídico Arg 

por Gly. Las frecuencias genotipadas de este SNP fueron asociadas a la variabilidad en 

la estacionalidad reproductiva de distintas razas. Recientemente, Di et al. (2021) 

investigaron los perfiles de expresión y las funciones reguladoras de miARN pineales 

ovinos durante diferentes fases reproductivas. En este estudio, demostraron que la 

expresión del ARNm de AANAT variaba y podría ser regulada por miARN durante 

diferentes etapas de la reproducción. Del mismo modo, los niveles de expresión de 

AANAT en ovocitos fueron mayores en la fase F que en la fase L en ovarios durante el 

ciclo estral de rata (Sakaguchi et al., 2013). 

Otro gen candidato ampliamente estudiado ha sido el de las kisspeptinas (Kiss1) 

y su receptor (Kiss1R). Las kisspeptinas son unas proteínas implicadas en la 

reproducción, y en concreto en mecanismos de regulación de la estacionalidad 

reproductiva y de la pubertad (De Bond et al., 2013; Meza-Herrera et al., 2010). De 

hecho, la kisspeptina se expresa en el HT, principalmente durante el período de 

transición entre el anestro y la actividad sexual, y al comienzo de la pubertad (Smith y 

Clarke, 2010). Además, los polimorfismos encontrados en este gen se han asociado al 

tamaño de camada de ovejas y cabras (Cao et al., 2010; Chu et al., 2012). La vía de 

señalización de kisspeptina es esencial para la secreción de GnRH (Figura 5), 

estimulando la secreción de LH de manera dependiente de GnRH (Gottsch et al., 2004), 

y aumentando su secreción en la sangre portal hipofisaria (Smith et al., 2011). En las 

ovejas, las neuronas de kisspeptina (las que expresan el ARNm de Kiss1) se encuentran 

en el área preóptica dorsolateral (POA del inglés preoptic area) y en el núcleo arcuato 

(ARC) también conocido como A12. En el ARC, las neuronas de kisspeptina expresan 

receptores de estrógeno y progesterona (Franceschini et al., 2006; Smith et al., 2007), y 

están directamente reguladas por estos esteroides de manera consistente con la 

regulación por retroalimentación tanto positiva como negativa de la secreción pulsátil 

de GnRH (Clarke et al., 2009; Smith et al., 2009, 2008). Alternativamente, las neuronas 

de kisspeptina en el POA dorsolateral parecen estar involucradas en la señal de 

retroalimentación positiva para inducir el aumento preovulatorio de LH (Smith et al., 

2009). Por otra parte, la expresión de Kiss1 y la producción de péptidos está 

marcadamente sobreexpresado en el ARC al inicio de la temporada de reproducción 
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(Smith et al., 2008, 2007; Wagner et al., 2008). En otro estudio, se planteó la hipótesis 

de que las feromonas activan las neuronas de kisspeptina, cuyo producto es fundamental 

para la estimulación de las neuronas GnRH y la fertilidad, y se demostró que la 

introducción de macho a ovejas en anestro estacional activa las neuronas kisspeptina y 

otras células en el HT, lo que lleva a una mayor secreción de GnRH/LH (De Bond et al., 

2013). 

Figura 5. Diagrama de la señalización de kisspeptinas dentro del sistema nervioso 

central de la oveja (Tomado de Hameed et al., 2011) 

El gen LEPR codifica para el receptor de la hormona leptina. La hormona 

leptina, secretada por el tejido adiposo y el receptor de leptina han sido ampliamente 

descritos por su importante papel en la regulación energética. Los polimorfismos del gen 

de la leptina han llamado mucho la atención de los investigadores por su posible relación 

con los caracteres productivos y reproductivos (van der Lende et al., 2005). La leptina 

es principalmente conocida por su papel en la regulación del equilibrio energético de 

todo el organismo al actuar sobre el sistema nervioso central e influir en la deposición 



Revisión bibliográfica 

29 

de grasa mediante el control del apetito y del gasto energético (Paczoska-Eliasiewicz et 

al., 2006). Por otra parte, se ha demostrado que algunos SNP en el gen LEPR están 

asociados con caracteres reproductivos (Israel y Chua, 2010; Liefers et al., 2004). Los 

efectos fisiológicos de LEPR en la reproducción, incluida la pubertad, el ciclo estral, la 

preñez, la lactancia e incluso las primeras etapas del desarrollo embrionario, han sido 

ampliamente demostrados (Moschos et al., 2002; Taheri y Parham, 2016). Numerosos 

estudios han confirmado que la leptina controla la madurez sexual a nivel del HT 

(Agarwal et al., 2009; Ehrhardt et al., 2002; Saleem, 2015). Además, la aparición y 

participación de la leptina en el HT con la liberación de la hormona gonadotrópica 

confirma su papel en la madurez sexual o la reproducción (Zieba et al., 2005). Por lo 

tanto, la leptina presenta un vínculo importante entre el estado metabólico y el eje 

neuroendocrino (Barb y Kraeling, 2004). También, se ha detectado la expresión de 

LEPR en el NSQ, el "reloj biológico" de los mamíferos, y en la GP de los rumiantes 

(Chelikani et al., 2003), lo que sugiere una interacción entre el fotoperíodo, la 

melatonina y la leptina (Malpaux et al., 1989). Los receptores de melatonina y leptina 

se han detectado en regiones hipotalámicas similares de ovejas (Chelikani et al., 2003; 

Dyer et al., 1997; Miller et al., 2002). Los polimorfismos en LEPR, y en particular, tres 

mutaciones (rs411478947 (R62H), rs428867159 y rs405459906), han sido asociadas 

con un retraso de la pubertad y con una disminución de las tasas de ovulación y fertilidad 

al parto en ovejas prolíficas Davisdale (Juengel et al., 2016a). 

Por otra parte, el gen NPY juega un papel en la regulación de la secreción de la 

GnRH en ratas (Kalra, 1993), conejos (Khorram et al., 1987), monos (Francis Pau et al., 

1995) y ovejas (Barker-Gibb et al., 1995; Porter et al., 1993). En ratas, se ha demostrado 

que las neuronas que expresan NPY, contienen receptores de estrógeno en el HT (Sar et 

al., 1990). De la misma manera, Skinner y Herbison (1997) indicaron que los cambios 

en el fotoperíodo pueden regular la expresión del receptor de estrógeno dentro del área 

preóptica. Estos autores sugirieron que las neuronas hipotalámicas NPY, y los niveles 

β-endorfinas están involucradas en la regulación estacional de la actividad reproductiva 

de las ovejas. Clarke et al. (2005) determinaron que el factor NPY estimula el consumo 

de alimento e inhibe la reproducción en ovejas. Sin embargo, Miner (1992) demostró 

que el factor NPY es un potente agente orexigénico en ovejas, como en otras especies, 
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y un cambio estacional en la expresión de este péptido puede estar relacionado con la 

estimulación del consumo de alimento, más que con la estacionalidad. 

Otros genes interesantes son les genes reloj o genes “Clock”, que se expresan 

de forma oscilatoria a lo largo del día, principalmente en el NSQ y la PT en la hipófisis, 

siendo esta expresión funcionalmente importante para el mantenimiento de los ritmos 

circadianos (Hernández-Rosas y Santiago-García, 2010). Asimismo, se han descrito 

otros genes relacionados con los ritmos circadianos, como los genes periodo (per1, per2 

y per3), criptocromo (cry1 y cry2), clock, bmal1, CKIε y Rev-Erbα (Reppert y Weaver, 

2002). La expresión de estos genes es fuertemente rítmica y muestra respuestas 

dependientes de los estímulos lumínicos, lo que sugiere que el fotoperíodo puede 

modular la expresión de los genes Per, y el nivel de expresión de sus productos en el 

NSQ (Albrecht et al., 2001; Reppert y Weaver, 2001). Para el estudio de la expresión de 

los genes clock en mamíferos diurnos, los ovinos han sido el modelo más utilizado para 

las comparaciones con animales nocturnos (Correa y Riveros, 2017). En este sentido, 

Lincoln et al. (2002) llevaron a cabo un exhaustivo análisis de hibridación in situ de la 

expresión de genes reloj en el cerebro de las ovejas Soay, descubriendo que siete genes 

reloj (Bmal1, Clock, Per1, Per2, Cry1, Cry2, y CKIε) se expresaban en el NSQ y PT 

ovinos.  

En relación a los estudios del transcriptoma, no existen muchos trabajos en ovino 

relacionados con el AR. Lomet et al. (2018) encontraron casi 3000 genes 

diferencialmente expresados (GDEs) en el HT entre la época reproductiva y no 

reproductiva. El análisis de enriquecimiento funcional mostró que estos genes estaban 

relacionados con rutas de señalización, epigenética y plasticidad neuronal. Sin embargo, 

el paso de días cortos a días largos, produjo 134 GDEs relacionados con la 

sincronización del fotoperiodo. Además, demostraron la importancia de las hormonas 

tiroideas en la regulación de la actividad reproductiva. Por otra parte, Xia et al. (2021) 

identificaron genes y lncRNA inducidos por el fotoperíodo en el PT de ovejas mediante 

comparaciones transcriptómicas entre animales sometidos a fotoperíodos cortos y 

largos. Entre los GDEs encontrados destacan los genes EYA3, TSHB, SIX1, DCT, VMO1, 

AREG, SUV39H2, y EZH2. Los análisis de enriquecimiento funcional mostraron el 

papel de estos genes en rutas relacionadas con el éxito reproductivo y los ritmos 

circadianos. Además, propusieron lncRNAs como reguladores epigenéticos de genes 
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claves como TSHB y SIX1. En este mismo sentido, Wang et al. (2022) identificaron un 

total de 41.088 lncRNAs inducidos por el fotoperiodo en la glándula tiroides en ovejas 

Sunite, mediante la comparación de los perfiles de expresión de ovejas sometidas a 

fotoperiodos cortos y largos. El análisis funcional de estos lncRNAs diferencialmente 

expresados reveló un enriquecimiento significativo de vías relacionadas con la respuesta 

a las hormonas reproductivas y al fotoperiodo, y también de vías de señalización de la 

PRL, de señalización del cAMP y del ritmo circadiano. Un análisis de interacción 

mRNA-lncRNA sugirió que el lncRNA LOC1056153S88 trans regula los genes ARG2 

y CCNB3, y el lncRNA LOC105607004 trans el DMXL2, y que ambos podrían estar 

implicados en la estacionalidad reproductiva en ovino. En otro estudio llevado a cabo 

por Du et al. (2022), se analizaron los mRNA y miRNA de las glándulas suprarrenales 

de la oveja Sunite bajo diferentes tratamientos de fotoperiodo artificial, e identificaron 

que los genes candidatos clave GRHL2, CENPF, FGF16 y SLC25A30 afectan a la 

reproducción. Estos autores propusieron diversos miARN (oar-miR-544-3p, oar-miR-

411b-5p, oar-miR-376e-3p, oar-miR-376d, oar-miR-376b-3p, oar-miR-376a-3p) que se 

expresan específicamente en la glándula suprarrenal, y que podían afectar a caracteres 

reproductivos. En concreto, se identificó que el mRNA- SLC25A30 estaba regulado por 

los miR554, miR555 y miR559, pudiendo afectar al celo estacional.  

Finalmente, Zhong et al. (2021) en un estudio del transcriptoma del HT, pituitaria 

y ovario en ovejas en anestro y estación reproductiva, encontraron, en el análisis de 

enriquecimiento funcional, una sobrerrepresentación de rutas relacionadas con el 

fotoperiodo y la biosíntesis de leucina e isoleucina. Por otra parte, describieron los genes 

ODC1, PRLH, CRYBB2, SMAD5, OPN1SW, y TPH1, como claves en la regulación por 

estrógenos. En este sentido, los estrógenos son muy importantes en la plasticidad 

neuronal ya que contribuyen a la remodelación del citoesqueleto, induciendo 

modificaciones estructurales en las neuronas como la longitud de las dendritas o el 

número de sinapsis (Ferri et al., 2014; Hansberg-Pastor et al., 2015). Del mismo modo, 

Wei et al. (2022) analizaron la expresión mediante RNA-Seq de tejidos pineales, 

hipotalámicos, hipofisarios y ováricos en ovejas de raza Tan durante el estro y el anestro. 

Se identificaron 940, 1.638, 750 y 971 GDEs en GP, HT, hipófisis y ovario, 

respectivamente. El análisis de ontología génica (en inglés Gene Ontology cuya sigla es 

GO) de los GDEs mostró un enriquecimiento de procesos biológicos tales como el 
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transporte transmembrana, la biosíntesis de péptidos y amidas y la síntesis de ADN. El 

análisis de enriquecimiento funcional mostró un enriquecimiento significativo de las 

vías de secreción de ácidos biliares y de interacción ligando-receptor neuroactivo. 

Además, se identificaron cuatro posibles genes candidatos relacionados con la 

estacionalidad reproductiva (VEGFA, CDC20, ASPM y PLCG2) mediante perfiles de 

expresión génica y análisis de interacción proteína-proteína.  

III-3.2.2 Factores genéticos implicados en la actividad sexual del macho 

La capacidad de cubrición o el nivel de actividad sexual de los moruecos es un 

carácter  de difícil medida (Blockey y Wilkins, 1984); además, del tiempo necesario para 

su valoración en condiciones de monta libre. Por este motivo, determinados autores han 

propuesto la utilización de métodos indirectos para su estimación, como es la utilización 

de biomarcadores. Uno de estos biomarcadores es el nivel de testosterona, no obstante, 

como se comentó en un apartado anterior, no se ha observado ninguna correlación entre 

los niveles de testosterona circulante u otros andrógenos y la actividad sexual de los 

moruecos, ni se han observado diferencias entre moruecos de alta o baja libido (Mozo, 

2015). Perkins et al. (1992a) utilizaron la concentración plasmática de testosterona y LH 

en respuesta a la exposición a una oveja en celo durante varias horas, o a la 

administración de inhibidores opioides, como la naloxona (Fitzgerald y Perkins, 1994; 

Perkins et al., 2001). Aunque la administración de naloxona sólo es aplicable a animales 

adultos y durante la época reproductiva (Stellflug, 2003, 2002a; Stellflug et al., 2004). 

Roselli et al. (2002) utilizaron las diferencias en las concentraciones de testosterona y 

cortisol entre moruecos de alta actividad sexual y moruecos con actividad sexual nula o 

con preferencia por otros machos. Estos métodos resultan complejos por la aplicación 

de diferentes sustancias, y además pueden presentar problemas con relación al bienestar 

animal. 

El método más habitual es el estudio del comportamiento de los moruecos en el 

aprisco, destacando los test de capacidad de cubrición (SCT por sus siglas en inglés; 

Serving Capacity Test). Los resultados de estos test se han correlacionado con el número 

de cubriciones que los machos realizan en condiciones de monta libre (Kilgour y Whale, 

1980; Mattner et al., 1971; Perkins et al., 1992b; Stellflug, 2002) y también con la 

fertilidad del rebaño (Barwick et al., 1989; Kilgour, 1993). Los SCT consisten en la 
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observación del comportamiento de un morueco durante un determinado periodo de 

tiempo, cuando es expuesto a un grupo de ovejas en celo (Mattner et al., 1971). El 

número de cubriciones por unidad de tiempo que cada macho realiza durante estos SCT 

ha sido considerado como la medida predictiva más importante de su comportamiento 

sexual en monta libre. Cada macho es clasificado en función de su rendimiento sexual 

(Kilgour, 1984; Stellflug, 2002b). Uno de los problemas que se puede producir en la 

realización de los SCT es la falta de experiencia de los machos, ya que estos presentan 

pocas o ninguna cubrición cuando no han tenido contacto con hembras previamente. 

Igualmente, puede ocurrir una falta de adaptación a las condiciones del test (Kilgour y 

Whale, 1980), por lo que se aconseja que se hagan repeticiones. Además, en machos sin 

experiencia previa, la utilización de tiempos de evaluación muy reducidos puede 

producir resultados poco fiables (Folch, 1980; Kilgour, 1985).  

La capacidad de cubrición es un fenotipo que presenta una heredabilidad 

moderada en ovinos (h2 = 0,33 ± 0,62,  Kilgour, (1985); h2 = 0,22 ± 0,04, Snowder et al., 

(2002)), lo que sugiere la posibilidad de mejorar genéticamente este carácter mediante 

selección clásica, es decir a partir de las observaciones fenotípicas y las relaciones de 

parentesco entre los individuos. Sin embargo, este fenotipo presenta una elevada 

variabilidad, seguramente atribuible a las diferencias en las metodología utilizadas en 

los test realizados para su medición (Stellflug y Berardinelli, 2002). 

Por otra parte, se ha estudiado la posibilidad de seleccionar la capacidad de 

cubrición del morueco a través de los niveles de hormonas implicadas en el carácter 

(Land, 1978). No obstante, estos estudios son escasos, como los de LH, debido a las 

dificultades que presenta su pulsatilidad (Land, 1978). Por ejemplo, Folch y Gabina 

(1980) observaron que las hijas de los machos de Rasa Aragonesa con mayor diámetro 

testicular y una mayor capacidad de cubrición presentaban un mayor número de picos 

de LH a las 7 y a las 24 semanas de edad. El caso de la testosterona, ha sido discutido 

con anterioridad, y en la mayoría de los casos no presenta una relación con la capacidad 

de cubrición. 

Los estudios genético moleculares son escasos en caracteres reproductivos de 

machos de la especie ovina. Como se ha comentado anteriormente, los polimorfismos 

RsaI y MnlI del gen MTNR1A se han asociado con la actividad sexual de los machos en 
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Rasa Aragonesa (Abecia et al., 2022). Estos mismos autores, han mostrado que 

determinados genotipos de este gen se asocian con una mayor capacidad de cubrición. 

Recientemente, Bhattacharya et al. (2022) llevaron a cabo un estudio con el objetivo de 

determinar factores epigenéticos asociados a la actividad sexual de los moruecos en 

relación a su preferencia por otros machos o por hembras, e identificaron 805 regiones 

diferencialmente metiladas (DMR, del inglés Differentially methylated regions), 

encontrando más regiones hipometiladas en machos con orientación sexual hacia otros 

machos. El análisis del transcriptoma identificó 15 GDEs entre los dos fenotipos, 

estando sólo el gen BFSP1 relacionado con una DMR. La anotación funcional de estos 

genes identificó tres de ellos asociados con el término de actividad hormonal, la PRL, 

CCK y NTS. Estos tres genes han sido asociados previamente al comportamiento sexual 

en machos y en hembras (Giardino et al., 2018; Larsen y Grattan, 2012; McHenry et al., 

2017; Salais-López et al., 2018).  

Finalmente, Pal et al. (2014) llevaron a cabo un estudio con 493 toros cruzados 

(Bos taurus × Bos indicus) para estudiar los polimorfismos del gen de la hormona del 

crecimiento (GH) y su asociación con las características seminales y de comportamiento 

sexual. Detectaron doce cambios nucleotídicos, y una única sustitución no sinónima de 

leucina por valina, asociando este polimorfismo con el comportamiento sexual (libido, 

tiempo de reacción, respuesta de flehmen y otros) y las características seminales. Se ha 

hipotizado que el polimorfismo leucina/valina está relacionado a los niveles plasmáticos 

de GH, como sugieren Schlee et al. (1994).  

La revisión llevada a cabo muestra que los trabajos relacionados con la capacidad 

de cubrición de los machos son escasos, y por lo tanto es interesante desarrollar estudios 

que permitan dilucidar los mecanismos moleculares que modulan la capacidad de 

cubrición de los moruecos. 

III-4 Estrategias tradicionales utilizadas para inducir en anestro la 

actividad ovárica en las hembras y la activación sexual de los machos 

Reducir el anestro estacional, provocando que las hembras presenten actividad 

sexual durante todo este periodo de reposo reproductivo ha sido un objetivo prioritario 

en el control de la reproducción del ganado ovino. Dentro de las estrategias utilizadas 

para inducir la ovulación durante el anestro estacional se encuentran los tratamientos 
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hormonales, el efecto macho o la exposición a tratamientos de luz artificial (Martin et 

al., 1986; Thimonier, 1981). Igualmente, en los machos, se ha demostrado que aquellos 

que presentan una mayor actividad sexual presentan mayor fertilidad (Perkins et al., 

1992b; Stellflug et al., 2008) y además producen un mayor estímulo en las hembras 

(Delgadillo et al., 2008). Estos tratamientos se pueden utilizar solos o combinados entre 

sí. 

III-4.1 Tratamientos hormonales 

El uso de los tratamientos hormonales para sincronización y/o inducción de celos 

y ovulaciones, especialmente esponjas intravaginales de FGA (Acetato de 

Fluorogestona) y eCG (Gonadotropina coriónica equina antiguamente llamada PMSG), 

es una práctica habitual y extendida en las ganaderías que ofrece buenos resultados, tanto 

en épocas de actividad sexual, como en épocas de anestro estacionario (Ungerfeld, 2016; 

Ungerfeld y Rubianes, 2002, 1999). Actualmente, también se están utilizando 

dispositivos intravaginales de liberación controlada “CIDR” impregnados en 

progestágenos. Estos tratamientos aumentan los niveles plasmáticos de P4, simulando 

la presencia de un cuerpo lúteo funcional (Córdova-Izquierdo et al., 2008; Latorre, 

2018). La duración del tratamiento es variable (12-14 días), de manera que la retirada 

del progestágeno simula la rotura del cuerpo lúteo y desencadena el inicio de un nuevo 

ciclo sexual. La retirada del tratamiento va acompañada de una inyección de eCG 

(Menchaca et al., 2017). Estos tratamientos se pueden combinar con prostaglandinas 

(luteolíticos), utilizados para sincronizar ovejas que se encuentran cíclicas. Además, los 

tratamientos hormonales se pueden usar para adelantar la pubertad en las corderas 

(Abecia et al., 2011). Sin embargo, la utilización de estos tratamientos en forma masiva 

puede tener limitaciones en cuanto a su rentabilidad a largo plazo. De hecho, se han 

reportado casos de vaginitis en un número significativo de animales por el uso de estos 

dispositivos hormonales (Gatti et al., 2011; Suárez et al., 2006). Estas vaginitis se 

acompañan de un cambio en la composición y abundancia de la microbiota bacteriana 

presente en la vagina, lo que afecta directamente a la tasa de fertilidad obtenida tras los 

tratamientos (Manes et al., 2014). 

Para mejorar la fertilidad de los animales en los meses de primavera, se suelen 

utilizar también los implantes de melatonina. Se ha demostrado el uso efectivo de este 



Revisión bibliográfica 

36 
 

tipo de implantes en estimular tanto la actividad de los machos como de hembras (Gatica 

et al., 2012; Ungerfeld, 2016). La melatonina, controla la secreción de las hormonas 

hipofisarias, tanto en ovino como caprino, y mimetiza los días cortos estimulantes de la 

actividad reproductiva. En los moruecos, el empleo de implantes de melatonina puede 

sacarlos del anestro estacional. Además, la melatonina mejora su libido e influye 

positivamente en los parámetros reproductivos (número total de espermatozoides en el 

eyaculado, mayor concentración espermática, mayor motilidad de los espermatozoides 

y mayor diámetro escrotal) (Casao et al., 2010; Palacín et al., 2008). 

En relación a la eficacia de estos tratamientos hormonales, el análisis de 

resultados de desestacionalización durante 2021 en Oviaragón- Grupo Pastores, reveló 

que el número de corderos vendidos por oveja pasó de 0,82 en los casos en que no se 

realizó tratamiento, a 1,07 cuando se puso implante y a 1,15 si se combinó la melatonina 

con los dispositivos de sincronización (https://oviaragon.com/como-mejorar-la-

cubricion-tratamientos-de-desestacionalizacion/). Sin embargo, por razones éticas, los 

ganaderos se ven obligados a reducir el uso de estos tratamientos, de acuerdo con las 

crecientes exigencias de los consumidores que demandan productos de alta calidad, 

saludables y libres de residuos y que estén producidos respetando el bienestar animal y 

el medio ambiente (Scaramuzzi y Martin, 2008).  

A  iniciativa de la Comisión Europea y para lograr una producción animal 

“limpia, verde y ética (“clean, green and ethical”), se está revisando el uso de hormonas, 

principalmente porque genera residuos hormonales en carne y leche (Martin y 

Kadokawa, 2006). De hecho, la UE ya prohíbe el uso de productos hormonales en las 

ganaderías ecológicas. 

III-4.2 Efecto macho 

La presencia permanente de machos en los rebaños, reduce notablemente la 

duración del anestro, incluso en razas muy estacionales. En este sentido, O’Callaghan et 

al. (1994) demostraron que la presencia de machos retrasaba casi un mes el inicio del 

anestro, y además adelantaba otro mes el inicio de la nueva estación reproductiva. El 

efecto macho es un fenómeno socio-sexual que consiste en la introducción súbita de 

machos en grupos de hembras en anestro que han sido previamente aisladas de los 

mismos, durante al menos 30-45 días, de todo contacto olfativo, físico, visual e incluso 
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auditivo. Esto estimula la ovulación y el estro en un porcentaje importante de hembras 

en anestro (Martin et al., 1986). De hecho, se sabe que la introducción de machos 

sexualmente activos en un rebaño de ovejas en anestro estimula la secreción de la 

hormona LH de la pituitaria anterior, lo que resulta en una rápido aumento en la 

frecuencia del pulso LH, y por lo tanto la activación de un pico preovulatorio de LH 

(Walkden-Brown et al., 1999), ocurriendo la ovulación tres días después. Sin embargo, 

la respuesta de las ovejas a la introducción de los machos depende de la CC de las ovejas, 

de la intensidad de la libido del macho (señales olfativas, vocalizaciones, etc.), y la 

proporción de machos y hembras (Arellano et al., 2010). Además, existe un porcentaje 

de hembras que no responden al efecto macho o responden con ovulaciones silenciosas, 

lo que indica una posible regulación genética de la respuesta dicho efecto. En concreto, 

en Rasa Aragonesa se ha detectado que, tras la realización de un efecto macho en 

anestro, entre un 91% y un 74% de hembras presentaron marcas de celo con machos de 

alta y baja capacidad de cubrición, durante los 33 días posteriores a la introducción del 

macho (Mozo, 2015). Igualmente, se ha demostrado que los machos con mayor 

capacidad de cubrición producen un mayor estímulo del efecto macho durante el anestro 

estacional, que se traduce en un mayor porcentaje de ovejas cubiertas y una fertilidad 

más elevada, mientras que la respuesta de la hembra al efecto del macho es escasa o 

incluso nula si la calidad de las señales de éstos disminuye significativamente 

(Delgadillo et al., 2008). Por este motivo, es interesante el detectar machos con una 

mayor capacidad de cubrición, que tendrán un mayor efecto sobre las hembras en 

anestro. 

III-4.3 Tratamientos fotoperiódicos  

Desde la determinación de que el fotoperiodo es el principal factor 

medioambiental que controla la actividad reproductiva en pequeños rumiantes, se ha 

intentado modificar la alternancia natural de este, controlando el número diario de horas 

de luz que reciben los animales, para desencadenar la actividad reproductiva 

(Chemineau et al., 1992, 1988; Delgadillo et al., 2002; Thimonier, 1981). Estos 

tratamientos fotoperiódicos inducen actividad reproductiva tanto en machos como en 

hembras, al igual que los tratamientos hormonales (Gatica et al., 2012). 
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La alternancia entre días largos y días cortos, es clave para lograr el control de la 

actividad sexual (Chemineau et al., 1992). Los días largos son necesarios para restaurar 

el efecto inductivo de los días cortos al final del invierno y para prevenir el efecto 

refractario a la estimulación fotoperiódica (Yellon y Foster, 1985). Este método, se 

utiliza esencialmente en centros de inseminación artificial (IA), donde se requiere una 

producción de semen constante a lo largo del año. Según Chemineau et al. (2003), los 

moruecos sometidos permanentemente a una alternancia de un mes de días cortos (8 h 

luz) con un mes de días largos (16 h) en edificios cerrados, mantienen a lo largo del año, 

una actividad sexual elevada con una producción seminal de buena calidad. En 

alojamientos abiertos, los animales tienen que ser sometidos de dos a tres meses de días 

largos seguidos por implantes de melatonina, siempre y cuando esos días largos se 

realicen en el momento adecuado del año (Delgadillo et al., 2001). 

Ensayos en hembras primerizas han mostrado que el tratamiento fotoperiódico 

permite adelantar la temporada reproductiva en 60-80 días (BonDurant et al., 1981). 

Asimismo, este tratamiento, cuando es asociado al efecto macho, incrementa la fertilidad  

a un 76% (Chemineau et al., 2003, 1988). Fleisch et al. (2015) lograron inducir la 

actividad estral fértil durante la época no reproductiva en las ovejas Lacaune tras 

exponerlas a días largos artificiales durante el invierno, seguidos de la duración natural 

del día y la introducción del macho. Por otra parte, Abecia et al. (2015b) demostraron 

que la mayoría de las ovejas expuestas a los machos foto-estimulados y con un implante 

de melatonina presentaron signos de celo durante el anestro estacional. Estos mismos 

autores, demostraron que la presencia continua de machos activados sexualmente en 

primavera era capaz de adelantar 20 días la pubertad de las corderas expuestas a los 

mismos, que presentaban así sus primeros celos en primavera, momento de parada 

reproductiva (Abecia et al., 2016), así como de adelantar la activación del ovario tras el 

anestro postparto en primavera (Abecia et al., 2017). Igualmente, los tratamientos 

lumínicos mediante la modificación del fotoperiodo, sin el uso de hormonas, mejoran 

los resultados de las cubriciones en primavera (Abecia et al., 2019). En resumen, los 

machos que presentan una mayor capacidad de cubrición de forma natural o por 

activación sexual mediante tratamientos fotoperiódicos, mejoran los resultados 

reproductivos de las hembras en el periodo de anestro. 



Revisión bibliográfica 

39 
 

III-5 Estrategias genéticas utilizadas para mejorar la estacionalidad reproductiva 

en las hembras y la actividad sexual de los machos 

Como antes se ha comentado en el epígrafe de la base genética de la 

estacionalidad reproductiva (apartado III-3.2.1), el avance de los programas de selección 

genética clásicos, basados exclusivamente en el control de rendimientos (fenotipos) y 

las relaciones genealógicas entre los animales, tendrán una eficiencia limitada en 

términos de respuesta a la selección ya que la mayoría de los caracteres reproductivos 

presentan heredabilidades bajas. Además, muchos de estos caracteres se miden en un 

solo sexo (actividad ovárica en las hembras y actividad sexual en los machos) por lo que 

se requerirán pruebas de descendencia para la predicción de los valores genéticos y éstos 

serán estimados con una baja fiabilidad. El uso de herramientas moleculares permite 

superar algunas de las limitaciones de los métodos tradicionales de predicción del mérito 

genético. Las plataformas de genotipado masivo de SNPs y secuenciación masiva 

permiten explorar el genoma e identificar genes y polimorfismos responsables de la 

variabilidad de caracteres de interés (por ejemplo, QTLs). La posibilidad de utilizar 

genes/marcadores responsables de una proporción significativa de la varianza fenotípica 

de caracteres de interés económico (ETLs) es una estrategia de gran interés para un 

desarrollo más eficiente de los Programas de Mejora Genética, y sobre todo para 

aquellos caracteres que presentan bajas heredabilidades, son difíciles de medir, y se 

recogen en un solo sexo. En este sentido, destacan la Selección Genómica (GS; por sus 

siglas en inglés “Genomic Selection”), y la SAM (Selección Asistida por Marcadores). 

El objetivo de la Selección Genómica es predecir el valor genómico (VG) de los 

animales utilizando la información disponible de miles de marcadores (genotipos) 

distribuidos a lo largo del genoma, obtenidos mediante técnicas de genotipado de 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) en diversas plataformas comerciales (chips) 

(Meuwissen et al., 2001). En general, la Selección Genómica combina tres fuentes de 

información: control de producciones (fenotipos), relaciones genealógicas (pedigrí) y 

genoma (polimorfismos de ADN) de los animales. Una valoración genómica es, en el 

fondo, una valoración genética, pero con mucha más calidad, ya que, con esta tercera 

fuente de información, los genotipados, se aporta una mayor fiabilidad a las predicciones 

genéticas, algo que es muy importante para incrementar la respuesta a la selección, 

obteniendo el VG de todos los reproductores, tanto machos como hembras. En ovino de 
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carne no se está utilizando la Selección Genómica, aunque si en ovino de leche (Jurado 

et al., 2013). Para obtener los genotipos de los marcadores SNP se utilizan plataformas 

o chips de SNPs. En 2009, se desarrolló un chip de SNPs de densidad media (con 

alrededor de 50.000 SNPs) para el ganado ovino que fue denominado “Ovine SNP50 

BeadChip” (desarrollado por el ISGC, International Sheep Genomics Consortium) que 

permitió realizar estudios de GWAS, así como la identificación de loci de carácter 

cuantitativo y estudios de genética comparativa (Kijas et al., 2012). En la actualidad, se 

ha desarrollado un chip de alta densidad que dispone de alrededor de 600.000 SNPs 

(Illumina AgResearch Sheep HD) distribuidos a lo largo de todo el genoma. En el caso 

de la Selección Genómica se utiliza el chip de 50K, y otros de menor tamaño (3K). La 

utilización de plataformas de genotipado de media y alta densidad para llevar a cabo la 

Selección Genómica, se basa en la existencia de DL entre los marcadores moleculares 

contenidos en los chips de genotipado (que no son causales) y los genes causales 

dispersos por el genoma ovino. El DL entre los SNPs y los genes causales de los 

caracteres de interés, consiste en que los alelos de ambos no segregan de forma 

independiente, ya que su frecuencia de recombinación es menor del 50%. Su utilización 

en Programas de Mejora Genética ovina permite la reducción del intervalo generacional 

y el aumento de la ganancia genética (Duchemin et al., 2012). La posibilidad de 

genotipar animales a edades tempranas permite acortar el intervalo generacional 

(Rohrer, 2004). Además, dado que la información genómica incrementa la fiabilidad de 

las predicciones genéticas de los animales, las pruebas de testaje de machos y hembras 

son más cortas, ya que se requiere menos información fenotípica de cada animal para 

alcanzar una fiabilidad aceptable. 

La SAM, se basa en el uso de marcadores moleculares QTL o ETLs, responsables 

de un efecto significativo sobre la varianza de una o varias características fenotípicas de 

los animales, de forma que el genotipo de dicho locus puede utilizarse directamente en 

la selección de reproductores. En este caso, la mutación genotipada no suele ser la 

mutación responsable, sino que está en DL con la misma. Finalmente, si localizamos la 

mutación responsable del efecto fenotípico observado, y por lo tanto hacemos una 

selección basada en el marcador directamente responsable del fenotipo, la selección se 

denomina selección asistida por genes (GAS; del inglés “Gene Assisted Selection”); 

cuya aplicación es relativamente sencilla desde el momento en que se conoce 
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exactamente la mutación causal, su función y el efecto que tiene sobre los caracteres. 

Un ejemplo de este proceso de GAS en genética animal es la utilización del genotipo 

del gen PRNP de resistencia al scrapie en los programas de selección del ganado ovino. 

En este sentido, la estrategia es incrementar la frecuencia del alelo favorable por 

selección o introgresión génica, mediante la preselección de reproductores con alelos 

favorables de resistencia a la enfermedad. Esta metodología se ha utilizado con 

caracteres de prolificidad en ovino (Calvo et al., 2020a). Un problema que puede 

presentar este tipo de selección es la disminución de la variabilidad de la población si 

seleccionamos sólo en función de unos pocos marcadores. 

Para llevar a cabo la detección de variantes génicas asociadas a los caracteres de 

interés en especies ganaderas, podemos distinguir dos tipos de estrategias, en función de 

si el estudio implica todo el genoma (sin tener en cuenta condiciones previas, es decir 

con un enfoque libre de hipótesis), o solo incluyendo un número de genes limitado (gen 

candidato), previamente seleccionados por estar potencialmente (funcional o 

posicionalmente) relacionados con el fenotipo de interés (enfoque con una hipótesis 

previa) como prolificidad, fertilidad, sensibilidad o resistencia a padecer una 

determinada enfermedad, etc. Los estudios de hipótesis previa tienen la desventaja de 

requerir un conocimiento biológico previo que permita la selección de los genes 

candidatos objeto de análisis, pero también la fortaleza de un gran conocimiento 

biológico-fisiológico de las diferencias genéticas y fenotípicas observadas. La mayor 

ventaja es que permite la aplicación directa de los resultados en nuestra raza en estudio, 

lo cual es muy útil ya que, en el caso de las aproximaciones a genoma completo, 

generalmente no se detecta directamente el gen causal, sino que, haciendo uso del DL, 

se marcan regiones del genoma asociadas a la variabilidad del fenotipo estudiado (por 

ejemplo, en el caso de GWAS).  

En cuanto a los estudios de expresión génica con hipótesis previa destaca la PCR 

cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR), que es una técnica que amplifica y cuantifica 

simultáneamente. Esta técnica es ideal, para el estudio de genes o rutas bioquímicas 

específicas, ya que es muy sensible y ofrece la posibilidad de llevar a cabo reacciones 

múltiples (Bustin, 2002). Además, es la técnica de elección para validar los resultados 

obtenidos mediante las técnicas de RNA-Seq.  
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En cuanto a los estudios libres de hipótesis, la aparición y adopción de técnicas 

de secuenciación de alto rendimiento, que permiten la secuenciación de varias gigabases 

de genoma en poco tiempo, ha abierto nuevas perspectivas en muchos campos de la 

genómica. Los avances en las técnicas genómicas, la disponibilidad del genoma ovino 

que ha proporcionado cientos de miles de marcadores genéticos (actualmente la versión 

Rambouillet 2.0), y las técnicas de genotipado de alto rendimiento han mejorado la 

capacidad de los investigadores para detectar regiones genómicas asociadas a la 

variabilidad de los caracteres de interés así como de las mutaciones subyacentes a la 

misma (Porto-Neto et al., 2015; Van Binsbergen et al., 2015). En este contexto, los 

GWAS se han convertido en un método de referencia para identificar genes y 

mutaciones causales estadísticamente asociadas a fenotipos de interés en ganadería 

(Hirschhorn y Daly, 2005). Estos estudios se basan en la utilización de chips de 

genotipado masivo de SNPs. Una vez que se han identificado esas variantes genómicas, 

que por lo general no son las variantes causales de la variabilidad del fenotipo, sino que 

están en DL con el polimorfismo causal, se buscan en regiones adyacentes al SNP 

significativo, las posibles variantes causales implicadas directamente en los cambios 

observados en el fenotipo. Para esto, se pueden utilizar metodologías de imputación 

genómica o incrementar la densidad de marcadores en la región detectada (Schaid et al., 

2018). Si la región genómica a estudiar es muy grande, se pueden combinar los 

resultados del GWAS con los de secuenciación masiva de nueva generación, como el 

RNA-Seq (Suárez-Vega et al., 2015) o secuenciación masiva de genoma completo (Ben 

Braiek et al., 2021) para identificar la mutación responsable. Por otra parte, si la región 

genómica no es muy grande, y hay genes candidatos que por función o por posición en 

otras especies o poblaciones son interesantes, se pueden utilizar técnicas de bajo 

rendimiento como la secuenciación SANGER. 

La secuenciación de segunda generación utiliza superficies de fijación de 

moléculas de ADN, que permiten la secuenciación en paralelo de millones de secuencias 

de ADN (Slatko et al., 2018). Esta secuenciación ha permitido disminuir, por un lado, 

el tiempo necesario para secuenciar genomas enteros y, por otro, los costes de esta 

(Pettersson et al., 2009). Este tipo de secuenciación lleva a cabo una PCR para aumentar 

el número de copias del material genético a analizar. Dentro de las diferentes tecnologías 

de secuenciación masiva en paralelo, la tecnología Illumina es la más utilizada, gracias 
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a la alta capacidad de los instrumentos de Illumina que los hace ideales para una gran 

variedad de aplicaciones de secuenciación, entre las que se incluyen el mapeo frente a 

un genoma de referencia (resecuenciación), la secuenciación del transcriptoma, la 

detección de SNPs o la secuenciación utilizada para estudios metagenómicos (Figura 6). 

En general, tras la fragmentación de los ácidos nucleicos, se preparan librerías de 

fragmentos de ADN de un tamaño que puede variar entre 35 y 500 pb (Martin y Wang, 

2011), que al ser secuenciados producirán millones de lecturas.  

La secuenciación masiva de nueva generación del transcriptoma realizada 

mediante la técnica conocida como RNA-Seq junto con las herramientas bioinformáticas 

apropiadas, permiten analizar la gran complejidad del transcriptoma (Fernandez-

Rodriguez et al., 2011; Mardis, 2008; Mortazavi et al., 2008) (Figura 7). En este sentido, 

presentan mayor sensibilidad y menor variación técnica que los microarrays de 

expresión, y por otra parte, mediante RNA-Seq es posible detectar prácticamente todos 

los transcritos presente en una muestra, lo que permite caracterizar nuevos genes o 

transcritos. Con esta técnica es posible cuantificar cada transcrito y de ARNs no 

codificantes, así como detectar SNPs y otras variables estructurales. 

Figura 6. Esquema general de los procesos a llevar a cabo para realizar un experimento 

de secuenciación masiva (Tomado de López de Heredia, 2016) 
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Los secuenciadores de tercera generación se fundamentan en la idea de eliminar 

la etapa de PCR, y tratar de realizar la secuenciación a partir de una única molécula de 

ADN. Al mismo tiempo que se trata de abaratar los costes, se obtienen lecturas de 

secuencia más largas (10-30 Kb), que facilitan el posterior ensamblado de secuencias, 

lo que amplía sus aplicaciones, como es el caso de la detección de grandes variaciones 

en la estructura de los cromosomas. Esta tecnología requiere una cantidad relativamente 

grande de ADN (entre 250 y 5.000 ng, en función de la tecnología). En el mercado 

existen dos tecnologías destacadas de este tipo, basadas en la técnica SMRT (Single-

Molecule Real-Time) (Eid et al., 2009), y en la secuenciación con nanoporos de Oxford 

Nanopore Technologies (ONT) (Branton et al., 2008) (Figura 6). 

 

Figura 7. Esquema de la metodología para el análisis de RNA-Seq (Tomado de López 

de Heredia, 2016) 

En este trabajo se ha utilizado la secuenciación masiva del transcriptoma (RNA-

Seq) para el estudio de la base genética del restablecimiento de la actividad ovárica, así 

como de la capacidad de cubrición de los machos en época de AR. Como se ha descrito 

en esta revisión, la literatura a este respecto es escasa, y la determinación de los 
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mecanismos moleculares implicados en el restablecimiento de la actividad ovárica en 

anestro y/o de la capacidad de cubrición de los machos permitirá localizar genes y/o 

rutas bioquímicas implicadas en la expresión de estos fenotipos. Por otra parte, se 

llevarán a cabo análisis GWAS con los chips Illumina de 50K y 600K con el fin de 

detectar nuevos marcadores genéticos asociados a la estacionalidad reproductiva, y a 

otras variables que influyen en la misma, como es la CC.
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El material animal y la metodología adoptada para el desarrollo de esta Tesis 

Doctoral están descritos en detalle en cada uno de los manuscritos. Con el objetivo de 

completar la información proporcionada en el material y métodos de los diferentes 

manuscritos y facilitar así la interpretación de los resultados, vamos a describir 

brevemente los grupos experimentales y métodos utilizados en este trabajo. 

IV-1 Grupos experimentales 

Se han utilizado cuatro grupos experimentales de raza Rasa Aragonesa. En el 

grupo experimental 1, la población experimental proviene de “La Pardina de Ayés”, una 

granja experimental propiedad de Oviaragón-Grupo Pastores, situada en el pre-Pirineo 

(Ayés, Huesca; 42º 29' 48,55” N 0º 23' 37,54”, a una altitud de 790 m sobre el nivel del 

mar). En los grupos experimentales 2, 3 y 4, los animales provienen del rebaño 

experimental del CITA, Gobierno de Aragón en Montañana (Zaragoza; 41° 3´N, 0° 47 

´W; a una altitud de 225 m).  

El material y diseño animal utilizado en este estudio cumple los principios 

éticos y de protección de los animales utilizados en experimentación y otros fines 

científicos, según resolución de la Comisión Ética Asesora para la Experimentación 

Animal del CITA, con expedientes 2011/08, 2015/03, 2017/02 y 2009/01_MJT para los 

modelos animales 1, 2, 3 y 4, respectivamente. 

IV-1.1 Grupo experimental 1 

Este material animal proviene de un estudio detallado en Martinez-Royo et al. 

(2017), en el cual se realizó un estudio GWAS con caracteres de estacionalidad 

reproductiva usando el chip Illumina de 50K. Para los estudios de asociación del gen 

LEPR con los caracteres de estacionalidad reproductiva (manuscrito 1), el material 

animal estuvo constituido por 239 ovejas de Rasa Aragonesa repartidas en dos grupos 

de edad: 155 ovejas adultas con un promedio de 5,5 ± 0,5 años y 84 ovejas jóvenes todas 

de la misma edad al inicio del estudio (1,9 ± 0,0 años). En ambos grupos, las medias del 

PV y CC fueron 52,5 ± 7,7 kg y 2,9 ± 0,3 respectivamente, durante todo el periodo 

experimental, que duró desde enero hasta agosto del 2012.  

Para la búsqueda de nuevos polimorfismos asociados a la estacionalidad 

reproductiva mediante GWAS (manuscrito 2), se consideraron los dos grupos de ovejas 
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adultas y jóvenes descritas anteriormente (155 ± 84), junto con un tercer grupo de 26 

corderas de la misma edad (0,94 ± 0,0 años) constituyendo un total de 265 ovejas. Sin 

embargo, para el análisis GWAS se utilizaron 205 ovejas distribuidas de la siguiente 

manera: 122 adultas (5,4 ± 0,45 años), 66 jóvenes (1,9 ± 0,0 años) y 17 corderas (0,94 

± 0,0 años). La selección de las 205 ovejas se basó en la disponibilidad de ADN en 

calidad y cantidad suficiente para ser genotipado, y en la existencia de datos 

reproductivos durante todo el periodo de duración del experimento. De las 205 ovejas, 

108 fueron genotipadas en el trabajo de Martinez-Royo et al. (2017) con el chip de 

50K (Illumina OvineSNP50 BeadChip), y en este trabajo 97 con el chip de 600K 

(Illumina AgResearch Sheep HD de 600K). Para los estudios de validación y 

asociación génica, se utilizaron las 265 ovejas. 

Para la búsqueda de polimorfismos asociados a los caracteres de crecimiento 

mediante GWAS (manuscrito 3), el período experimental duró de enero a agosto durante 

los años 2011 y 2012. El estudio experimental estuvo compuesto por 225 ovejas 

repartidas en tres grupos de edad al inicio del experimento: 123 adultas (5,4 ± 0,5 años), 

67 jóvenes (1,9 ± 0,0 años) y 35 corderas (0,94 ± 0,0 años). La diferencia de animales 

genotipados para el GWAS entre este estudio y el anterior estuvo relacionada con la 

existencia de datos completos de CC y PV durante todo el periodo experimental. 

Las ovejas de raza Rasa Aragonesa fueron criadas según el sistema tradicional 

local. Brevemente, las ovejas se mantuvieron estabuladas y se alimentaron con un 

concentrado comercial de octubre a marzo. Desde marzo hasta el final del período 

experimental (agosto), las ovejas pastorearon en pastos de montaña y recibieron el 

mismo concentrado comercial ad libitum. Todas las ovejas fueron manejadas en un solo 

lote y fueron sometidas a las mismas condiciones de manejo, nutrición y medio 

ambiente. A las ovejas no se les suministró ningún tratamiento hormonal. 

IV-1.2 Grupo experimental 2 

Estos animales pertenecen al rebaño del CITA de Aragón que consta de 

aproximadamente 400 ovejas con una tasa de renovación anual del 30% y criadas en 

condiciones de manejo homogéneas (alimentación, tratamientos veterinarios, etc.). 

Para el estudio del transcriptoma de muestras del PT e HT en hembras con 

diferentes fases ováricas (F, L o AR) (manuscrito 4), se seleccionaron del rebaño del 
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CITA 50 ovejas con una CC (2,98 ± 0,31), PV (53,50 ± 6,13 kg) y edad (7,97 ± 0,56 

años) similares. Estas ovejas habían parido en otoño (septiembre-diciembre), y fueron 

sometidas a las mismas condiciones de manejo y nutrición para limitar los efectos 

ambientales sobre el patrón de expresión génica.  

IV-1.3 Grupo experimental 3 

En cuanto al estudio del transcriptoma de muestras del PT, HT, GP (manuscrito 

5) y sangre periférica (manuscrito 6) en machos con diferente actividad sexual, se

utilizaron 59 machos de raza Rasa Aragonesa con edades comprendidas entre 1,8 y 8,3 

años (3,7 ± 2,05 años), una CC media de 3,3 ± 0,3, PV medio de 81,5 ± 14,44 kg y un 

diámetro testicular máximo anteroposterior medio de 6,00 ± 0,58 cm. Estos machos eran 

los machos utilizados en las diferentes cubriciones a fecha de 1 de abril de 2019. Todos 

los machos tenían experiencia sexual previa, es decir, habían sido expuestos 

previamente a las ovejas durante la temporada de reproducción. 

IV-1.4 Grupo experimental 4 

El grupo experimental 4 se utilizó para el estudio de expresión génica 

diferencial en muestras de hígado del gen CYP7B1 con diferentes alelos en la región 

promotora (manuscrito 3). Para ello se utilizó un material animal que proviene de 

estudios previos, que tenían como objetivo el estudio del efecto del tiempo de 

suplementación con vitamina E o pastoreo con alfalfa sobre la vida útil de la carne, perfil 

de ácidos grasos y expresión de genes en músculo y grasa subcutánea en corderos de la 

raza Rasa Aragonesa (González-Calvo et al., 2017; Ripoll et al., 2013). Brevemente, el 

material animal utilizado estuvo constituido por 48 corderos machos de raza Rasa 

Aragonesa. Todos ellos procedían de una cubrición controlada de un rebaño de 120 

ovejas. La edad promedio de los corderos al inicio del estudio fue de 48,7 ± 0,21 días, 

momento en el que se destetaron y se inició la alimentación a base de pienso concentrado 

comercial (Control; 175 g proteína bruta (PB); 180 g fibra neutro detergente (FND); 45 

g fibra ácido detergente (FAD); 13,2 MJ energía metabolizable (EM) por kg de materia 

seca (MS) y 27 mg de acetato de dl-α-tocoferol por kg de concentrado). Posteriormente, 

este pienso concentrado fue reemplazado por otro pienso de las mismas características, 

pero enriquecido con vitamina E (VE concentrado; 179 g PB; 190 g FND; 52 g FAD; 

13,2 MJ EM por kg de MS y 480 mg de acetato de dl-α-tocoferol por kg de concentrado), 
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que les fue administrado durante diferente número de días, que variaban de 4 a 28 días 

antes del sacrificio (n = 36). Igualmente, hubo 12 animales que sólo recibieron el pienso 

control durante todo el periodo de cebo hasta el sacrificio. Los animales se pesaron 

semanalmente a primera hora de la mañana, además se tomó la CC. Cuando los corderos 

alcanzaron los 22-24 kg de PV, se sacrificaron en el matadero experimental que el CITA 

posee en Zaragoza siguiendo la normativa de la IGP del Ternasco de Aragón 

(Regulación (EC) Nº. 1107/96). Esta, exige que los animales deben alcanzar los 22-24 

kg de PV y tener menos de 90 días de edad. La edad y PV promedio al sacrificio fue de 

75,20 ± 1,84 días y 23 ± 0,24 kg, respectivamente. Los sacrificios fueron organizados 

semanalmente por grupos de animales según el peso final establecido. Tras el sacrificio 

se aislaron muestras de hígado, que fueron inmediatamente envueltas en papel de 

aluminio debidamente identificado e introducidas en nitrógeno líquido para, 

posteriormente, almacenarlas a -80º C hasta la extracción de ARN. 

IV-2 Fenotipos estudiados y medidas controladas 

IV-2.1 Estacionalidad reproductiva 

Para los estudios de asociación y GWAS (grupo experimental 1), los caracteres 

controlados fueron principalmente relacionados con la estacionalidad reproductiva en 

hembras de Rasa Aragonesa (manuscritos 1 y 2). Desde enero hasta septiembre se 

tomaron datos de PV y CC cada 3 semanas, así como una muestra de plasma sanguíneo 

para medir la concentración de P4 semanalmente usando el kit ELISA de RIDGEWAY 

(Ridgeway Science, St. Briavels, Gloucestershire, UK). La CC de las ovejas se estimó 

siguiendo las recomendaciones de Russel et al. (1969). Igualmente, durante todo el 

periodo se llevó a cabo la detección de celos en las hembras mediante machos 

vasectomizados provistos de arneses con pastillas marcadoras. El control de celos se 

llevó a cabo diariamente de forma que, tras la monta natural, se identificaban 

visualmente las ovejas que habían manifestado el celo con una marca de color en la 

grupa. Para no confundir las marcas de celo en el tiempo, se procedió al cambio de color 

del marcador de los arneses cada dos semanas, ya que los ciclos ovulatorios suceden 

aproximadamente cada 17 días. Los caracteres analizados fueron los fenotipos descritos 

por Martinez-Royo et al. (2017): número total de días de anestro (DTA); ciclicidad por 

progesterona (CiP4) y ciclicidad por celos (CiC). Brevemente, DTA serían los días 
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totales de anestro reproductivo para cada oveja, considerando como tales aquellos 

periodos con 3 o más medidas de P4 por debajo del umbral de actividad ovárica, situado 

en 0,5 ng/ml (Figura 8). CiP4 es el porcentaje de meses cíclicos por P4, considerando 

un mes cíclico para cada oveja aquel en el que al menos hay una medida de 

concentración de P4 superior al umbral de actividad ovárica. Por último, CiC 

corresponde al porcentaje de meses cíclicos por celos, considerando un mes cíclico para 

cada oveja aquel en el que ha mostrado al menos un celo (Figura 9). 

 

 

 

Figura 8. Perfiles de progesterona obtenidos en 4 ovejas. Los puntos rojos indican la 

detección de celo. La oveja A fue cíclica durante todo el estudio (días totales de anestro: 

DTA = 0). Las ovejas B (DTA = 77), C (DTA = 126) y D (DTA = 168) presentaron 

diferentes periodos de anestro durante el estudio. 
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Figura 9. Porcentaje de meses cíclicos mediante detección de celos (CiC). Las marcas 

de color simulan la detección de celo realizada mediante machos vasectomizados 

provistos de arneses con pastillas marcadoras. La oveja 1 presenta anestro estacional con 

un porcentaje de meses cíclicos de 0,625, mientras que la oveja 2 es cíclica durante todo 

el periodo de estudio. 

IV-2.2 Caracteres de crecimiento 

Como se ha indicado en el apartado III-3.1 de revisión bibliográfica, los 

caracteres de crecimiento están muy relacionados con la estacionalidad reproductiva. En 

este sentido se utilizó el grupo experimental 1, del que se disponían medidas cada 3 

semanas de CC y PV de enero a agosto durante dos años (2011 y 2012), para llevar a 

cabo un estudio GWAS sobre estos caracteres, así como con la TC (manuscrito 3). 

Los fenotipos corregidos usados para el GWAS se obtuvieron a partir de los 

datos de CC y PV recogidos a lo largo de los 2 años de los experimentos (ver apartado 

IV-4.1.1). Para el estudio de validación mediante expresión génica del gen CYP7B1 en 

muestras de hígado, se utilizó el grupo experimental 4 (apartado IV-1.4). 

IV-2.3 Fases de actividad ovárica en anestro reproductivo 

Para el estudio del transcriptoma en hembras adultas de Rasa Aragonesa (grupo 

experimental 2; manuscrito 4), se controló la actividad ovárica en 50 ovejas del rebaño 

del CITA. Dicho control se llevó a cabo midiendo los niveles de P4 en sangre periférica 

mediante el test ELISA descrito anteriormente (Ridgeway Science, St. Briavels, 

Gloucestershire, UK), para seleccionar las ovejas a sacrificar en función de su fase 

ovárica. Siguiendo el protocolo de Thimonier (2000), se tomaron un total de cinco 
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muestras de sangre dos veces por semana (con 3-4 días de intervalo). La última toma se 

realizó 2 días antes del sacrificio, durante la segunda quincena de abril. En función del 

perfil de P4 y siguiendo los criterios de Teyssier et al. (2011) se seleccionaron 30 ovejas 

que estaban en diferentes fases de actividad ovárica. Para ello se consideró que una oveja 

estaba en AR cuando los niveles de P4 durante las 5 tomas se situaban por debajo del 

umbral de actividad ovárica (0,5 ng/ml). Se consideró que una oveja estaba en la fase F 

en el momento del sacrificio cuando la última muestra estaba por debajo del umbral de 

actividad ovárica y era precedida por muestras por encima del umbral, o cuando la última 

muestra estaba por encima del umbral y la penúltima muestra tenía una concentración 

de P4 de al menos 1,3 veces más alta. Se considera que una oveja estaba en fase L cuando 

las dos últimas muestras estaban por encima del umbral de actividad ovárica, siendo la 

última superior a la anterior, y ambas precedidas por lo menos por una muestra con 

concentración de P4 por debajo del umbral. 

Las ovejas se sacrificaron con sobredosis de pentotal sódico. Tras el sacrificio, 

se confirmó la fase del ciclo ovárico en la que se encontraba el animal mediante 

observación ovárica. Tres y 4 ovejas consideradas en AR y fase F, respectivamente, 

según los niveles de P4, mostraron ovulaciones recientes tras la disección del ovario. 

Igualmente, en una oveja en AR se sospechó de hidrosálpinx. Finalmente, en una oveja 

considerada en fase L, el cuerpo lúteo maduro estaba acompañado de un quiste ovárico. 

Todas estas ovejas no fueron consideradas para el estudio RNA-Seq. Las ovejas 

consideradas en AR incluidas en este estudio no tenían ni cuerpos luteos ni tampoco 

estos mismos en regresión (corpora albicantia) en la superficie de los ovarios (n = 7). 

En las ovejas consideradas en fase F incluidas en este estudio encontramos corpora 

albicantia y ningún cuerpo lúteo en la superficie ovárica, junto con folículos pequeños 

(3-5 mm) en todas las ovejas (n = 7), y folículos grandes (> 5 mm) en todas las ovejas 

menos en una. Las ovejas consideradas en fase L para este estudio tenían al menos un 

ovario con al menos un cuerpo lúteo maduro (> 7 d; n = 7). 

En total, se seleccionaron 21 ovejas, 7 por cada estado reproductivo (AR, F y L). 

Las muestras de los tejidos HT (n = 21), y PT de la pituitaria (n = 21) se diseccionaron, 

fueron inmediatamente envueltas en papel de aluminio debidamente identificadas e 

introducidas en nitrógeno líquido para, posteriormente, almacenarlas a -80º C hasta la 

extracción de ARN. 
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IV-2.4 Actividad sexual en machos 

El comportamiento sexual de los moruecos se determinó mediante un test de 

aprisco en todos los machos adultos del CITA (n = 59) (grupo experimental 3; 

manuscritos 5 y 6). Este primer test de aprisco se llevó a cabo en mayo, durante el anestro 

estacional. Antes del comienzo de los test de capacidad de cubrición, los machos se 

sometieron a una fase previa de aclimatación para que se adaptaran a las condiciones de 

la experiencia (Kilgour, 1985), basada en exponer a cada macho durante 10 minutos a 

dos ovejas que no presentaban signos de celo en el lugar donde posteriormente se iban 

a realizar los test. La prueba consistió en introducir a cada macho durante 20 minutos en 

un apartado de 3x3 m con 2 ovejas adultas en celo sincronizadas (esponjas vaginales de 

30 mg de acetato de fluorogestona 14 días + 480 UI de eCG en el momento de su 

retirada) y con libertad de movimiento. Los test se iniciaron 42 horas después de la 

retirada de las esponjas. Se registró el número de montas (incorporaciones sobre la grupa 

de la oveja) y de cubriciones (montas con eyaculación, observadas mediante la ejecución 

de un “golpe de riñón”) realizadas durante el test de aprisco (Mozo, 2015; Mozo et al., 

2013). El fenotipo utilizado para evaluar la actividad sexual de los moruecos fue la suma 

de montas y cubriciones. Además, se categorizo el fenotipo de estos animales en activos 

(A; al menos 1 monta + cubrición) o no activos (NA; 0 montas + cubriciones). El día 

anterior, se tomaron tres tomas seriadas de sangre separadas por una hora en tubos de 

heparina litio para medir testosterona mediante radioinmunoanálisis (RIA) (Hochereau-

De Reviers et al., 1990). Dicho análisis, se llevó a cabo en el Laboratoire Phénotypage-

Endocrinologie, INRAE. Se utilizó este protocolo de muestreo considerando que el valor 

medio de las tres muestras es una estimación fiable de la concentración de testosterona 

de cada animal, ya que se sabe que se producen grandes variaciones en los niveles de 

testosterona en sangre periférica en periodos cortos debido a la naturaleza pulsátil de la 

secreción de testosterona en los moruecos (Santiago-Moreno et al., 2005). También, se 

midieron al inicio del experimento la CC (3,3 ± 0,3) y PV (81,5 ± 14,44 kg), así como 

el diámetro testicular medio (6,00 ± 0,58 cm). Este último se calculó como la media 

entre los diámetros antero-posteriores máximos de ambos testículos menos el grosor 

correspondiente al pliegue cutáneo de esa zona, medidos con un calibre. Posteriormente, 

se realizó un segundo test de capacidad de cubrición, quince días después de la primera 

prueba, en un grupo de machos con edad y CC similares (n = 21), seleccionados 
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mediante un modelo de regresión basado en árboles de decisión (ver apartado IV-4.2.1). 

Como en el primer test de aprisco, se midieron la CC (3,4 ± 0,3) y el PV (84,1 ± 10,5 

kg), así como el diámetro testicular medio (6,61 ± 0,54 cm). También se tomaron tres 

muestras de sangre seriadas con una hora de intervalo para medir la testosterona. 

Finalmente, los animales de este grupo también se clasificaron como A (9,0 ± 7,5, media 

de montas más cubriciones ± desviación estándar; n = 11) o NA (sin montas ni 

cubriciones; n = 10). Este segundo test de aprisco se realizó para confirmar que los 

machos seguían A o NA, llevándose a cabo el día anterior al sacrificio. Finalmente, se 

seleccionaron 6 animales de cada grupo que fueron sacrificados con sobredosis de 

pentotal sódico, e inmediatamente, tras el sacrificio se procedió a la extracción del 

cerebro y disección del PT, HT y GP, tejidos clave en la activación sexual de los machos. 

Las muestras fueron inmediatamente envueltas en papel de aluminio debidamente 

identificadas e introducidas en nitrógeno líquido para, posteriormente, almacenarlas a -

80ºC hasta la extracción de ARN.  

Igualmente, se tomó una muestra de sangre en tubos Tempus (Applied 

Biosystems, Fisher, Madrid, España), que se utilizan para la estabilización y extracción 

del ARN total de sangre. Cuando la sangre (3 ml) se extrae en el tubo y se mezcla con 

el reactivo de los tubos Tempus (6 ml), la lisis se produce casi inmediatamente. El 

reactivo de estabilización desactiva las ribonucleasas (ARNasas) y precipita de forma 

selectiva el ARN y el ADN genómico mientras que las proteínas permanecen en la 

solución. Tras la extracción de sangre, se agitaron los tubos con fuerza para producir la 

lisis y se mantuvieron durante 2 horas a temperatura ambiente, para posteriormente 

congelar los tubos a -80ºC, hasta proceder a la extracción del ARN. Las muestras se 

tomaron los días del primer test de aprisco (n = 59) a todos los moruecos, y el día del 

sacrificio tras el segundo test de aprisco a los 12 moruecos en los que se estudió el 

transcriptoma (n = 12). 
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IV-3 Análisis de laboratorio 

IV-3.1 Estudios de asociación 

IV-3.1.1 Extracción de ADN 

Para la extracción de ADN en muestras sanguíneas, se utilizó el Kit SpeedTools 

DNA Extraction (Biotools, Madrid, España), siguiendo los protocolos del fabricante 

(manuscritos 1, 2 y 3). La concentración y presencia de contaminantes del ADN se 

determinó con el nanoespectrofotómetro (Implen, Fisher, Madrid, España) mediante la 

cuantificación de la densidad óptica a 260 y 280 nanómetros. La presencia de proteínas 

y otros inhibidores se estimó a partir de los ratios de absorbancia 260/280 y 260/230, 

considerando valores aceptables de [1,8 ± 0,2]. Igualmente, la concentración de ADN se 

estimó mediante el sistema fluorométrico Qubit 4 (Fisher, Madrid, España). 

IV-3.1.2 Análisis de asociación de genoma completo mediante chips de SNPs 

Se utilizaron los chips de media (OvineSNP50 Infinium Beadchip de 50K) y alta 

densidad (AgResearch Sheep HD beadchip de 600K) de Illumina. El chip OvineSNP50 

Infinium Beadchip de 50K tiene 54.241 SNPs distribuidos por todo el genoma con una 

distancia media entre SNPs de 46 kb, mientras que el AgResearch Sheep HD beadchip 

de 600K tiene 606.006 SNPs. Los servicios de genotipado de SNPs con el chip de media 

y alta densidad fueron proporcionados por el Centro Nacional de Genotipado (CEGEN-

ISCIII) (https://www.usc.es/cegen/) y la empresa Xenetica Fontao 

(https://www.xeneticafontao.com/), respectivamente (manuscritos 2 y 3). Para ello, se 

les envío 1 g de ADN genómico. 

IV-3.1.3 Búsqueda de polimorfismos y genotipado en los genes candidatos para los 

estudios de asociación con los fenotipos analizados 

IV-3.1.3.1 Búsqueda de polimorfismos 

Para la búsqueda de polimorfismos en el gen LEPR asociados con la 

estacionalidad reproductiva (manuscrito 1), se seleccionaron 33 animales extremos del 

total de 239 ovejas para cada uno de los caracteres DTA (bajos valores de DTA = 0 

días, n = 15; altos valores de DTA: 149,3 ± 22,3 días, n = 18) y CiC (bajos valores de 

CiC: 0,24 ± 0,12, n = 18; altos valores de CiC: 0,88 ± 0,09, n = 15) del grupo 

experimental 1.  
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El gen LEPR está localizado en el cromosoma OAR1, con un tamaño de 

aproximadamente 99 kb con 20 exones (GenBank acc. nº NC_019458). Se 

secuenciaron mediante SANGER los exones 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 16, 17 y 20 

del gen LEPR (manuscrito 1). Estos exones se seleccionaron por tener polimorfismos 

no sinónimos en la base de datos Ensembl Variation (https://www.ensembl.org/info/

genome/variation/index.html) en la versión Oar 3.1 del genoma ovino. 

Por otra parte, se eligieron los genes candidatos CD226 y NPY (manuscrito 2) 

para validar los resultados de GWAS sobre los caracteres de la estacionalidad 

reproductiva. Como en el caso del gen LEPR, para la búsqueda de polimorfismos 

responsables de parte de la varianza aditiva de los caracteres reproductivos, se 

seleccionaron 18 ovejas con valores extremos e intermedios de DTA (DTA baja: 0 días, 

n = 6; DTA intermedio: 56 ± 19,8 días, n = 6; DTA alta: 142,3 ± 15,7 días, n = 6). Los 

genes CD226 y NPY presentan 6 y 4 exones y un tamaño de 100,7 y 6,8 kb, 

respectivamente. Del gen NPY se amplificaron y secuenciaron mediante SANGER todos 

los exones, mientras que del gen CD226 se eligieron 4 exones (del 1 al 4). La selección 

de estos exones se realizó de la misma forma que en el caso del gen LEPR. 

Finalmente, para validar los resultados de los estudios GWAS y caracteres de 

crecimiento, se aisló parcialmente el gen CYP7B1 (manuscrito 3) con el objetivo de 

aislar polimorfismos responsables de la variabilidad de los caracteres. En este caso se 

seleccionaron 13 ovejas con diferentes genotipos para el SNP rs425509273 (5 CC, 5 CT 

y 3 TT), y con diferentes fenotipos para el carácter TC. Este SNP resultó estar asociado 

a la TC con significación genómica en los estudios GWAS. El gen CYP7B1 se localiza 

en el cromosoma OAR9, con una longitud de aproximadamente 173,7 kb con 6 exones 

(GenBank acc. Number NC_056062). Los cebadores diseñados a partir de las secuencias 

NC_056062 y XM_004011703 se utilizaron para amplificar la región 5'UTR y la región 

codificante (exones 1-6), además de aislar parcialmente las regiones promotora y 3'UTR. 

Los cebadores se diseñaron mediante el programa informático Primer3 

(https://primer3.ut.ee/). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo siguiendo un 

protocolo estándar en un volumen de 25 µl. Los cebadores, las condiciones de 

amplificación y el tamaño de amplificación para cada gen están descritos en cada uno 

de los manuscritos.  
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La visualización de los productos generados por PCR se realizó mediante 

electroforesis en geles de agarosa al porcentaje adecuado para el tamaño de ADN 

amplificado en tampón TBE (Tris-Bórico 0,045mM, EDTA 1mM) teñidos con SYBR 

Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Para comprobar el tamaño de los productos 

amplificados se utilizó marcador de talla de 1 kb y de 100 pb (Biotools, Madrid, España). 

La visualización de los fragmentos se realizó en un analizador de imágenes BioRAD 

modelo Gel Doc XR+ equipado con una pantalla de conversión Xcita Blue y con el 

software ImageLab vs. 4.0 (Sumalsa, Zaragoza, España). La purificación de los 

fragmentos de PCR se realizó mediante el kit comercial Favorprep GEL/PCR 

purification Minikit (FAVORGEN, IBIAN, Zaragoza, España), conforme a las 

instrucciones del fabricante. Posteriormente a la purificación de los fragmentos de 

interés, las muestras fueron preparadas y enviadas según las especificaciones del 

servicio de secuenciación automática SANGER de STABVIDA (Caparica, Portugal), y 

secuenciadas en ambos sentidos utilizando un secuenciador ABI 3730XL (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Una vez recibidos los cromatogramas, se 

analizaron las secuencias nucleotídicas con los programas bioinformáticos Bioedit 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html) y CLUSTAL Omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Los estudios de homología se llevaron a 

cabo mediante el programa BLAST del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), 

mientras que la predicción del impacto de la sustitución aminoacídica fue llevada a cabo 

mediante los softwares PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) y Variant 

Effect Predictor (VEP: http://www.ensembl.org/Ovisaries/Tools/VEP?db=core). Para el 

análisis de la modificación de posibles sitios de unión para factores de transcripción, se 

utilizó el programa Alibaba 2.1 (http://gene-regulation.com/pub/programs/alibaba2/). 

La localización de los SNPs se determinó a partir de la versión del genoma de Ovis aries 

Oar_v3.1 (GCA_000298735.1) para los genes LEPR, CD226 y NPY. Mientras que para 

el gen CYP7B1, la localización de los SNPs se determinó a partir del genoma 

Rambouillet v1.0 (GCA_002742125.1).  

IV-3.1.3.2 Genotipado de los polimorfismos en los genes candidatos 

Los polimorfismos de los genes LEPR, y CD226 se genotiparon mediante KASP 

(del inglés “Kompetitive Allele Specific PCR”). KASP es una PCR competitiva 

específica de alelo que se lleva a cabo en un termociclador a tiempo real, y permite la 
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identificación de SNP y de inserciones y deleciones (indels) en loci específicos. En 

resumen, la técnica se basa en la extensión de cebador específico de alelo y la liberación 

de una fluorescencia al hibridar los cebadores, que será posteriormente detectada por el 

sistema óptico del termociclador a tiempo real. En esta Tesis Doctoral, la discriminación 

alélica mediante la tecnología KASP se llevó a cabo en el termociclador a tiempo real 

Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, Madrid, España). Los cebadores para KASP fueron 

diseñados por LGC Genomics, proveedor de los ensayos KASP, mediante el envío de 

las secuencias flanqueantes al SNP (LCG Genomics, Beverly, MA, USA). La 

amplificación se realizó en placas de 96 micropocillos en un volumen final de 10 μl, 

conteniendo: 1 μl de ADN (50-100 ng), 5 μl de la mezcla de reacción KASP V4.0 2x 

con ROX estándar (LCG Genomics, Beverly, MA, USA), 0,14 μl de la mezcla de 

cebadores optimizada para la discriminación alélica (KASP-by-Design assay mix; LGC 

Genomics, Beverly, MA, USA), y 3,86 µL de agua libre de nucleasas. Las condiciones 

de amplificación fueron: una fase de activación a 94ºC durante 15 minutos; 10 ciclos de 

desnaturalización a 94ºC durante 20 segundos de hibridación y elongación a 57 y 61ºC 

según el SNP (con una bajada de 0,6 ºC por ciclo); 20 ciclos de desnaturalización durante 

20 segundos a 94ºC e hibridación y elongación a 55ºC durante 1 minuto; y, finalmente, 

un ciclo a 30ºC durante 1 minuto. Finalmente, se hace una lectura de la fluorescencia a 

tiempo final tras este ciclo para obtener los genotipos Las temperaturas de hibridación 

específicas para cada uno de los SNPs se pueden consultar en los manuscritos 1 y 2. En 

todos los ensayos KASP se incluyeron controles negativos (sin ADN), y controles 

positivos de animales de genotipos conocidos previamente mediante secuenciación 

SANGER. En total se han analizado 8 SNPs mediante KASP: 6 y 2 SNPs no sinónimos 

en los genes LEPR y CD226, respectivamente (Tabla 1). Se diseñaron sondas para 

genotipar los 2 SNPs (OAR4: g.71593018G > T, y rs594346709) del gen NPY, pero 

fallaron. Por lo tanto, los dos SNPs silentes localizados en el exón 2 del gen NPY fueron 

genotipados por secuenciación SANGER, con los mismos cebadores y condiciones 

utilizadas para la búsqueda de polimorfismos (manuscrito 2) (Tabla 1). 

Los polimorfismos detectados en la región 5' del gen CYP7B1 fueron 

genotipados también mediante secuenciación SANGER en los 225 y 48 animales de los 

estudios GWAS (grupo experimental 1) y de validación funcional (grupo experimental 

4), respectivamente. Para ello, se diseñaron dos cebadores (5′- 
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GCTCATGTCTTCCGCTGTC -3′; 5′- AAATCTCAGCCCCTTCCCC -3′), que 

amplificaban un fragmento de 360 pb. Mediante la secuenciación de este fragmento se 

genotiparon 5 polimorfismos (Tabla 1). Las condiciones de PCR están descritas en el 

manuscrito 3. La purificación y secuenciación están descritas en el apartado anterior. 

IV-3.2 Estudios de expresión génica 

IV-3.2.1 Extracción de ARN y secuenciación masiva del transcriptoma 

El ARN total se extrajo de muestras de tejido (HT, PT, GP e hígado) utilizando 

el mini kit RNeasy Lipid Tissue (QIAGEN, Madrid, España), siguiendo las 

instrucciones del fabricante (manuscritos 3, 4 y 5). Para la extracción del ARN total de 

sangre periférica, se utilizó el kit TempusTM Spin RNA Isolation Reagent (Applied 

Biosystems, Fisher, Madrid, España) siguiendo las instrucciones del fabricante 

(manuscrito 6). Previamente, el tejido (HT, PT, GP e hígado) se disgregó y homogenizó 

utilizando el homogenizador OMNITIP (Grupo Taper, Madrid, España). El ARN 

extraído se congeló a -80ºC hasta la síntesis de cDNA. Como en el caso del ADN, la 

presencia de proteínas y otros inhibidores se estimó a partir de los ratios de absorbancia 

260/280 y 260/230 considerando valores aceptables de [1,8 ± 0,2]. Igualmente, la 

concentración del ARN se estimó mediante el sistema fluorométrico Qubit 4, mientras 

que la integridad del ARN (RIN por sus siglas en inglés RNA Integrity Number) se 

comprobó mediante un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, 

CA, EE.UU.) utilizando el chip RNA 6000 Nano LabChip. Para la construcción de las 

librerías, sólo se consideraron las muestras con un RIN > 7. La secuenciación se llevó a 

cabo en el Centro de Regulación Genómica que forma parte del Centro Nacional de 

Análisis Genómico (CNAG-CRG; https://www.cnag.crg.eu/). 

IV-3.2.2 Síntesis de ADN complementario (cDNA) 

En primer lugar, tratamos el ARN total (1 µg) de cada muestra con DNAsa 

(Invitrogen, Fisher, Madrid, España) para evitar la posible amplificación de ADN 

genómico. La síntesis de cDNA se llevó a cabo utilizando el kit SuperScript III Reverse 

Transriptase (Invitrogen, Fisher, Madrid, España), siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. 
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IV-3.2.3 PCR en tiempo real 

La caracterización funcional de los polimorfismos localizados en la región 

promotora del gen CYP7B1 en muestras de hígado se hizo mediante qPCR (manuscrito 

3). Para normalizar los resultados, se utilizaron tres genes candidatos de referencia 

(HKs: housekeeping; GUSB, RPL37, y RPL19).  

Por otra parte, con el fin de confirmar y validar la expresión diferencial de los 

genes detectados mediante el análisis masivo del transcriptoma (RNA-Seq), se utilizaron 

GDEs entre tratamientos en cada uno de los modelos animales utilizados: 

- En hembras de Rasa Aragonesa en diferente fase ovárica (F, L o 

AR): ASPH, CAVIN3, CTGF, FBN3, HTR2B, ITPR3, LTA4H, MYLK, PTGIS y 

WFDC1 en HT; y DDC, ITLN, MRPL57, PCDH15 y PLCXD2 en PT 

(manuscrito 4).  

- En machos de raza Rasa Aragonesa con diferente capacidad de 

cubrición: AVP, CGA, PRL_HT y GABRD en HT; CRABP1, GNG8, NPY y 

PRL_PG en GP (manuscrito 5); e inhibidor de la acrosina 1, CRYL1 y SORCS2 

en sangre periférica (manuscrito 6). 

Además, en las hembras, seleccionamos un conjunto de cinco genes HKs 

(RPL19, RPL27, RPL32, B2M y GAPDH) utilizados habitualmente como genes de 

referencia en los estudios de expresión cerebral (manuscrito 4). En el caso de los 

machos, los resultados de los GDEs en tejidos cerebrales se normalizaron con los genes 

de referencia más estables en los estudios con estos tejidos en hembras: RPL19 y RPL32 

para HT y GP. En el caso de la sangre, se utilizaron los HKs B2M, GAPDH y RPL32. 

Los cebadores se diseñaron utilizando el programa Primer3 vs. 4.0 

(http://primer3.ut.ee/). Cuando era posible, los cebadores se diseñaban en la unión exón- 

exón, o en exones diferentes con el fin de poder evitar la amplificación de ADN 

genómico. Una vez identificada la secuencia ovina de los genes a analizar mediante 

qPCR. Los cebadores de los genes de interés (CYP7B1 y GDE en los estudios 

transcriptómicos) y de expresión constitutiva (HKs), el tamaño de amplicón y las 

condiciones de la PCR a tiempo real están descritos en los manuscritos 3, 4, 5 y 6. 
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Previo a la cuantificación mediante PCR a tiempo real, los productos de 

amplificación se secuenciaron mediante SANGER, con el fin de verificar la correcta 

amplificación de los genes a estudiar mediante PCR convencional y condiciones 

estándar. Las muestras fueron purificadas mediante el kit comercial Favorprep 

GEL/PCR purification Minikit, siguiendo las especificaciones de preparación y envío 

indicadas por el Servicio de Secuenciación Automática de STABVIDA. 

Para cuantificar la expresión de los genes de interés se utilizó el termociclador 

Applied BioSystems 7500 (Applied Biosystems, Fisher, Madrid, España) y placas de 96 

micropocillos para qPCR selladas con film adhesivo para qPCR. La cuantificación se 

realizó utilizando cebadores específicos para cada gen y el fluoróforo SYBR green. 

Previamente a la cuantificación, se estudió la eficiencia de la amplificación mediante la 

realización de una curva estándar, construida a partir de seis diluciones seriadas 1, 1/10, 

1/100, 1/1000 y 1/10000, 1/100000, a partir de un stock de cDNA, formado por 3 µl de 

cada uno de los cDNAs extraídos de cada tejido. La eficiencia de amplificación de todos 

los genes se ha calculado a partir de la fórmula E = [10(-1/ slope)], siendo “slope” la 

pendiente obtenida. La optimización de la concentración de los cebadores se ha 

realizado mediante la matriz de cebadores. 

Cada muestra ha sido analizada por triplicado para cada gen de interés y HKs, 

cada una en un volumen final de 10 μl, conteniendo 1 μl de cDNA, 5 μl de mezcla de 

SYBR Green Master Mix: SYBR Premix Ex Taq II (Tli RNase H Plus, Takara, Demlab, 

Zaragoza, España), la concentración correspondiente de cada pareja de cebadores y un 

volumen de agua DEPC (dietilpirocarbonato, libre de ribonucleasas) hasta 10 μl. Las 

condiciones de amplificación están descritas en los diferentes manuscritos. En cada 

experimento se incluyó un control negativo indicador de posible contaminación. 

También se han incluido dos muestras comunes para cada gen y placa, que nos han 

servido para conectar placas para cada gen y evaluar el efecto placa en el modelo 

experimental. Las muestras y controles negativos se han colocado en diferentes 

posiciones en la placa para evitar posibles errores sistemáticos. La especificidad de la 

reacción de la PCR se ha verificado mediante la curva de disociación, la temperatura de 

disociación y el tamaño de producto amplificado para cada gen. La estabilidad de la 

expresión génica se determinó mediante NormFinder (Andersen et al., 2004) y los 
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resultados de la PCR a tiempo real se han normalizado con los genes de referencia HKs 

más estables. 

Finalmente, se han estimado las variaciones de expresión relativa normalizada 

entre los diferentes grupos en ciclos de amplificación o (“Cq”), y se expresarán en n- 

veces de cambio de expresión (en inglés fold- change: “FC”) entre dichos grupos. 

IV-4 Análisis bioinformáticos y estadísticos 

IV-4.1 Estudios de asociación 

IV-4.1.1 Estimación del fenotipo corregido para los caracteres de crecimiento 

Para los estudios de asociación se utilizaron como fenotipos los datos brutos sin 

corregir para los caracteres reproductivos, y la estimación de un valor corregido en 

función de los efectos conocidos para los fenotipos de crecimiento. Los fenotipos 

corregidos usados para el GWAS con los caracteres de crecimiento se obtuvieron a partir 

de los datos de CC y PV recogidos a lo largo de los 2 años de los experimentos. En total, 

se registraron 4.172 datos de CC y PV pertenecientes a las 225 ovejas. Los fenotipos 

corregidos se estimaron mediante un análisis de regresión lineal mixta con BLUPF90 

(Misztal et al., 2018). El tercer fenotipo, la TC, se estimó mediante un análisis de 

regresión lineal con el programa informático estadístico R v3.5.1 (R Core Team, 2020), 

considerando el PV de las ovejas como variable dependiente y su edad como variable 

independiente. Las estimaciones individuales de la pendiente obtenidas fueron el 

fenotipo estimado por la TC (kg/día),  

IV-4.1.2 GWAS 

Para la detección de regiones genómicas y/o genes asociados a la estacionalidad 

reproductiva (manuscrito 2) y a los caracteres de crecimiento (manuscrito 3), se 

realizaron estudios GWAS incluyendo animales genotipados con el chip de 50K 

(Illumina OvineSNP50 BeadChip) y otros con el chip de 600K (Illumina AgResearch 

Sheep HD Beadchip de 600 K) diseñado por el Consorcio Internacional del Genoma 

Ovino. En la presente Tesis Doctoral, todo el flujo de análisis de los datos de genotipado 

para la edición y filtrado de calidad de los datos se realizó con el software PLINK 1.9 

(Chang et al., 2015), eliminando aquellos SNPs que no cumplieran las siguientes 

condiciones: SNPs con una frecuencia del alelo menos frecuente (MAF) < 0,01; SNPs 



Material y métodos 

67 

que no estuviesen en equilibrio de Hardy – Weinberg (P < 0,001); SNPs con una 

frecuencia de individuos genotipados < 0,97; SNPs sin localización cromosómica en el 

genoma ovino; SNPs duplicados. Se eliminaron todos los animales con un porcentaje de 

SNPs genotipados inferior al 90%. A continuación, los dos conjuntos de datos, 

provenientes de los dos chips, se fusionaron con PLINK 1.9. El proceso de imputación 

de los genotipos del chip de alta densidad ausentes en los animales de la población 

genotipada con el chip de 50K se realizó con el programa Beagle 4.0 (Browning y 

Browning, 2007). Se llevó a cabo un análisis de escalamiento multidimensional (MDS) 

para conocer la posible estructuración de la población con el software PLINK 1.9. Se 

calcularon las distancias de identidad por estado (IBS) entre pares de individuos 

utilizando los SNPs que presentaron un DL entre SNPs inferior a 0,2 (r2<0,2), con un 

tamaño de ventana de 50 SNPs, y avanzando 10 SNPs en cada interacción. Finalmente, 

se representó gráficamente el componente 1 frente al componente 2 en función de estos 

coeficientes. Igualmente, se llevó a cabo un análisis cluster aplicando una prueba de 

concordancia poblacional aplicando la opción -ppc.  

Para la detección de regiones genómicas asociadas a los caracteres estudiados, 

se realizó un análisis GWAS con el programa GCTA (Genome-wide Complex Trait 

Analysis) (Yang et al., 2011) usando un modelo lineal mixto (MLMA) y con el MLMA-

LOCO (leaving-one-chromosome-out; en el cuál dejan un cromosoma fuera del análisis 

al azar), incluyendo la edad y los clusters al que pertenecen los animales como 

covariable discreta, y la CC y PV como covariables cuantitativas en el caso del GWAS 

con fenotipos de estacionalidad reproductiva (manuscrito 2). En el caso del GWAS para 

los caracteres de crecimiento, se utilizaron fenotipos corregidos por las variables 

conocidas para el GWAS (ver apartado IV-4.1.1) (manuscrito 3). La matriz de relaciones 

genómicas (GRM, del inglés Genomic Relationship Matrix) estimada se incluyó en el 

análisis del modelo mixto para corregir el efecto de la posible subestructura de la 

población. Finalmente, los SNPs significativos fueron elegidos en base al valor P 

obtenido, utilizando la corrección de Bonferroni y de Benjamini-Hochberg (Benjamini 

y Hochberg, 1995) para comparaciones múltiples a nivel genómico. La significación de 

la asociación a nivel cromosómico también se evaluó utilizando un umbral del 10% 

(FDR = 0,1) (Hochberg, 2015). Para controlar el número de falsos positivos, se 

calcularon los factores de inflación genómica en el software R v3.5.1 (R Core Team, 
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2020) para cada carácter y GWAS. El factor de inflación genómica se estimó como la 

mediana χ2 observada dividida por la mediana χ2 esperada. La visualización de los datos 

de asociación en gráficos Manhattan y gráficos cuantil-cuantil se realizó utilizando el 

software SNPEVG (Wang et al., 2012). La anotación de genes en las regiones 

significativas (SNPs significativos para el GWAS), considerando un intervalo de 0,50 

Mb y situando el SNP significativo en la posición media del intervalo, se realizó 

utilizando el ensamblaje del genoma ovino Oar_v3.1 basado en la versión 81 de Ensembl 

para los caracteres de estacionalidad reproductiva, y Oar_rambouillet 1.0 basado en la 

versión 101 de Ensembl para los caracteres de crecimiento. Como se ha descrito en el 

apartado IV-3.1.3, se seleccionaron los genes CD226, NPY y CYP7B1 para validar los 

resultados de GWAS, por su localización en este intervalo y su función.  

IV-4.1.3 Estudios de asociación de SNP con genes candidatos 

Como se ha indicado en el apartado IV-3.1.3.2, para los estudios de asociación 

del gen LEPR, y la validación de los resultados de GWAS en los genes CD226, NPY y 

CYP7B1, se llevó a cabo el genotipado con KASP y secuenciación SANGER de los 

polimorfismos indicados en la Tabla 1. Las heterocigosidades observadas y esperadas, 

la frecuencia alélica menor (MAF) de cada SNP, así como el análisis del DL, se llevaron 

a cabo mediante el programa Haploview v4.2 (Barrett et al., 2005). Los estudios de 

asociación estadística entre los SNPs y los fenotipos en cuestión, se realizaron 

ajustando un modelo lineal mediante el paquete Rcmdr del programa informático R 

(Fox et al., 2020) incluyendo diferentes efectos fijos y covariables:  

- LEPR: genotipo, edad, la interacción de la edad y el genotipo 

como efectos fijos, y el PV y CC como covariables (n = 239). 

- CD226 y NPY: genotipo, edad y el genotipo como efectos fijos, y 

el PV y CC como covariables (n = 265). 

- CYP7B1: el genotipo y el cluster al que pertenece el animal como 

efectos fijos (n = 205). 

Finalmente, se estimaron las medias mínimo-cuadráticas (LSMeans) y error 

estándar de cada genotipo y SNP para cada fenotipo estudiado. Se utilizó el test de 

Bonferroni de comparaciones múltiples para comparar entre las LSMeans. Todos los 

polimorfismos de cada gen se analizaron independientemente con el mismo modelo 
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estadístico. Igualmente, y con el objetivo de estudiar la posible interacción entre los 

SNPs rs403212791 (MTNR1A; SNP asociado previamente a la estacionalidad 

reproductiva en Rasa Aragonesa; Calvo et al., 2018), rs403578195 (LEPR) y 

rs404360094 (CD226), se ha realizado un estudio de asociación para los fenotipos DTA 

y CiC, que incluyen como efectos fijos los genotipos de los tres SNPs conjuntamente, y 

como covariables la edad, PV y CC. Se llevaron a cabo varios modelos en el que se 

incluyeron adicionalmente como efectos fijos la interacción entre los genotipos de los 3 

SNPs, así como interacciones por pares de SNPs. El análisis se llevó a cabo con el 

paquete Rcmdr ajustando un modelo lineal en 263 ovejas con genotipos para los 3 SNPs. 

IV-4.1.4 Estudios de asociación haplotípica 

Con el objetivo de confirmar los análisis de asociación y detectar otras posibles 

asociaciones que los análisis de SNPs individualmente no pudiesen capturar, se llevó a 

cabo un análisis de asociación haplotípica. Para predecir los bloques haplotípicos, se 

utilizó el programa Haploview utilizando el algoritmo basado en los 4 gametos (Barrett 

et al., 2005). Se utilizó el algoritmo de maximización de expectativas (E-M) para asignar 

los diferentes alelos de los SNPs a haplotipos individuales con PLINK1.9 (Purcell et al., 

2007). Se descartaron aquellos diplotipos con una probabilidad posterior de predicción 

inferior a 0,7. Los estudios de asociación haplotípicas se realizaron utilizando el paquete 

Rcmdr ajustando un modelo lineal similar al utilizado para los estudios de asociación de 

SNP, pero incluyendo el efecto haplotipo (H; diplotipo) en lugar del efecto SNP 

(genotipo). El número de copias de cada haplotipo para cada animal se codificó como 

0, 1 o 2 copias. Aquellos haplotipos con una frecuencia <1% no se incluyeron en el 

análisis. Como en el caso anterior, se estimaron las LSMeans y error estándar para cada 

haplotipo y fenotipo estudiado, utilizando la corrección de Bonferroni. 

IV-4.2 Estudios del transcriptoma 

IV-4.2.1 Caracterización de los diferentes grupos de comparación para el análisis 

transcriptómico 

La caracterización de los diferentes fenotipos de fase ovárica en las hembras, y 

el establecimiento de los grupos de comparación se describen en el apartado IV-2.3 y 

manuscrito 4. 
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En el caso de los fenotipos de actividad sexual en los machos, el fenotipo de 

concentración plasmática de testosterona se analizó ajustando un modelo mixto 

mediante el paquete estadístico SAS v. 9.3 (SAS Institute, Cary NC, EE.UU.) 

incluyendo la edad, la CC, el PV, el diámetro testicular y la actividad sexual (suma de 

montas y cubriciones) como covariables, y el macho como efecto aleatorio. Se realizó 

un segundo modelo que incluía la actividad sexual como efecto fijo. En este caso, se 

definieron dos niveles para este factor: NA, sin ningún monta ni cubrición; y A, con al 

menos una monta o cubrición. El fenotipo de actividad sexual también se analizó 

ajustando un modelo de análisis de varianza utilizando la función "proc glm" de SAS e 

incluyendo como covariables la edad, la CC, el PV, el diámetro testicular y el contenido 

de testosterona. La concentración plasmática de testosterona y los fenotipos de actividad 

sexual también se analizaron transformando las variables continuas en categóricas, 

utilizando los cuantiles de las variables continuas.  

Por último, se ejecutó un modelo de regresión basado en árboles de decisión para 

el fenotipo actividad sexual utilizando el "paquete Party" en R (Hothorn et al., 2006). 

Las variables analizadas fueron: PV, CC, edad, testosterona media, y peso testicular 

medio. Los animales se clasificaron en 3 nodos finales en función de la edad y CC, que 

fueron las variables significativas. Debido a la posible influencia de la edad y la CC en 

el fenotipo capacidad de cubrición, se eligieron animales pertenecientes a un único 

nodo (edad inferior o igual a 2,52, y una CC mayor de 3). Sobre estos animales (n = 

21) se realizó un segundo test de aprisco (15 días después del primer test) en las 

mismas condiciones y con los mismos controles que el anterior. También se calculó 

una matriz de correlación de Pearson por pares entre variables, y un análisis de 

componentes principales (PCA; del inglés Principal Component Analysis) utilizando el 

paquete FactoMineR en R (Lê et al., 2008) con los datos del primer test de aprisco. 

IV-4.2.2 Análisis de datos RNA-Seq 

Existen diversas herramientas bioinformáticas que nos permiten hacer el análisis 

de los datos de un experimento de RNA-Seq y determinar así qué genes se expresan en 

diferentes condiciones y comparar sus niveles de expresión. La elección correcta del 

conjunto de herramientas informáticas es fundamental para realizar las comprobaciones 

de calidad necesarias, abordar los sesgos y, en última instancia, responder a las preguntas 
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planteadas por el estudio. Una vez obtenidos los datos de secuenciación del 

transcriptoma, el flujo general de trabajo comienza con el control de calidad de muestras 

secuenciadas (FastQC) y el alineamiento de las lecturas generadas frente al genoma de 

referencia. Del mismo modo, existen multitud de programas comerciales que permiten 

realizar el flujo de análisis completo de datos de RNA-Seq. Uno de los más populares 

es el OmicsBox (https://www.biobam.com/omicsbox), el cuál ha sido utilizado en la 

presente Tesis Doctoral. A continuación, vamos a describir los dos flujos de trabajo que 

hemos adoptado en esta Tesis Doctoral para analizar los datos de RNA-Seq. 

IV-4.2.2.1 Flujo de trabajo RNA-Seq en hembras 

El objetivo de este análisis fue conocer los diferentes factores genéticos y rutas 

bioquímicas que pueden estar implicadas en las diferentes fases ováricas y que, por lo 

tanto, podrían influir en la activación o inactivación del ovario, y de este modo estar 

relacionados con la estacionalidad reproductiva. La secuenciación masiva del 

transcriptoma en 21 muestras y 2 tejidos se hizo en un laboratorio externo generando 

unas lecturas pareadas de 72 pb. La empresa encargada de realizar los análisis de RNA-

Seq nos envió tras la secuenciación masiva archivos FASTQ (formato basado en texto 

para almacenar tanto una secuencia de nucleótido y sus marcadores de calidad 

correspondientes codificadas con un solo carácter ASCII para mayor brevedad). El flujo 

de trabajo llevado a cabo aparece en la Figura 10. Se usó el programa TRIMMOMATIC 

v 0.38 (Bolger et al., 2014) para eliminar los adaptadores que se hayan secuenciado, y 

otras secuencias de mala calidad sobrerrepresentadas o contaminantes. Las lecturas 

pareadas fueron examinadas con FastQC versión 0.11.5 (Anders, 2010). Una vez 

comprobada la calidad de los ficheros FASTQ, se realizó el alineamiento contra el 

genoma de referencia Texel Oar_v3.1 (GCA_000298735.1) utilizando el software 

HISAT2 versión 2.1.0 (Kim et al., 2015). Posteriormente, se utilizó el software StringTie 

versión 1.3.5 (Pertea et al., 2015) para ensamblar los transcritos y cuantificar los 

mismos. A continuación, los niveles de expresión génica diferencial de los recuentos de 

lecturas obtenidos de StringTie se midieron en el entorno estadístico R versión 3.5.1, 

utilizando el paquete DESeq2 (Love et al., 2014). Para ambos tejidos (HT y PT), el 

diseño empleado estudió las siguientes comparaciones entre las fases ováricas: F vs. AR 

y L vs. AR. Antes de examinar la expresión, se realizó un paso de filtrado previo. Para 

mantener el gen en el análisis de expresión diferencial debe haber al menos cinco 
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muestras con la suma de recuentos de transcritos mayor o igual a 5. La identificación de 

los GDEs se realizó comparando los recuentos entre grupos de muestras para el mismo 

gen, y se consideraron GDEs cuando el valor p ajustado fue inferior a 0,05, tras la 

corrección de Benjamini y Hochberg para controlar el FDR (Benjamini y Hochberg, 

1995), y |log2FoldChange| superior a 1. Para la interpretación biológica de los genes que 

han resultado GDEs en nuestro experimento se realizó un análisis de enriquecimiento 

funcional mediante la base de datos de anotación, visualización y descubrimiento 

integrado DAVID (del inglés Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery) (Huang et al., 2009). 

Finalmente, se llevó a cabo un análisis de enriquecimiento funcional con GSEA 

(del inglés Gene Set Enrichment Analysis), que usa todo el conjunto de genes 

expresados en cada tejido y no sólo los GDEs. GSEA se utilizó para caracterizar cambios 

modestos, robustos, y coordinados, biológicamente relevantes en las vías de 

señalización molecular, y para explorar e identificar términos GO más significativos y 

sobrerrepresentados. GSEA clasifica las funciones biológicas del conjunto de genes 

basándose en tres factores: funciones moleculares, proceso biológico y componente 

celular. Para ello calcula la expresión diferencial (DE) por gen, y los genes se ordenan 

en una lista según su DE entre los grupos/tratamientos (Figura 11). 

Para identificar los genes sobrerrepresentados en los extremos (superior o 

inferior) de toda la lista clasificada, se calculó un estadístico normalizado, denominado 

NES, para cada conjunto de genes. El nivel de significación se ajustó para tener en 

cuenta las pruebas de hipótesis múltiples utilizando FDR 5%. Este análisis se llevó a 

cabo dentro la plataforma OmicsBox de BioBam. 

IV-4.2.2.2 Flujo de trabajo RNA-Seq en machos 

La secuenciación masiva del transcriptoma en 12 muestras, 3 tejidos (HT, PT y 

GP) y sangre se hizo en un laboratorio externo, generando lecturas pareadas de 151 pb. 

El flujo de análisis bioinformático llevado a cabo aparece en la Figura 12. En primer 

lugar, se llevó a cabo un control de calidad de las secuencias con el programa FASTQC, 

que permite visualizar estadísticas de calidad de la secuenciación. Como en el caso de 

las hembras, se usó el programa TRIMMOMATIC y una vez comprobada la calidad de 
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los ficheros FASTQ, se realizó el alineamiento contra el genoma de referencia 

Oar_rambouillet 1.0 con el programa STAR. 

Figura 10. Flujo de trabajo llevado a cabo para el análisis del transcriptoma mediante 

secuenciación de nueva generación en hembras en diferentes fases del ovario 

Figura 11. Esquema y resultados del método de análisis de enriquecimiento de 

conjuntos de genes (GSEA) (Tomado de Tabas Madrid, 2018) 



Material y métodos 

74 

Las salidas de este programa son ficheros BAM que se usaron para medir y 

cuantificar la expresión génica mediante el software HTSeq. Para juzgar si una lectura 

pertenece a un determinado gen, la función “HTSeq-count” proporciona tres modos: 

unión, intersección estricta e intersección no vacía (Figura 13). En la presente Tesis 

Doctoral, se ha utilizado el modelo de unión, recomendado por la mayoría de los 

autores según la bibliografía. La detección de GDEs se llevó a cabo con el programa 

EdgeR. El diseño empleado estudió el contraste entre machos A vs NA. Sin embargo, 

para no alterar la potencia del análisis, se hizo un filtrado de los genes con recuentos 

bajos donde mantuvimos genes con valores de CPM (del inglés counts per million) 

superiores a 0,5 en al menos 5 casos para el análisis de HT, PT y GP. En la sangre, un 

umbral de CPM mayor o igual a 0,5 en al menos dos muestras y la media recortada de 

valores M (TMM) con el método de normalización de emparejamiento cero se 

aplicaron para filtrar los genes de recuento bajo. El análisis de enriquecimiento 

funcional se hizo con GSEA como se ha descrito en el apartado anterior. Todos los 

análisis se llevaron a cabo dentro la plataforma OmicsBox de BioBam. 

IV-4.2.3 Análisis estadístico de la expresión génica por RT-qPCR 

Se utilizó para la caracterización funcional de los polimorfismos localizados en 

la región promotora del gen CYP7B1 en muestras de hígado (manuscrito 3) y para 

validar los resultados de RNA-Seq (manuscritos 4, 5 y 6). Se han estimado las 

variaciones de expresión relativa normalizada entre los diferentes grupos a partir de los 

Cq umbral. El método utilizado para la cuantificación ha sido el de cuantificación 

relativa mediante la utilización de modelos mixtos propuestos por Steibel et al., (2009). 

Los modelos utilizados aparecen detallados en los diferentes manuscritos. Además, se 

han calculado las correlaciones de Pearson entre los resultados de expresión mediante 

RNA-Seq y qPCR. Los resultados obtenidos permiten validar, o no, los resultados 

obtenidos mediante la técnica de RNA-Seq. 
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Figura 12. Flujo de trabajo de RNA-Seq en OmicsBox 

Figura 13. Los tres modos del programa HTSeq Count (Tomado de la página web del 

programa HTSeq:  https://htseq.readthedocs.io/en/release_0.8.0/count.html) 



Material y métodos 

76 

IV-5 Disponibilidad de datos 

Los conjuntos de datos analizados durante el estudio actual están disponibles en 

el repositorio Gene Expression Omnibus de NCBI y se puede acceder a ellos a través de 

los siguientes números de acceso: 

- GEO Series GSE191213: 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE191213) Para 

RNA-Seq hembras en tejidos HT y PT. 

- GEO Series GSE204861: 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE204861) para 

RNA-Seq machos en tejidos HT, PT y GP.  

- GEO Series GSE218667: 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE218667) para 

RNA-Seq machos en sangre periférica.  

En cuanto a los datos del GWAS, no fueron depositados en un repositorio oficial. 

Sin embargo, los datos que respaldan los hallazgos de estos estudios están disponibles 

bajo demanda. 
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Los resultados y discusión de la presente Tesis Doctoral han sido presentados en el 

formato de 6 manuscritos científicos que se numeran a continuación: 

 Manuscrito 1: Lakhssassi K, Serrano M, Lahoz B, Sarto MP, Iguácel LP, Folch J,

Alabart JL, Calvo JH. 2020. “The LEPR gene is associated with reproductive

seasonality traits in Rasa Aragonesa sheep”. Publicado en la revista “Animals”

10(12): 2448. https://doi.org/10.3390/ani10122448.

 Manuscrito 2: Lakhssassi K, Lahoz B, Sarto P, Iguácel LP, Folch J, Alabart JL,

Serrano M, Calvo JH. 2021. “Genome-Wide Association Study demonstrates the

role played by the CD226 gene in Rasa Aragonesa sheep reproductive seasonality”.

Publicado en la revista “Animals” 11(4):1171.

https://doi.org/10.3390/ani11041171.

 Manuscrito 3: Lakhssassi, K., C. Meneses., Serrano, M. Calvo, J.H. “Genome-

wide analysis reveals that the Cytochrome P450 Family 7 Subfamily B Member 1 

(CYP7B1) gene is implicated in growth traits in Rasa Aragonesa ewes”. Publicado 

en la revista "Animal”. https://doi.org/10.1016/j.animal.2023.100975.

 Manuscrito 4: Lakhssassi, K., Ureña, I., Marín, B., Sarto, M.P., Lahoz, B., Alabart,

J.L., Calvo, J.H., Serrano, M. 2022. “Characterization of the pars tuberalis and

hypothalamus transcriptome in female sheep under different reproductive stages”.

Publicado en la revista “Animal Biotechnology” (Online ahead of print).

https://doi.org/10.1080/10495398.2022.2155174.

 Manuscrito 5: Lakhssassi, K., Sarto, M.P., Marín, B., Lahoz, B., Folch, J., Alabart,

J.L., Serrano, M., Calvo, J.H. 2023. “Exploring differentially expressed genes in

hypothalamic, pars tuberalis and pineal gland transcriptomes in different sexual

behavior phenotypes in rams using RNA-Seq”. Publicado en la revista “Journal of

Animal Science” 101: skac365. https://doi.org/10.1093/jas/skac365.

 Manuscrito 6: Lakhssassi, K., Sarto, M.P., Lahoz, B., Alabart, J.L., Folch, J., 

Serrano, M., Calvo, J.H. 2023. “Blood transcriptome of Rasa Aragonesa rams with 

different sexual behavior phenotype reveals CRYL1 and SORCS2 as genes 

associated with this trait”. Publicado en la revista “Journal of Animal Science” 

101: skad098. https://doi.org/10.1093/jas/skad098.
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Supplementary Materials* 

Table S1. Genotypic and allelic frequencies of the identified SNPs. 

Table S2. Type III test for the body condition (BC), live weight (LW), age (A), SNP, 

and SNP× age effects for the LEPR polymorphisms using the seasonality phenotype data 

from Rasa Aragonesa ewes. The least square means (LSMs) and standard errors of the 

LEPR polymorphisms in the seasonality phenotype data in Rasa Aragonesa ewes are 

also shown. 

Table S3. Haplotypes combination and frequency for block 0 (rs411478947-

rs596133197-rs403578195-rs412929474-rs428867159-rs405459906), block 1 

(rs411478947-rs596133197-rs403578195) and 2 (rs412929474-rs428867159-

rs405459906). Only haplotypes with a frequency higher than 1% are shown. 

Table S4. Type III test for the body condition (BC), live weight (LW), age (A), 

haplotype (H), and haplotype × age (H × A) effects for the Block 0 haplotype using the 

seasonality phenotype data from Rasa Aragonesa ewes. The least square means (LSMs) 

and standard errors of the LEPR polymorphisms in the seasonality phenotype data in 

Rasa Aragonesa ewes are also shown. 

Table S5. Type III test for the body condition (BC), live weight (LW), age (A), 

haplotype (H), and haplotype × age (H × A) effects for the Block 1 haplotype using the 

seasonality phenotype data from Rasa Aragonesa ewes. The least square means and 

standard errors of the LEPR polymorphisms in the seasonality phenotype data in Rasa 

Aragonesa ewes are also shown. 

Table S6. Type III test for the body condition (BC), live weight (LW), age (A), 

haplotype (H), and haplotype × age (H × A) effects for the Block 2 haplotype using the 

seasonality phenotype data from Rasa Aragonesa ewes. The least square means and 

standard errors of the LEPR polymorphisms in the seasonality phenotype data in Rasa 

Aragonesa ewes are also shown 

 
 

*Para visualizar el material suplementario, se puede acceder a través del siguiente link:  

http://www.mdpi.com/2076-2615/10/12/2448/s1
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Supplementary Materials* 

Figure S1. Multidimensional scaling (MDS) analysis performed with 188,633 SNPs 

after pruning in 205 ewes. The analysis showed the 4 clusters of animals included in 

analysis.  

Figure S2. Manhattan and Q-Q plots from GWAS analysis for a) TDA, b) P4CM and 

c) OCM traits in Rasa Aragonesa sheep breed. Chromosomes 1–26 and X (27) are 

shown. Horizontal green line in the Manhattan plot corresponds to the average threshold 

value for a FDR of 10% evaluated at the chromosomal level. 

Table S1. Genome-wide Complex Trait Analysis (GCTA) results for significant Single 

Nucleotide Polymorphisms (SNPs) at the genome (Bonferroni correction), and 

chromosome (FDR 0.10) levels for the reproductive seasonality traits studied. Threshold 

for chromosome level (FDR 0.10) was indicated (pval_FDR10). 

Table S2. Genotypic and allelic frequencies of the genotyped SNPs for the validation 

studies, Table S3. Type III test for the body condition score (BCS), live weight (LW), 

the age (A), and SNP effects for the CD226 and NPY polymorphisms using the 

seasonality phenotype data from Rasa Aragonesa ewes. The least square means (LSMs) 

and standard errors are also shown. Different letters indicate significant differences: a, 

b: p < 0.05 after Bonferroni correction. 

Table S4. Haplotypes combination and frequency block 1 (OAR4:g.71593018- 

rs594346709) and for block 2 (rs588529642–rs404360094). Only haplotypes with a 

frequency higher than 1% are shown. 

Table S5. Block 1 Type III test for the body condition (BC), live weight (LW), the age 

(A), and Haplotype (H) for the NPY polymorphisms using the seasonality phenotype 

data from Rasa Aragonesa ewes. The least square means (LSMs) and standard are also 

shown. Different letters indicate significant differences: a, b: p < 0.05 after Bonferroni 

correction 

Table S6. Block 2 Type III test for the body condition (BC), live weight (LW), the age 

(A), and Haplotype (H) for the CD226 polymorphisms using the seasonality phenotype 

data from Rasa Aragonesa ewes. The least square 



Manuscrito 2 

118 
 

*Para visualizar el material suplementario, se puede acceder a través del siguiente link: 

https://www.mdpi.com/article/10 .3390/ani11041171/s1 
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Abstract  

Sheep are very well adapted to changing environments and are able to produce and 

reproduce with low inputs in feed and water better than other domestic ruminants. 

Indeed, the ewe body condition score (BCS) and live weight (LW) play a significant 

role in productive and reproductive performance. This work conducts a genome-wide 

association study (GWAS) to detect genetic variants associated with growth traits in 225 

adult ewes of the Rasa Aragonesa breed by using the genotypes from 50k and HD 

Illumina Ovine BeadChip. These ewes were measured for LW, BCS and growth rate 

(GR) for 2 years, from January to September. Corrected phenotypes for BCS, LW and 

GR were estimated and used as input for the GWAS. Only one SNP rs425509273 in 

chromosome 9 (OAR9), associated with the GR, overcame the genome-wise 

significance level. One, three and nine SNPs were associated at the chromosome-wise 

level (FDR 10%) for traits BCS, LW and GR, respectively. The CYP7B1 candidate gene, 

located 83 kb upstream from SNP rs425509273 in OAR9, was partial isolated and 

Sanger-sequenced. Fifteen polymorphisms comprising 12 SNPs, two indels and one 

polyC were detected in promoter, exon 1, 3, 5, and intron 1-3 region. The SNP 

association analysis of the polymorphisms located close to the transcription start site 

(TSS) showed that a 22 bp insertion located at -58 nucleotides from the TSS (indel (-

58)), a polyC (-25), and two A/G SNPs (SNP3 (-114) and SNP5 (-63)), were associated 

with the GR trait, whereas only the indel (-58) was associated with the BCS trait. The 

haplotype analysis confirmed these results. The functional characterisation of the 

polymorphisms at CYP7B1 gene in liver by real-time quantitative PCR (RT-qPCR) 

analysis confirmed that the mutations in the promoter region affected CYP7B1 gene 

expression. Our results demonstrated the involvement of the CYP7B1 gene promoter on 

GR and BCS traits in Rasa Aragonesa. These findings suggest that variations in ovine 

CYP7B1 may serve as potential genetic markers to be used in breeding programmes to 

improve growth characteristics that could influence reproductive traits. 

 

Keywords: Candidate gene, Genome-wide association study, Growth rate, 

Polymorphisms, Sheep. 
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Implications 

Climate change had a devasting effects on sheep productivity and reproductive 

efficiency through the exposure of animals to heat stress, water scarcity and lower 

grazing lands. Finding genetic markers associated with resilience and environmental 

stress resistance may help sheep breeding programs to achieve animals with better 

adaptive ability to manage their body reserves to cope with environmental stressors. 

Genome-wide association study revealed CYP7B1 as a candidate gene related to growth 

rate in Rasa Aragonesa ewes. Our results demonstrated that CYP7B1 promoter 

polymorphisms influence the gene expression of the gene.  

Introduction  

The effect of climate change is expected to directly and indirectly affect livestock 

physiology and health by increasing exposure to environmental stressors like heat 

(Rojas-Downing et al., 2017) and water stress (Chedid et al., 2014). Therefore, sheep 

farming systems should look at working with more robust animals that combine 

productivity and adaptive ability, and a more efficient use of natural resources. Body 

reserves in adult animals can be considered an important trait, and both, life weight 

(LW) and body condition score (BCS) are related traits to this. In this context, Macé et 

al., (2019) showed different profiles in BCS and LW dynamics in a flock suggesting the 

existence of proven intra-flock variability in ewes’ adaptive capacity to manage their 

body reserves. Furthermore, ewes’ BCS plays an important role in both fertility and 

growth rate (GR) of its progeny. Many studies have investigated the sheep BCS in 

relation to productive and reproductive performances (Kenyon et al., 2014, 2004; Macé 

et al., 2019) to define the suitable BCS profile throughout a ewe’s breeding cycle. In 

Masham ewe breed the number of lambs weaned per ewe exposed to the ram was 

positively correlated with the BCS upon breeding and/or at mid-pregnancy (Newton et 

al., 1980 as cited in Kenyon et al., 2014). Likewise, ewes’ LW upon mating has been 

shown to influence subsequent litter size and ewes’ productivity (Paganoni et al., 2022). 

In the Romane sheep breed reared under extensive conditions, a study confirmed that 

LW and BCS levels are influenced by the age at first lambing, parity or litter size (Macé 

et al., 2019), and breeding season is also influenced by the BCS and LW. The literature 

suggests an association between a poorer BCS and a shorter breeding season, which 
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implies that the BCS can influence ewes’ response to seasonal signals (Kenyon et al., 

2014). Ewes with a low BCS are expected to display less reproductive performance 

compared to those with a higher BCS and would, thus, affect farmers’ profitability 

(Young et al., 2010).  

Studies underlying genetic mechanisms of LW and BCS are scarce. Kizilaslan et al., 

(2022) reported heritability estimates of growth traits ranged from 0.29 (pre-weaning 

average daily gain) to 0.52 (180 days weight). Recently, Tao et al., (2020), identified 39 

genes associated with birth weight and body conformation traits. These genes were 

mainly involved in the cell cycle and body development.  

Rasa Aragonesa is a meat local Mediterranean sheep breed from northeast Spain, reared 

in extensive or semi-extensive farming systems. This breed shows a marked 

reproductive seasonality where maximal breeding activity is associated with short days 

from August to March. Forcada et al., (1992) have reported that Rasa Aragonesa ewes 

with a higher BCS have a longer breeding season, which is predominately due to later 

seasonal anoestrous onset and a shorter whole anoestrous period (Rondon et al, 1996). 

Therefore, the objective of this study was to detect genetic variants associated with 

growth traits in ewes by using the genotypes from 50k and HD Illumina Ovine BeadChip 

and investigated the association between polymorphisms in the CYP7B1 gene and 

growth traits. 

Material and methods  

Animals and phenotypes used for genome-wide association study (GWAS) 

The experiment was conducted on an experimental farm (“Pardina de Ayés”) owned by 

Oviaragón S.C.L. (NE Spain, 42°29' N 0°23' W, 848 m.a.s.l.). The annual average 

rainfall is bimodally distributed with peaks in spring and autumn, dry summers and some 

snow in winter. Two hundred and twenty-five Rasa Aragonesa ewes were farmed 

according to the local traditional system for this breed. Briefly, ewes were kept indoors 

and fed a commercial concentrate from October to March. From March to the end of the 

experimental period (August), ewes were grazed on mountain pastures and received the 

same commercial concentrate ad libitum. All the ewes were handled in a single lot. The 

experimental period lasted from January to August in 2011 and 2012. Every 3 weeks, 

the individual LW and BCS on a scale from 1 to 5 (Russel et al., 1969) were measured. 
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The pooled overall means and standard deviations for LW and the BCS were 45 ± 9.5 

kg and 2.9 ± 0.3, respectively in 2011, and 52.4 ± 8.4 kg and 3 ± 0.2 in 2012, with an 

age of 3.98 ± 1.85 years at the beginning of the experiment. Distribution of records by 

year and age of BCS and LW are shown in Table 1. Corrected phenotypes for growth 

traits were estimated as described later in sub-section “Corrected phenotype values for 

growth traits” for the 225 ewes. 

Table 1. Distribution of records by year and age of ewe body condition score (BCS) and 
live weight (LW). 

Year Trait Number of 
Records Min Max  Age Group 

          Mature      Young       Lamb 
2011         
  BCS 1491 2 3.50  2.83 ± 0.28 - 2.76 ± 0.23 
 LW 1491 24 63  47.57 ± 6.65 - 30.92 ± 2.98 
2012         
 BCS 2681 2 3.75  2.94 ± 0.34 2.69 ± 0.28 2.98 ± 0.26 
 LW 2681 27.50 72.50  57.84 ± 6.17 44.43 ± 3.87 39.01 ± 4.43 

Animals used for functional validation studies  

Liver samples were obtained from a previous study (Ripoll et al., 2013) in which 48 

Rasa Aragonesa breed lambs were fed ad libitum a commercial concentrate from 

weaning to slaughter, supplemented with 500 mg of dl-α–tocopheryl acetate kg−1 (n = 

36; ranging from 4 to 28 days) and without this supplementation (n = 12). Ripoll et al. 

(2013) study was performed to evaluate the effects of finishing period length with 

vitamin E (dl-α–tocopheryl acetate) in the meat colour and lipid oxidation of light lambs. 

Briefly, the experiment began upon weaning (48.7 ± 0.21 days old) with an average LW 

of 18.5 ± 0.16 kg and finished at a slaughter age and weight of 75.20 ± 1.84 days old 

and 23 ± 0.24 kg, respectively, according to the Ternasco de Aragón Protected 

Geographical Indication specifications (Regulation (EC) No. 1107/96). Lambs were 

slaughtered in a commercial abattoir in accordance with EU laws. Immediately after 

slaughter, a piece of liver was cut, frozen in liquid nitrogen and stored at -80ºC until 

RNA isolation. 

Genome-wide association study genotyping 
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Genomic DNA from blood samples was obtained using the SpeedTools DNA Extraction 

kit (Biotools, Madrid, Spain). The 225 ewes were genotyped using the OvineSNP50 

Infinium Beadchip (n = 110; Illumina Inc., San Diego, CA, USA), and the 680k 

IlluminaAgResearchSheep HD chip (n = 115). Genotyping services were conducted at 

the “Centro Nacional de Genotipado (CEGEN-ISCIII)” (http://www.usc.es/cegen/) and 

the “Xenetica Fontao” company (http://www.xeneticafontao.com/). 

Validation of the genome-wide association study results 

Structural characterisation of the CYP7B1 gene 

The gene annotation based on the GWAS results showed that the CYP7B1 gene could 

be involved in growth traits. The CYP7B1 gene is located in chromosome 9 (OAR9), 

covering approximately 173.7 kb with 6 exons (GenBank acc. Number NC_056062). 

The primers designed from sheep sequences NC_056062 and XM_004011703 were 

used to amplify total 5’UTR and coding region (exons 1-6), and also partial promoter 

and 3’UTR regions (Supplementary Table S1). The primers for PCR were designed with 

the Primer3 software (https://primer3.ut.ee/).  

Genomic DNA (50 ng) from 13 ewes with different genotypes for SNP rs425509273 (5 

CC, 5 CT, and 3 TT) was amplified in a final PCR volume of 25 μl, which contained 5 

pmol of each primer, 200 nM dNTPs, 2.25mM MgCl2, 50mM KCl, 10mM Tris-HCl, 

0.1% Triton X-100 and 1 U Taq polymerase (Biotools, Madrid, Spain) for fragments 3 

to 7. DNA AmpliTools Master Mix (Biotools, Madrid, Spain) was used for fragments 1 

and 2. The PCR cycling conditions were set according to the protocol provided in the 

manufacturer’s recommended procedures: an initial denaturation cycle at 94 °C for 

3 min, 35 cycles of 94°C for 30 s, 55°C for 30 s (57ºC for fragments 1 and 2), and 72°C 

for 30s, with a final elongation step at 72°C for 5 min.  PCR products were sequenced 

in both directions using Sanger technology in an ABI 3730XL sequencer (STAB VIDA. 

Caparica, Portugal). Previously, PCR clean-up was performed using the FavorPrep 

Gel/PCR purification mini kit (Favorgen, Ibian, Zaragoza, Spain). BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) and CLUSTAL Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) tools were used for searching regions of 

similarity between sequences and multiple sequence alignment, respectively. The SNPs 

position in the genome were determined based on the ovine Rambouillet v1.0 genome 

http://www.usc.es/cegen/
http://www.xeneticafontao.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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(GCA_002742125.1). The software Alibaba 2.1 (http://gene-

regulation.com/pub/programs/alibaba2/) was used to predict transcription factor binding 

sites within the surrounding sequence where the SNP was located (plus and minus 30 

nucleotides).  

Genotyping of the polymorphism in the CYP7B1 gene 

The polymorphisms detected in the 5’ region of the gene were genotyped by Sanger 

sequencing in the 225 and 48 animals of the GWAS and the functional validation studies, 

respectively. For this purpose, a pair of primers (forward: 5′- 

GCTCATGTCTTCCGCTGTC -3′; reverse: 5′- AAATCTCAGCCCCTTCCCC -3′), 

was designed by amplifying a 360 bp fragment. The PCR conditions were the same as 

those for fragments 3 to 7 (Supplementary Table S1), but at the annealing temperature 

of 57ºC. PCR was purified and Sanger-sequenced as described above. 

Functional characterisation of the polymorphism in the CYP7B1 gene by a real-time 

quantitative PCR analysis  

Total RNA was extracted from approximately 500 mg of liver using the RNeasy Tissue 

mini kits (QIAGEN, Madrid, Spain) according to the recommended manufacturer’s 

protocol. The RNA concentration was determined by a Qubit® fluorometer (Fisher, 

Madrid, Spain). Integrity of the RNA was assessed by visualization of the 28S and 18S 

ribosomal RNA bands after agarose gel electrophoresis, being both bands clearly visible 

without observed degradation. To completely remove genomic DNA, 1 μg RNA was 

treated with deoxyribonuclease (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and first-stranded 

cDNA was performed using the SuperScript III Reverse Transcriptase kit (Invitrogen) 

following the manufacturer’s instructions.  

Gene expression levels were determined by real-time quantitative PCR analysis (RT-

qPCR). To normalise the results of the CYP7B1 gene, three candidate housekeeping 

genes (GUSB, RPL37, RPL19) were used. Gene expression stability was determined 

using NormFinder (Andersen et al., 2004). Specific exon-spanning primers for genes for 

RT-qPCR were designed with the Primer3 software (https://primer3.ut.ee/). RT-qPCR 

was performed in a 10 μl PCR total reaction mixture containing the SYBR Green Master 

Mix: SYBR Premix Ex Taq II (Tli RNase H Plus, Takara, Demlab, Zaragoza, Spain) on 

an ABI Prism 7500 platform (Applied Biosystem, Madrid, Spain). All qPCR reactions 

https://primer3.ut.ee/
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were run in triplicate following the manufacturer's instructions. Post-amplification 

melting-curve analysis were carried out for each gene to ensure primer specificity and 

to confirm the presence of a unique PCR product. The PCR amplification efficiency 

were assessed by generating standard curves for each target gene using a 10-fold serial 

dilution of pooled cDNA that were included on each plate. The correlation coefficient 

and slope were calculated. The formula: amplification efficiency = 10(−1/slope) was used. 

The annealing temperature, primer concentration, primer sequences, efficiencies and 

correlation coefficient for these genes are described in Supplementary Table S2. 

Statistical analysis 

Corrected phenotype values for growth traits 

The phenotypes used in the GWAS were obtained from the BCS and LW data collected 

over the 2-year experiment. In all, 4 172 BCS and LW data belonging to the 225 ewes 

were recorded. The corrected phenotypes were estimated by running a mixed linear 

regression analysis. To estimate the BCS-corrected phenotype, LW and ewes age were 

taken as covariates. For the LW-corrected phenotype, the BCS and age were considered 

to be covariates. The fitted model included the collection date of growth traits as a fixed 

effect (21 levels) and ewes’ permanent environmental effect as random (225 levels). The 

individual BCS and LW estimates, adjusted by the factors included in the model, were 

obtained and used as inputs in the GWAS. BLUPF90 (Misztal et al., 2018) was used to 

run the mixed linear regression analyses.  

The third phenotype was estimated by a linear regression analysis with the lm command 

in the R v3.5.1 software by taking ewes’ LW as the dependent variable and their age as 

the independent variable. The obtained individual slope estimates were the GR-

estimated phenotype (kg/day) utilised for the GWAS.  

Quality control and genome-wide association study analysis 

The quality control criteria applied to the raw genotypes using PLINK 1.9 software 

(Chang et al., 2015) were based on excluding the individuals with a low genotype call 

rate (< 0.90), the SNPs with a genotype call rate < 0.97, SNPs with a minor allele 

frequency (MAF) < 0.01, and the SNPs with a failure of Hardy-Weinberg equilibrium 
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(P-value < 0.001). The datasets from the two genotyping platforms were merged with 

PLINK 1.9 (Chang et al., 2015).  

Imputation of 50k to HD genotypes was conducted with Beagle v5.4 software 

(Browning et al., 2018). Genotype imputation approach use genotype data in a panel of 

reference samples to infer ungenotyped markers in target samples (Marchini and Howie, 

2010). The Genome-wide Complex Trait Analysis software (Yang et al., 2011) was run 

for the GWAS analysis using the mixed linear model association approach. The genomic 

relationship matrix was constructed and included in the mixed model analysis to account 

for population structure.  

Bonferroni (P < 0.05) and the false discovery rate (FDR < 10%) multitest correction 

tests were applied to adjust the threshold of the genome and chromosome-wide 

significant values. The genomic inflation factor was calculated in the R v3.5.1 software 

for each trait as the observed median χ2 over the expected median χ2. The Rambouillet 

v1.0 genome assembly based on Ensembl release 101 was employed to identify any 

candidate genes within a window of 500 kb centred on the significant SNP. 

CYP7B1 gene association analysis 

Statistical analyses were carried out as a regression of the corrected phenotypes for the 

three growth traits on the polymorphism genotypes by fitting a linear model with the 

Rcmdr package of the R software (Fox et al., 2020). The model included the genotype 

of SNPs and ewes’ clusters to which ewes belonged as a fixed effect. These clusters 

were obtained with PLINK 1.9 (Chang et al., 2015) using genotypes utilised for the 

GWAS analysis. Briefly, the SNPs that passed the quality control were subsequently 

pruned for linkage disequilibrium (LD) in PLINK, using a 50 SNP window size, a 10 

SNP window shift, and r2 < 0.2. The SNPs that remained after pruning were used to 

calculate the genome-wide identity-by state pairwise distances. Clustering analysis was 

performed applying the pairwise population concordance test constraint (-ppc option). 

Multidimensional scaling analyses were performed on identity-by state pairwise 

distances to examine for population structure. Differences between genotypes were 

estimated by the least square means for each genotype pairwise comparison. Bonferroni 

correction was applied, and all the polymorphisms were independently analysed with 

the same statistical model.  
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A haplotype association analysis was performed between haplotypes and the corrected 

phenotypes for the growth traits using the Rcmdr package by fitting a similar linear 

model to that employed for the polymorphism association studies but including the 

number of copies of each haplotype instead of the genotype of SNP (this was recoded 

as 0, 1 or 2 copies). The same statistical model was applied for analysing independently 

each haplotype. The LD blocks were evaluated with the Haploview software v4.2 using 

the 4-gamete rule (Barrett et al., 2005). Polymorphisms were phased with PLINK1.9 

(Chang et al., 2015) using the expectation-maximisation algorithm to assign individual 

haplotypes, considering only those haplotypes with a frequency ≥ 1%. The diplotypes 

with a posterior probability bellow 0.7 were discarded. Least square means were applied 

to estimate the differences between the number of copies of each haplotype. To adjust 

for multiple testing, Bonferroni correction was applied. 

Analysis of expression results 

Differences in the ovine CYP7B1 gene expression rates of the alternative 

genotypes/haplotypes located at the gene promoter were estimated by the approach 

described by Steibel et al., (2009). The Haploview software v4.2 was used to construct 

haplotype blocks, and the LD analysis was done as previously mentioned. The 

quantification cycle values were rescaled with the equation proposed by Steibel et al., 

(2009) because amplification efficiencies of all the genes differs from 2. A mixed model 

using the SAS statistical package v. 9.3 (SAS Institute, Cary NC, USA) was employed: 

ygomr = μ + MGog + b1(SA)m + b2(SW)m + b3(VE)m + Am + egomr 

where ygomr is the quantification cycle for the gth gene (CYP7B1 and the three 

housekeeping genes) from the rth well, corresponding to the mth animal; MGog is the 

fixed interaction between the oth genotype (AA, AB and BB) or the haplotype (0, 1 and 

2 copies) and the gth gene (M is the effect of the oth genotype or haplotype of the CYP7B1 

gene, and G is the effect of the gth gene). The SA (slaughter age), SW (slaughter weight) 

and VE (number of days of concentrate enriched with dl-α-tocopheryl acetate intake) 

effects were included as a covariate; Am (Am ∼ Ν (0, σ2
a) and egomr were the random 

effects of the animal and residual, respectively. Gene-specific residual variance 

(heterogeneous residual) was also included in the model (egomr ∼ N (0, σ2
eg)). 
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The CYP7B1 expression was normalise using the three housekeeping genes as suggested 

by Steibel et al., (2009). The expression rate differences (diffCYP7B1) between 

genotypes/haplotypes and the fold change values were estimated from MG fixed 

interaction differences. The t statistic was determined to calculate the significance of the 

diffCYP7B1 estimates. The P-values were adjusted for multiple testing according to 

Bonferroni correction. The standard error for each fold change value of diffCYP7B1 were 

used to calculate asymmetric 95% confidence intervals (upper and lower). 

Results 

Genome-wide association study results 

The 225 ewes genotyped for 582 880 SNPs passed the quality control criteria and were 

included in the GWAS analysis. For the multidimensional scaling analysis, 184 076 

autosomal SNPs were used to calculate the pairwise identity-by state distance after SNP 

pruning. The multidimensional scaling analysis revealed a substructure in the total 

dataset and identified four principal clusters in the population (Supplementary Figure 

S1). The genomic relationship matrix was included in the mixed model analysis to 

correct the putative effect of the population substructure. This was checked by 

calculating the genomic inflation factors for each trait, which were ≤ 1 (LW: 0.95; BCS: 

0.96; GR: 1). The GWAS results obtained by the mixed linear model association analysis 

for the significant SNPs at the chromosome and genome-wise levels for the studied 

growth traits are reported in Table 2. Only one SNP (rs425509273), located in OAR9 

and associated with GR, overcame the genome-wise significance level after Bonferroni 

correction. At the chromosome-wise level of significance (FDR 10%), 1, 3 and 9 SNPs 

were identified for the BCS, LW and the GR respectively. The nine SNPs associated 

with GR variability were located in eight chromosomes. In most cases, the less frequent 

allele (A1) of the associated SNP showed a negative effect on the trait with allele 

substitution values (b) ranging between −0.008 and −0.04, and frequencies from 0.01 to 

0.13. In general, the A1 alleles showed a negative effect on the LW trait, with b values 

from -2.01 to -2.85 and frequencies ranging between 0.13 and 0.38. For the BCS, the 

associated SNP (rs424629620) was located in chromosome 6 and had an effect of 0.09 

and an MAF of 0.38. Several annotated genes were found near the significant SNPs for 

GR and LW, whereas only one gene was found for BCS (Table 2). 
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Validation studies 

Structural characterisation of the CYP7B1 gene 

To validate the GWAS results, the SNP that overcame the genome-wise significance 

level was chosen. This SNP was 83 kb downstream from the CYP7B1 gene. To search 

for the polymorphisms that could be involved in the studied phenotypes, the total 5’UTR 

and coding region (exons 1-6), partial promotor and 3’UTR regions of the CYP7B1 gene 

were sequenced. Fifteen polymorphisms were found: 12 SNPs, two indels and one polyC 

(Table 3). None of these polymorphisms produced amino acid changes. Eight of the total 

polymorphisms, not previously described, were located in the promoter region.  

It is noteworthy that one of the polymorphisms was an insertion of 22 bp at position -58 

in relation to the transcription start site (TSS) (Table 3). This insertion was a repeat of 

the 22 nucleotides located between OAR9: g.45801535 and OAR9: g.45801556 

according to the ovine genomic map Oar_rambouillet_v1.0. In-silico analysis of the 

transcription factor-binding motifs identified several overlapping motifs containing 

polymorphisms indel (-621), SNP3 (-114), SNP4 (-97), SNP5 (-63), indel (-58) and 

polyC (-25). For SNP3 G>A (-114), the CACCC-bi and RAP1 binding consensus sites 

were predicted with the A allele, while these motifs were replaced with an AP-2alpha 

motif for the G allele. For SNP5 A>G (-63), the substitution of the G by the A allele 

resulted in the loss of an SP1 and the Adf-1 binding consensus site. However, the 

strongest effect was found for the 22 bp insertion (indel (-58)), which led to several TF-

binding motifs appearing: SP1, REB1 and AP-2alph. PolyC and the other 

polymorphisms were not predicted to produce any major changes in the binding 

consensus sites. 

CYP7B1 SNP association studies 

Polymorphisms SNP3 G>A (-114), SNP4 C>A (-97), SNP5 A>G (-63), indel (-58), and 

polyC (-25) located at the promoter region were genotyped in the GWAS population. 

Table 4 provides the association results for each polymorphism after Bonferroni 

correction. SNP3 (-114), SNP5 (-63), the indel (-58), and polyC (-25) were associated 

with the GR trait. Lower GR was observed for the indel (-58) in the homozygous animals 
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for the 22 bp insertion (0.010 ± 0.006) in respect to the homozygous animals for the 

alternative allele (0.017 ± 0.015). Likewise, the GR of the ewes carrying the GG 

genotype for SNP5 (-63) (0.018 ± 0.001) and SNP3 (-114) (0.016 ± 0.001) was higher 

than in the AA animals for the two SNPs (0.009 ± 0.002 and 0.004 ± 0.004 for SNP5 (-

63) and SNP3 (-114), respectively). For SNP5 (-63), the heterozygous ewes (0.016 ±

0.001) obtained a higher GR than the AA ewes. Finally, a lower GR was observed in the 

homozygous animals with seven repetitions (0.008 ± 0.019) compared to the 

homozygous ones with eight repetitions (0.018 ± 0.001) or to the heterozygous (0.016 ± 

0.001) ewes for these two alleles for polyC (-25). The indel (-58) was also associated 

with the BCS trait insofar as the homozygous animals for the 22 bp insertion had an 

estimated lower BCS value (-0.036 ± 0.026) than the homozygous animals for the 

alternative allele (0.043 ± 0.019). 

Table 3. The CYP7B1 gene polymorphisms. The position in the ovine genomic map 
Oar_rambouillet_v1.0., its identifier in the Single Nucleotide Polymorphism variant 
database (dbSNPs), and the polymorphism are indicated. The distance in bp from the 
transcription start site (TSS) to the polymorphism in the SNPs located in the promoter 
is indicated in parentheses. 
Name 

dbSNP Region Position Polymorphism1 
Indel (-621) - promoter g.45802097 insC 
SNP1 (-558)           - promoter g.45802034 A/G 
SNP2 (-199)             - promoter g.45801675 A/G 
SNP3 (-114)           - promoter g.45801590 G/A 
SNP4 (-97)           - promoter g.45801573 C/A 
SNP5 (-63)           - promoter g.45801539 A/G 
indel (-58)           - promoter g.45801534 insACCCACACGCACCGCCCCGCTC 
PolyC (-25)           - promoter g.45801510 polyC 
SNP6           - exon 1 g.45801489 C/A 
SNP7 rs417515909 intron 1 g.45660532 C/T 
SNP8 rs404047939 intron 2 g.45660360 A/T 
SNP9 rs421906566 intron 3 g.45652963 G/T 
SNP10 rs408370224 intron 3 g.45652933 T/C 
SNP11 - exon 3 g.45652588 T/C 
SNP12 rs160653444 exon 5 g.45642126 T/C 

1ins = insertion 
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CYP7B1 haplotype association studies 

Two haplotypic blocks in the promoter region of the CYP7B1 gene were detected with 

the Haploview software (Supplementary Figure S2). The first one comprised polyC (-

25), the indel (-58) and SNP5 (-63), while the second one included SNP3 (-114) and 

SNP4 (-97). Considering that one block included all the SNPs, 22 haplotypes were 

defined (Supplementary Table S3). The haplotype association analysis confirmed the 

SNP association results. Only haplotypes H2 (G-C-A-Ins22-C7 for SNP3 (-114) - SNP4 

(-97) - SNP5 (-63) - indel (-58) - polyC (-25) polymorphisms) and H12 (G-C-G-N-C8) 

presented a frequency above 5%. Ins22 indicated the allele with the insertion of 22 bp, 

and otherwise N as a normal allele. C7 and C8 indicated alleles with seven and eight 

cytosine repetitions, respectively. These haplotypes were significantly associated with 

the GR trait in such a way that having two copies of the H2 haplotype led to a lower GR 

than for the animals with one or no copies (P < 0.05) (Table 5). Similarly, this haplotype 

was also significant for the BCS, with significant differences between having two and 

no copies. The H2 haplotype had the A, Ins22, and C7 alleles for the SNP5 (-63), indel 

(-58) and polyC (-25) polymorphisms, which were significantly associated with a lower 

GR in the SNP association studies. The H12 haplotype, which was associated with a 

higher GR, had alleles G, G, N and C8 for the SNP3 (-114), SNP5 (-63), indel (-58) and 

polyC (-25) polymorphisms, which were also significantly associated with an increased 

GR. In this case, having the H12/H12 diplotype implied a higher GR than the diplotypes 

with one or no copies. These results confirmed the involvement of the CYP7B1 promoter 

in both the GR and BCS in Rasa Aragonesa. 

Functional characterisation of the polymorphism in CYP7B1 

The genotype frequencies for the SNPs located in the 5’ region of gene CYP7B1 in the 

population used for the expression studies are shown in Supplementary Table S4. 

Housekeeping genes GUSB, RPL37 and RPL19 were employed to normalise gene 

expression because they were all stabler than the CYP7B1 gene (Supplementary Figure 

S3).  
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The CYP7B1 expression was affected by the number of days of concentrate enriched 

with dl-α-tocopheryl acetate intake (P < 0.05), SNP5 (-63) (P < 0.0001) and polyC (-

25) (P < 0.0001). The insertion of 22 nucleotides (indel (-58)) was not significant.

SNP5 (-63) and polyC (-25) were completely linked (r2 = 1). The CYP7B1 expression 

in the AA lambs for SNP5 (-63) (n = 13) (homozygous animals for the C7 allele at the 

polyC (-25) polymorphism) was 2.9-fold higher than that in the AG lambs (n = 17; P < 

0.0001) (heterozygous for seven and eight cytosine repetitions at the polyC (-25) 

polymorphism). Furthermore, CYP7B1 expression in the GG lambs for SNP5 (n = 17) 

(homozygous animals for eight cytosines at the polyC (-25) polymorphism) was 3.21-

fold higher than that in the AG lambs (n = 17; P < 0.0001) (heterozygous for seven and 

eight cytosine repetitions at the polyC (-25) polymorphism) (Table 6).  

Whether the CYP7B1 expression was affected by the haplotypes defined with PLINK 

1.9 was also tested (Chang et al., 2015). Haplotypes were built using the five 

polymorphisms genotyped in the 5’ region of the gene. In Supplementary Table S5, both 

haplotypes and their frequency in the population for the functional studies are shown. 

The CYP7B1 expression was also affected by the number of days of concentrate enriched 

with dl-α-tocopheryl acetate intake (P < 0.05) and haplotype H3 (G-C-A-Ins22-C7 for 

the SNP3 (-114) - SNP4 (-97) - SNP5 (-63) - indel (-58) - polyC (-25) polymorphisms) 

(P < 0.0001). The animals with two copies (n = 3) had a gene expression that was 6.05- 

and 3.44-fold higher than the animals with one (n = 16) or no (n = 28) copies, 

respectively (Table 7). Finally, the lambs with one copy had a gene expression that was 

1.76-fold lower than the animals with no copies.  
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Table 5. Haplotype effects for the single nucleotide polymorphism (SNP) located at the 
promoter region of the CYP7B1 gene SNP3 (-114)-SNP4 (-97)- SNP5 (-63)- ins22 (-
58)- polyC (-25)) on growth traits in the Rasa Aragonesa breed. The least square means 
(Lsmeans) indicate 0 copies of the haplotype (0), 1 copy of the haplotype (1), or 2 copies 
of the haplotype (2). Different letters indicate significant differences after Bonferroni 
correction: c,d: <0.05; g,h:<0.001 

Lsmeans 
Haplotype1 Trait2 P-value 0 1 2 
H2 GR 1.26E-02 0.016 ± 0.002c 0.016 ± 0.002c 0.008 ± 0.001d 

BCS 1.39E-02 0.035 ± 0.02c -0.004 ± 0.02 -0.068 ± 0.03d 
LW 3.95E-01 -0.115 ± 0.413 -0.663 ± 0.556 0.694 ± 0.85 

H12 GR 8.84E-05 0.009 ± 0.002g 0.016 ± 0.001h 0.019 ± 0.002h 
BCS 1.22E-01 -0.014 ± 0.02 0.006 ± 0.02 0.053 ± 0.03 
LW 8.12E-01 0.0498 ± 0.551 -0.175 ± 0.451 -0.509 ± 0.668 

1H2: G-C-A-Ins22-C7; H12: G-C-G-N-C8.  
2GR: growth rate; BCS: Body condition score; LW: Live weight 

Table 6. Differences in the CYP7B1 expression rate between the different genotypes in 
lambs for the single nucleotide polymorphism (SNP) 5 (-63). Estimates, SE, P-values, 
fold change (FC) and the 95% FC confidence interval (FCup-FClow) for pairwise 
genotype contrasts are included. 
Genotype contrast Estimate SE P-value FC FCup FClow 

AA vs AG -1.5351 0.3815 <0.0001 2.90 4.87 1.73 
GG vs AA -0.1458 0.397 0.7136 1.11 1.90 0.65 
GG vs AG -1.6808 0.3391 <0.0001 3.21 5.08 2.02 

Table 7. Differences in the CYP7B1 expression rate in lambs between the different 
number of haplotype 3 (H3) copies. Haplotype 3: G-C-A-Ins22-C7 alleles for single 
nucleotide polymorphism (SNP) 3 (-114) - SNP4 (-97) - SNP5 (-63) - indel (-58) - polyC 
(-25) polymorphisms. Estimates, SE, P-values, fold change (FC) and the 95% FC 
confidence interval (FCup-FClow) between 0 copies of the haplotype (0), 1 copy of the 
haplotype (1), or 2 copies of the haplotype (2) contrasts are included. 

Haplotype contrast Estimate SE P-value FC FCup FClow 
0 vs 1 -0.8129 0.3157 0.0103 1.76 2.70 1.14 
2 vs 0 -1.7835 0.5979 0.003 3.44 7.76 1.53 
2 vs 1 -2.5964 0.6152 <0.0001 6.05 13.95 2.62 
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Discussion 

In this study, a GWAS performed for BCS, LW and GR traits in the Rasa Aragonesa 

sheep breed, showed a single SNP rs425509273 associated with GR that overcame the 

genome-wise significance level. This SNP is located approximately 83 kb downstream 

from the CYP7B1 gene in OAR9. This gene has been reported to be involved in the 

metabolism of endogenous oxysterols, which are key mediators of cholesterol and lipid 

homeostasis (Guillemot-Legris et al., 2016). Several studies have reported that CYP7B1 

inhibition leads to fatty liver (Dai et al., 2014) because its role in the conversing 

cholesterol into bile acids pathways. Some studies have reported that CYP7B1 

expression is related to different physiological functions depending on the species and 

tissue where it is expressed (liver, reproductive tract and brain) (Stiles et al., 2009). In 

fact, loss of function mutations in the CYP7B1 human gene causes spastic paraplegia 

5A, a progressive neuropathy that is due to defects in cholesterol and neurosteroid 

metabolism (Stiles et al., 2009). In the reproductive tract, the CYP7B1 enzyme 

metabolises the androgens that antagonise oestrogen action so that mice without 

CYP7B1 have abnormal prostates and ovaries (Stiles et al., 2009).  

We also identified at a chromosome-wise level of significance (FDR 10%) one, three 

and nine SNPs for BCS, LW and GR, respectively. For GR trait, SNP rs405607259 

located in chromosome 7 was 21.6 kb from the NPC2 gene, which is involved in the 

intracellular trafficking of cholesterol and other lipids (Kim et al., 2010). The VRTN and 

SYNDIG1L genes were near this SNP. SYNDIG1L has been reported in Landrace pigs 

to be a factor that affects final body weight and back-fat thickness (Lee et al., 2018), 

whereas VRTN variants have been associated with the number of thoracic vertebrae in 

sheep (Cunyuan et al., 2019). The ARHGAP24 gene was the only candidate gene found 

for the BCS at 210 kb from the significant SNP, which has been reported to be associated 

with pigs’ growth performance (Meng et al., 2017). SNP rs422199592 in chromosome 

13, related to LW, was 191.8 kb from ZEB1 gene, which is associated with obesity in 

human and adipogenesis in mice (Gubelmann et al., 2014). In a study conducted by Tao 

et al., (2020), the GWAS of body weight identified only the AP-1 transcription factor 

subunit (FOSL2) as a candidate gene. In the same way, Kizilaslan et al., (2022) identified 

several genes such as PRDM2, PTGDR, PTPRG, KCND2, ZNF260, CPE, GRID2, 
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SCD5, SPIDR, ZNF407, HCN3, TMEM50A, FKBP1A, TLE4, SP1, SLC44A1, and 

MYOM3 located on different chromosomes as putative quantitative trait loci (QTL) 

related to growth and linear type traits in Akkaraman sheep. It is noteworthy that most 

of the significant SNPs were found at very low frequencies, which could indicate a 

spurious association.  

Because of the putative functional effect of the CYP7B1 gene on body reserves, we 

decided to isolate the gene to look for the polymorphisms that could be involved in 

growth traits. Therefore, all the exons of the CYP7B1 gene were isolated, as well as 996 

bp of the promoter region. None of the 15 polymorphisms detected produced amino acid 

changes. Six polymorphisms were located in the promoter region, including a 22 bp 

insertion (indel (-58)) in the promoter at -58 bp from the TSS, as well as modifying 

transcription factor-binding motifs. No TATA box-like sequences were found in the 

human CYP7B1 gene promoter, whose transcription is activated through SP1-type 

elements (Wu et al., 1999). According to the literature, there is a CpG island of 1200 bp 

that includes exon 1 and 600 bp of the promoter region, and the region between bases -

291 and +189 from the TSS is critical for its transcription. Accordingly, SNP5 (-63) was 

predicted to modify an SP1 consensus site and also the indel (-58). In this study, five 

CYP7B1 polymorphisms were selected for validation due to their location near the TSS 

of the gene that could alter the transcription factor-binding sites and consequently the 

gene expression rate. The SNP association studies demonstrated that SNP3 (-114), SNP5 

(-63), the indel (-58) and polyC (-25) were associated with GR, and the indel (-58) was 

also associated with BCS. These results were confirmed by the haplotype analysis and 

showed that animals carrying two copies of H2 (G-C-A-Ins22-C7 for SNP3 (-114)- 

SNP4 (-97)- SNP5 (-63)- indel (-58)- polyC (-25)) had lower GR compared to animals 

with one or no copies (P < 0.05). One outstanding finding was that the Ins22 and A 

alleles for the indel (-58) and SNP5 (-63) polymorphisms were, respectively, the alleles 

associated with a lower GR, and were predicted to modify the SP1 consensus sites. On 

the contrary, the H12/H12 diplotype implied a higher GR than diplotypes with one or 

no copies. H12 (G-C-G-N-C8) had the alleles of polymorphisms SNP3 (-114), SNP5 (-

63), indel (-58) and polyC (-25), associated with an increased GR. According to the 

"Animal QTL database" (https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/index), no 
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QTLs/eQTLs related to growth traits have been described in an interval of 10 Mb being 

the CYP7B1 gene located in the middle of this interval. 

Because of the putative modification of the TF consensus sites, we further explored the 

CYP7B1 expression by RT-qPCR. The statistical analysis considered the number of days 

of concentrate enriched with dl-α-tocopheryl acetate intake as a fixed effect because our 

previous work had demonstrated that vitamin E supplementation causes different 

responses in gene expression (González-Calvo et al., 2017). The present research work 

demonstrated that CYP7B1 expression was affected by SNP5 (-63). The A allele caused 

a modification of SP1 and Adf-1 binding consensus sites, and could, thus, affect the 

gene expression rate. No effect was found for the indel (-58), but genotypes were 

unbalanced in the population studied with 28, 15 and 4 ewes being homozygous without 

the insertion, and heterozygous and homozygous with the insertion, respectively. The 

haplotypes analyses confirmed these results and showed that the CYP7B1 expression 

appeared to vastly differ between animals with two copies of the H3 haplotype (n = 3; 

G-C-A-Ins22-C7) and the animals with one (n = 16) or no copies (n = 28). However, 

there were only three homozygous ewes for this haplotype. Furthermore, the CYP7B1 

expression was 1.76-fold higher in the ewes with no copies than for the animals with 

one copy.  

In this research, the animal model for validation differed from that of the association 

analysis, mainly because of animals’ age and sex. The gene expression studies used male 

lambs slaughtered at 75.20 ± 1.84 days, while the association studies included adult 

ewes managed according to the local traditional system. Despite these possible 

limitations, the results still demonstrated the involvement of the CYP7B1 gene promoter 

in the variability of GR and BCS traits in the Rasa Aragonesa ewes. This is the first 

study demonstrating the association between some polymorphisms in the CYP7B1 gene 

promoter and growth traits in sheep. 
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Supplementary material: 

Supplementary Table S1. Primer sequences, amplified exon (site), annealing 
temperatures (AT), and amplification fragment sizes for isolation of CYP7B1. 
Fragm
ent Site Primer Sequence (5' -> 3') 1 AT 

(ºC)2 
Size 
(bp) 

1 Promoter F:CCTGGCGCTTCTGGAACG 57 923 
R:TACCTGCTCAGTCATGTGGG 

2 Promoter-exon 1 F:AGGGGAAGCTTTGTGTCAAC 57 669 
R:CCCTTCTCTTGGGCCTTTAG 

3 Exon 2 F:AACAACATTAAAGAAAAGGTGAGAAA 55 276 
R:GGATAAATGACCCACAGGTGTT 

4 Exon 3 F:CAAGGTCGCCATTTTGTCTT 55 847 
R:GGAAACATGTAGTGGAATTTTGAA 

5 Exon 4 F:TGTGTCCTCCACCTCTTGGT 55 399 
R:GGCTGGGTCTGTGTCCTAAC 

6 Exon 5 F:GGAAGGAATGTGCTTGCAG 55 299 
R:AAATGAGAGTACTTTTCAAGAGCAG 

7 Exon 6 F:GGCATCTTTAAAACAAACAAAGC 55 492 
R:TTAAGATGGGCAAGGAGAGC 

1 F: forward; R: reverse.  
2 AT: annealing temperature. 

Supplementary Table S2. Genes and forward (F) and reverse (R) primers used for 
relative quantification by real-time quantitative PCR from liver lambs. 

Ampli-
con 
(bp) 

RT-qPCR conditions1 

Gene2 Forward and reverse primers AT 
(ºC) [nM] E R2 

CYP7B1 
F:5'-TGCTGGTCTTGTGCCTGAG-3' 
R:5'-CCAAAGTAAGGAAGCCAGCC-3' 82 60 600/600 1.98 0.99 

GUSB 
F: 5′-GCTTCGAGCAGCAGTGGTA-3′ 
R: 5′-CACGTCGTTGAAGCTGGAC-3′ 86 60 600/600 1.99 0.99 

RPL19 
F: 5′-CAACTCCCGCCAGCAGAT-3′ 
R: 5′-CCGGGAATGGACATGCACA-3 76 60 200/200 1.97 0.99 

RPL37 
F: 5′-GAAGTCGACCTGTGGCAAGT-3′ 
R: 5′-CTCATTCGACCAGTCCCAGT-3′ 105 60 900/900 1.97 0.99 

1RT-qPCR conditions: AT = annealing temperature; nM = primer concentrations; E = 
amplification efficiency; R2 = correlation coefficient.  
2CYP7B1 = Cytochrome P450 Family 7 Subfamily B Member 1; RPL37 = ribosomal protein 

L37; RPL1 9= ribosomal protein L19; GUSB = β-glucuronida 
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Supplementary Table S3. Haplotypes frequency for haplotype: Single Nucleotide 
Polymorphism (SNP) 3 (-114)-SNP4 (-97)-SNP5 (-63)-indel (-58)-polyC (-25) in the 
225 ewes and 48 lambs. 

1Ins22 indicates the allele with the insertion of 22 bp, otherwise N as normal allele. C7 
and C8 indicate alleles with 7 and 8 cytosine repetitions, respectively.  

Id haplotype Alleles haplotype1 Frequency 

H1 A-A-A-Ins22-C7 0.025 
H2 G-C-A-Ins22-C7 0.285 
H3 G-C-G-Ins22-C7 0.012 
H4 A-C-A-N-C7 0.017 
H5 A-C-G-Ins22-C7 0.002 
H6 G-C-A-N-C7 0.030 
H7 A-C-A-Ins22-C7 0.005 
H8 G-C-G-N-C7 0.005 
H9 A-A-A-Ins22-C8 0.015 
H10 A-C-G-Ins22-C8 0.005 
H11 A-C-A-Ins22-C8 0.012 
H12 G-C-G-N-C8 0.448 
H13 G-C-A-Ins22-C9 0.002 
H14 G-C-G-Ins22-C8 0.015 
H15 A-C-A-N-C8 0.050 
H16 G-A-G-N-C8 0.012 
H17 G-C-A-N-C8 0.025 
H18 A-C-G-N-C8 0.007 
H19 G-C-A-Ins22-C8 0.002 
H20 A-C-A-N-C9 0.007 
H21 G-C-G-Ins22-C9 0.007 
H22 A-A-A-Ins22-C9 0.010 
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Supplementary Table S4. Frequency of the genotypes for the polymorphisms located 
in the 5’ region of the gene CYP7B1 in the lamb’s population for the functional studies 
(n=48). 

Polymorphism Genotype 
 SNP3 (-114)1 G/G A/G A/A 

0.83 0.17 0 
SNP4 (-97) C/C C/A A/A 

1 0 0 
SNP5 (-63) A/A A/G G/G 

0.28 0.36 0.36 
Indel (-58)2 N/N N/Ins22 Ins22/Ins22 

0.60 0.32 0.08 
PolyC (-25)3 C7/C7 C7/C8 C8/C8 

0.28 0.36 0.36 

1SNP: Single Nucleotide Polymorphism 
2Ins22 indicates the allele with the insertion of 22 bp, otherwise N as normal allele. 
3C7, and C8 indicate alleles with 7, and 8 cytosine repetitions, respectively. 

Supplementary Table S5. Haplotypes frequency for the polymorphisms Single 
Nucleotide Polymorphism (SNP) 3 (-114)-SNP4 (-97)- SNP5 (-63)-indel (-58)-polyC (-
25) of the CYP7B1 gene in the lamb’s population for the functional studies.

1Ins22 indicates the allele with the insertion of 22 bp, otherwise N as normal allele. C7 and C8 indicate 
alleles with 7 and 8 cytosine repetitions, respectively.  

Haplotype1 Frequency 

H1 (G-C-A-N-C7) 0.03 
H2 (G-C-G-N-C8) 0.53 
H3 (G-C-A-Ins22-C7) 0.22 
H4 (G-C-A-N-C7) 0.17 
H5 (A-C-A-Ins22-C7) 0.01 
H6 (A-C-G-N-C8) 0.03 
H7 (G-C-G-Ins22-C8) 0.01 
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Supplementary Figure S1. Multidimensional scaling (MDS) analysis performed with 

184 076 Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) after pruning in the 225 ewes. 

Supplementary Figure S2. Linkage disequilibrium plot among the five polymorphisms 
in ewes: 1 (polyC, -25); 2 (indel, -58); 3 (Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 5, -
63); 4 (SNP4, -97); 5 (SNP3, -114). The linkage disequilibrium (LD) colour scheme and 
values correspond with the D’ and r2 parameters, respectively. Strong LD (D’ = 1, 
logarithm of odds (LOD) ≥ 2) is indicated in red. Red indicates varying degrees of LD 
with lighter shades displaying less than darker shades (D’ < 1, LOD ≥ 2), and white 
indicates low LD (D’< 1, LOD < 2). 
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Supplementary Figure S3. Gene expression stability of genes CYP7B1, GUSB, 

RPL37 and RPL19 using NormFinder in lambs’ liver tissue. 
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Supplementary Materials* 

Supplementary Table S1. Characteristics of Reverse Transcription Quantitative real-

time PCR (RT- qPCR) for validation of RNA-seq for each gene. 

Supplementary Table S2. Descriptive statistics of RNA-seq. Results of the sequencing 

reads trimming and alignment to the reference genome Texel Oar_v3.1 for each of the 

samples in the hypothalamus (HT) and pars tuberalis (PT). 

Supplementary Table S3. Differentially expressed genes (DEGs) in the hypothalamus 

through the comparison between follicular and anoestrus phases. 

Supplementary Table S4. DAVID Functional Annotation Clustering of Differential 

Expressed genes between follicular and anoestrus phases in hypothalamus. Only clusters 

with an enrichment value higher than 1.3 are shown. 

Supplementary Table S5. Top 30 most enriched Gene Ontology (GO) between 

follicular and anoestrous phases in the hypothalamus. 

Supplementary Table S6. Top 30 most enriched Gene Ontology (GO) between luteal 

and anoestrous phases in the hypothalamus. 

Supplementary Table S7. Top 30 most enriched Gene Ontology (GO) between 

follicular and anoestrous phases in the pars tuberalis. 

Supplementary Table S8.  Top 30 most enriched Gene Ontology (GO) between luteal 

and anoestrous phases in the pars tuberalis. 

Supplementary Fig. S1. Gene stability using NormFinder in: A) hypothalamus; B) pars 

tuberalis tissues. 

 

*Para visualizar el material suplementario, se puede acceder a través del siguiente link: 

https://www.tandfonline.com/doi/suppl/10.1080/10495398.2022.2155174?scroll=top&

role=tab&aria-labelledby=suppl  
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Supplementary Materials* 

Supplementary Figure 1. Pearson's pairwise correlation matrix between variables 

(Age; live weight, LW; Body condition score, BCS; testicular diameter, TD; sexual 

activity phenotype as the sum of mounts and services; and medium plasmatic 

testosterone) from the first sexual behavior pen test. Color intensity and the size of the 

circle are proportional to the correlation coefficients. Negative/positive correlations: 

red/blue. 

Supplementary Figure 2. Tree-based regression plot for the mounts and services 

phenotype using the “Party package” taking into account all the variables (Age, BCS, 

LW, testosterone and testicular diameter). Node 3: subpopulation of rams with BCS ≤ 3 

and age ≤ 2.521; node 4: subpopulation of rams with BCS > 3 and age ≤ 2.521; node 5: 

subpopulation of rams with age > 2.521 

Supplementary Figure 3. Principal component analysis (PCA).  Representation of the 

variables (Body condition score, BCS; live weight, LW; testicular diameter, TD; Age; 

sexual activity phenotype as the sum of mounts and services; and medium plasmatic 

testosterone) on the correlation circle with contributions of variables to Dim 1 and Dim 

2.  

Supplementary Figure 4. Volcano plots in which the x-axis represents multiple of 

genes expression between the two conditions and the y-axis represents the statistical 

significance of gene expression differences. a) Hypothalamus; b) Pineal gland. Red: 

padj<0.05, Orange: |log2FC |>1, green if both. 

Supplementary Figure 5. Gene stability using NormFinder in a) Pineal gland; b) 

hypothalamus tissues. 

Supplementary Table 1. Differentially expressed genes (DEG) in the hypothalamus 

through the comparison between active and nonactive rams 

Supplementary Table 2. DAVID Functional Annotation Clustering of Differential 

Expressed genes in active vs nonactive rams in hypothalamus 

Supplementary Table S3 Top 30 most enriched terms between the active vs nonactive 

rams for each tissue. 

* el material suplementario está disponible en línea en Journal of Animal Science via el 

siguiente link: https://academic.oup.com/jas/article-

abstract/doi/10.1093/jas/skac365/6795963
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Supplementary Materials* 

Supplementary Figure 1. Gene stability using NormFinder in blood samples 

Supplementary Table 1. Descriptive statistics of RNA-Seq. 

Supplementary Table 2. Top 30 most enriched terms between the active vs nonactive 

rams in the blood 

* el material suplementario está disponible en línea en Journal of Animal Science vía el

siguiente link: https://academic.oup.com/jas/article-

abstract/doi/10.1093/jas/skad098/7095688 
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La gestión de la estacionalidad reproductiva es una cuestión prioritaria para el 

sector ganadero del ovino de aptitud cárnica. La estacionalidad de la reproducción 

provoca limitaciones en la industria cárnica, siendo la principal de ellas la irregularidad 

del suministro de canales a lo largo del año lo que provoca una importante oscilación de 

los precios de venta.  Por tanto, el control de la estacionalidad reproductiva en ovino de 

carne se constituye como uno de los pilares básicos para fortalecer y mejorar la 

eficiencia de este sector. Sin embargo, en el contexto socioeconómico actual, y el 

concepto de producción animal “limpia, verde y ética” (“clean, green and ethical”) 

(Martin y Kadokawa, 2006), las prácticas de control de la reproducción de los animales 

deben evolucionar teniendo en cuenta no solo los objetivos de eficiencia y rentabilidad 

económica de los productores, sino también, cuestiones medioambientales, de bienestar 

animal y de seguridad alimentaria, relacionadas éstas últimas, con la protección de la 

salud humana y las crecientes exigencias de calidad por parte de los consumidores. Es 

necesario por lo tanto encontrar un compromiso entre los objetivos de producción de los 

ganaderos, las exigencias de los consumidores y las directrices actuales de preservación 

del medio ambiente, que requerirá líneas de actuación tanto sobre los sistemas de 

producción como sobre los criterios de selección de los animales de los Programas de 

Mejora Genética. Es en esta última línea, donde se enmarcan los objetivos de esta Tesis 

Doctoral, en la que la caracterización de la base genética de caracteres reproductivos es 

el principal objetivo, que surge como alternativa a la selección basada exclusivamente 

en criterios de producción. La mejora genética de la aptitud reproductiva de los animales 

en el contexto de la producción ovina de carne, puede lograr ambos objetivos, por un 

lado, incrementando la eficiencia de producción de las explotaciones ganaderas 

asegurando una producción de carne sostenida a lo largo del año y por otro 

proporcionando al consumidor un producto de calidad nutricional y sanitaria, libre de 

aditivos y de residuos de tratamientos hormonales. 

En este trabajo, el análisis de la base genética de los fenotipos de estacionalidad 

reproductiva en hembras, y de otras variables que influyen en la misma (CC, PV y TC), 

así como la capacidad de cubrición de los machos en la especie ovina, se ha abordado 

haciendo uso de las más modernas técnicas moleculares (genotipado de SNPs y 

secuenciación masiva) que permiten explorar el genoma e identificar genes y 

polimorfismos responsables de caracteres de interés. Estas herramientas genómicas, 
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podrían permitir una detección más precisa de los animales más fértiles en época de 

anestro estacional que son los que contribuirán a incrementar la eficiencia y rentabilidad 

de las explotaciones ganaderas de ovino de carne. 

En primer lugar, los estudios de asociación mediante la aproximación de genes 

candidatos permitieron asociar los polimorfismos encontrados en el gen candidato LEPR 

con los caracteres de estacionalidad reproductiva (DTA, CiP4 y CiC) en Rasa 

Aragonesa. Concretamente, los SNPs rs403578195 (predicho con un efecto deletéreo 

sobre la funcionalidad de la proteína) y rs405459906, localizados en los exones 8 y 20, 

respectivamente, se asociaron a una disminución del CiC, que osciló entre un 10 y 12% 

en los animales portadores del alelo G. Estos resultados confirman por primera vez la 

implicación del gen LEPR en la estacionalidad reproductiva de las ovejas. Hasta ahora, 

este gen se había asociado únicamente a la edad al primer parto en ovino (Juengel et al., 

2016b), que está relacionada con la primera activación del ovario. Por lo tanto, nuestros 

resultados apuntan a que las rutas genéticas implicadas en la entrada en pubertad y en la 

reactivación del ovario tras el anestro estacional podrían estar relacionadas. Por otra 

parte, el gen LEPR se relaciona con las reservas corporales y el PV (Paczoska-

Eliasiewicz et al., 2006), siendo ambos muy importantes para la activación del ovario 

en la pubertad, así como para la duración del anestro. En este sentido, varios estudios 

sugieren que el gen LEPR influye en la actividad de las neuronas GnRH y en la secreción 

de GnRH mediante una interacción cruzada con la kisspeptina (Elias, 2012), cuya 

expresión en el ARC se reduce notablemente durante el período no reproductivo y 

aumenta en la fase F del ciclo estral en ovejas expuestas a un fotoperíodo corto, lo que 

sugiere la participación de las neuronas kisspeptina en esta activación (Clarke et al., 

2009). 

Por otra parte, un estudio GWAS, permitió detectar con un umbral de 

significación a nivel genómico, una asociación entre una región del genoma que 

contiene el gen CD226 y los caracteres de estacionalidad reproductiva. Este gen codifica 

la proteína CD226 también conocida como DNAX accessory molecule-1 (DNAM-1), 

que es una glicoproteína de la superficie de las células natural killer (NK). Dicha 

proteína actúa como receptora y tiene la función de controlar la citotoxicidad de las 

células NK y la producción de interferón-γ contra una amplia gama de células 

cancerosas e infectadas por virus (De Andrade et al., 2014). Según la bibliografía, este 
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gen podría estar relacionado con la angiogénesis folicular y el desarrollo de ovocitos en 

humanos (Fainaru et al., 2010; Křížan et al., 2009; Lukassen et al., 2003). Se puede 

inferir, por tanto, que mutaciones en el gen CD226 podrían producir una alteración de 

la función de esta glicoproteína y, como consecuencia, alterar funcionalmente las células 

NK, produciendo una inhibición de la angiogénesis folicular. Por ello, se decidió 

confirmar los resultados del análisis GWAS utilizando un enfoque de gen candidato. 

Tras el aislamiento de los SNPs no sinónimos en la región codante del gen CD226 y su 

posterior genotipado, los resultados mostraron que el SNP rs404360094, localizado en 

el exón 3, presentó un gran efecto sobre los caracteres estudiados: un incremento entre 

un 42 y 50% de los DTA, una disminución entre un 15 y 19% del CiP4 y una 

disminución entre un 17 y 21% del CiC, en los animales homocigotos para el alelo A. 

Es importante señalar que Martinez-Royo et al., (2017) encontraron una correlación 

negativa entre DTA y CiP4 (r = -0,92; P < 0,0001), ambos fenotipos basados en los 

niveles de P4 en la sangre y relacionados con la función ovárica, mientras que las 

correlaciones con el carácter CiC, relacionado con actividad ovárica incluido el 

comportamiento estral fueron -0,72 y 0,61 con DTA y CiP4, respectivamente. Es 

necesario remarcar que los genotipos asociados a una menor CiC y mayor DTA (AA 

para CD226) se encontraron en baja frecuencia en la población (0,047 y 0,06 para los 

genotipos AA y CG, para los genes  CD226 y LEPR, respectivamente). Por lo tanto, 

una estrategia para incrementar la productividad del ovino de carne a través de 

programas de selección genética sería evitar dejar como reproductores a aquellos 

animales que presentan el genotipo/alelo asociado a una disminución del CiC y un 

incremento de los DTA. Otro punto a tener en cuenta es que en la población analizada 

no se utilizaron tratamientos hormonales, mientras que en las granjas comerciales sí 

que se utilizan rutinariamente para romper el anestro, sincronizar los partos y activar 

los machos de las explotaciones. Estos tratamientos hormonales o incluso de manejo, 

como el efecto macho, podrían producir interacciones y por lo tanto modificar los 

resultados de los genes analizados. En este sentido, sería interesante validar los 

resultados en poblaciones comerciales con registros de los tratamientos hormonales o 

de manejo que se lleven a cabo.  

En un estudio previo en Rasa Aragonesa con la misma población genotipada en 

este trabajo, se encontró el gen MTNR1A asociado a los fenotipos DTA, CiP4 y CiC
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(Calvo et al., 2018). En este caso el alelo que estaba en menor frecuencia (T), se 

encontraba asociado a una disminución de DTA e incremento de la CiC. Con el 

objetivo de estudiar la posible interacción entre los SNPs rs403212791 (MTNR1A), 

rs403578195 (LEPR) y rs404360094 (CD226), y corregir los efectos de los distintos 

genotipos de los SNPs sobre los fenotipos en el cálculo de las estimas de las LSMeans, 

se llevó a cabo un estudio de asociación para los fenotipos DTA y CiC, incluyendo los 

genotipos de los tres SNPs simultáneamente. Los tres SNPs mostraron asociación 

significativa con el fenotipo DTA, aunque el SNP rs403212791 (MTNR1A) no fue 

significativo para la CiC (p = 0,054) (Tabla 2), a diferencia de lo encontrado en el 

estudio de Calvo et al. (2018). Por otra parte, el SNP rs403578195 (LEPR) resultó 

significativo para el fenotipo DTA, mientras que en el estudio de Lakhssassi et al. (2020; 

manuscrito 1) sólo se encontró significativo para el fenotipo CiC. Estos resultados 

confirmaron los resultados obtenidos para estos tres marcadores (Calvo et al., 2018; 

Lakhssassi et al., 2021, 2020), aunque con pequeñas diferencias debido a la utilización 

de un modelo que incluye los 3 SNPs analizados. 

Es destacable que ningún animal con genotipo AA (asociado a un incremento de 

DTA y disminución de CiC) para el rs404360094 (CD226) presentó el genotipo GC para 

el SNP del gen LEPR (asociado a un incremento de DTA y disminución de CiC). En el 

caso del gen MTNR1A, de los 17 animales con el genotipo TT (asociado a la disminución 

de DTA y aumento de CiC), sólo una oveja presentó el genotipo AA para el 

rs404360094. Sin embargo, de los animales con el genotipo heterocigoto para el SNP 

del gen LEPR (n = 29) 20 presentaron el genotipo CT para el gen MTNR1A, que se 

asoció a un fenotipo intermedio para DTA. Por otra parte, únicamente la interacción de 

los tres SNPs fue significativa para DTA (p = 0,033), mientras que las interacciones por 

pares no resultaron significativas en ninguno de los modelos analizados. En la tabla 

siguiente se indican los contrastes que resultaron significativos en el efecto fijo de la 

interacción de los tres SNPs (Tabla 3).  
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Tabla 2. Prueba tipo III para los efectos de condición corporal (CC), peso vivo (PV), 

edad (E), y SNPs rs403212791 (MTNR1A), rs403578195 (LEPR) y rs404360094 

(CD226) utilizando los datos de los fenotipos de estacionalidad días totales de anestro 

(DTA) y ciclicidad por progesterona (CiC) de las ovejas Rasa Aragonesa. También se 

muestran las medias de mínimos cuadrados (LSMeans) y los errores estándar de los 

polimorfismos de los 3 SNPs en los datos del fenotipo (F) de estacionalidad en ovejas 

Rasa Aragonesa. Letras distintas indican diferencias significativas a, b: p < 0,05; c,d: p 

< 0,01 

SNP 
P valor 

F CC PV E SNP LSMeans SNP 
CC TC TT 

rs403212791 
(MTNR1A) 

DTA 0,249 <0,001 0,547 <0,001 100,7±6,1c 83,4±6,09c 64±11,94d 

CiC 0,282 <0,001 0,129 0,054  0,37±0,03 0,42±0.03 0,47±0,06 

CC GC GG 
rs403578195 

(LEPR) 
DTA 0,249 <0,001 0,547 0,018 72,4±5,1a 93±5,56b - 

CiC 0,282 <0,001 0,129 0,015 0,47±0,02a 0,37±0,04b - 

GG AG AA 
rs404360094 

(CD226) 
DTA 0,249 <0,001 0,547 0,002 70,4±6,02c 68,6±6,08c 109,1±12,16d 

 CiC 0,282 <0,001 0,129 0,003 0,47±0,03c 0,48±0.03c 0,30±0,06d 

Tabla 3. Diferencias de las medias de mínimos cuadrados (LSMeans) y los errores 

estándar de los contrastes que resultaron significativos para la interacción de los SNPs 

rs403212791 (MTNR1A), rs403578195 (LEPR) y rs404360094 (CD226) con el 

fenotipo de días totales de anestro (DTA) 

Contraste1 LSMeans DTA ES p - valor 
CC-CC-AA vs CC-CC-AG 55,051 14,38 0,019 
CC-CC-AA vs CT-CC-AG 58,635 14,46 0,008 
CC-CC-AA vs CT-CC-GG 66,921 14,59 0,001 
CC-CC-AA vs TT-CC-GG 89,821 20,33 0,002 
TT-CC-GG vs CC-GC-AG -86,974 24,52 0,047 

1El orden de los genotipos corresponden a los SNPs rs403212791 (MTNR1A), rs403578195 (LEPR) y 

rs404360094 (CD226) 
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En los contrastes significativos se puede observar que el genotipo AA del gen 

CD226 incrementa los días en anestro, con respecto a los otros dos genotipos del mismo, 

y a los diferentes genotipos del gen MTNR1A, por lo que este genotipo del gen CD226 

podría tener un efecto dominante sobre los diferentes genotipos del gen MTNR1A. Por 

otra parte, en el último contraste en el que no aparece el genotipo AA del gen CD226, 

se observa que la combinación del genotipo CC del MTNR1A  junto con el GC del 

LEPR incrementa los DTA. Estos análisis conjuntos de los 3 SNPs que afectan a la 

estacionalidad reproductiva son preliminares, ya que la población analizada es pequeña, 

y no se encuentran representadas todas las combinaciones de genotipos posibles. Sin 

embargo, estos resultados sugieren el interés de validar los mismos en una población 

diferente y con un mayor número de individuos. Estos SNPs podrían utilizarse junto con 

otros SNPs ya caracterizados en Rasa Aragonesa asociados a caracteres relacionados 

con la eficiencia reproductiva, como la prolificidad o la estacionalidad reproductiva 

(Calvo et al., 2020b). En este sentido, en Rasa Aragonesa y otras razas explotadas en 

Aragón, se está utilizando un panel de 192 SNPs para asignación de paternidad de la 

reposición: 159 SNPs para la asignación de paternidad (Calvo et al., 2020b), y 33 

funcionales. Entre los SNPs funcionales se incluyen los de resistencia al scrapie 

(codones clásicos del gen Prnp), los alelos de prolificidad del gen BMP15, el SNP del 

gen MTNR1A, así como los SNPs del gen LEPR, incluyendo desde el año pasado el SNP 

localizado en el gen CD226. Recientemente, un análisis de asociación GWAS con los 

192 SNPS en 4.010 ovejas, pertenecientes a 16 explotaciones de Rasa Aragonesa con 

fenotipos registrados para caracteres reproductivos, se encontró el SNP rs596133197 

localizado en el exón 7 del gen LEPR, y que producía un cambio aminoacídico predicho 

como deletéreo, asociado a un incremento de la prolificidad (Lakhssassi et al., 2023). El 

efecto del SNP rs596133197 sobre la prolificidad fue modesto en heterocigosis +0,09 ± 

0,03 (p = 0,011; n = 300), mientras que en homocigosis su efecto fue de +0,60 ± 0,2 (p 

= 0,006), aunque se debe puntualizar que sólo hay 18 partos de 8 animales. Sin embargo, 

antes de su utilización para la preselección de reproductores (SAM) habría que 

considerar si el alelo asociado al incremento de la prolificidad se asocia a una mayor 

estacionalidad reproductiva ya que, aunque este SNP no resultó significativo para los 

fenotipos de estacionalidad reproductiva (manuscrito 1), presento un MAF 0,02, con 
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sólo 11 animales en heterocigosis con 10,2 días más de anestro que los homocigotos CC. 

Estos resultados confirman la implicación del gen LEPR en caracteres reproductivos. 

Uno de los factores que más inciden en la estacionalidad reproductiva es la CC. 

Como se ha comentado previamente, ovejas de Rasa Aragonesa, con una CC inferior o 

igual a 2,5 presentaron 113 días de anestro, frente a los 64 días de anestro de aquellas 

de ovejas con una CC igual o superior 2,75 (Forcada et al., 1992). En la población 

utilizada para los estudios con caracteres de estacionalidad reproductiva (Grupo 

experimental 1), se analizó la influencia de la CC, el PV y la edad sobre la estacionalidad 

reproductiva, tomando como fenotipo los DTA, siendo la CC y el PV por orden de 

importancia, las variables que más se correlacionan con los DTA, y por lo tanto con la 

estacionalidad. Un análisis de regresión entre la variación de la CC y DTA, mostró una 

reducción de unos 56 días por cada punto que se gana en CC. Es decir, unos 14 días 

menos de anestro por cada cuarto de punto más de CC (Figura 14; Alabart, 

comunicación personal). 

Figura 14. Días totales de anestro (DTA) en ovejas de diferente condición 

corporal media (CC) durante los años 2011 y 2012
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Debido a la implicación de los caracteres de crecimiento sobre la estacionalidad 

reproductiva, se llevó a cabo un estudio GWAS para buscar en el genoma variantes 

asociadas a los caracteres PV, CC y TC. En el cromosoma 9 ovino y próximo al gen 

CYP7B1, se encontró un SNP, OAR9_42035112, con significación a nivel genómico 

para el carácter TC. CYP7B1 es un gen relacionado con el metabolismo de los 

oxisteroles, y concretamente con su inactivación y posterior conversión en ácidos 

biliares. Los oxisteroles son mediadores clave en la homeostasis lipídica y del colesterol 

(Guillemot-Legris et al., 2016). En individuos obesos, se han encontrado bajos niveles 

de expresión de este gen (Worthmann et al., 2017). Este gen era el único candidato con 

función conocida que pudiese estar relacionada con el carácter TC contenido en un 

intervalo de 0,5 Mb a ambos lados del SNP asociado significativamente con el carácter. 

Para profundizar más en el posible papel de las variantes de este gen sobre el carácter 

TC, se aisló y secuenció la totalidad del gen, encontrando una inserción de 22 pares de 

bases y otros polimorfismos en la región promotora del mismo que producía una 

modificación de los sitios de unión de factores de transcripción, lo cual podría tener una 

influencia directa sobre la tasa de expresión del gen.  

Los estudios de asociación confirmaron los resultados de GWAS, relacionándose 

los genotipos de la inserción de 22 pb (localizada a -58 nucleótidos del sitio de inicio de 

la transcripción; indel (-58)), un polyC (-25), y dos SNP A/G (SNP3 (-114) y SNP5 (-

63)), asociados con el fenotipo TC, mientras que sólo el indel (-58) se asoció con la CC. 

Los análisis de expresión génica mostraron que el SNP5 (-63) y el polyC (-25) 

localizados en las posiciones del genoma Rambouillet 1.0 OAR9: OAR9: g. 45801539 

y OAR9: g.45801510, respectivamente, afectaban a la tasa de expresión del gen, de 

manera que los niveles de expresión de CYP7B1 en los corderos AA (n = 13) y GG (n = 

17) fueron 2,9 y 3,2 veces mayores que los de los corderos AG (n = 17) para el SNP5 (-

63). El alelo A del SNP5 (-63) produce una modificación del sitio de unión de factores 

de transcripción SP1 y el sitio consenso de unión de Adf-1, pudiendo por tanto explicar 

los cambios observados en la tasa de expresión del gen. Sin embargo, no se encontró 

efecto significativo para la indel (-58) sobre la expresión del gen CYP7B1 a pesar de ser 

el polimorfismo que mayor impacto mostró in silico respecto a la modificación de sitios 

de unión de factores de transcripción, quizás debido a que no todos los genotipos estaban 

igualmente representados en la población analizada. En futuros trabajos, será necesario 
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incrementar el número de animales en las poblaciones de estudio, para validar los 

resultados encontrados de expresión génica, e incrementar también los genotipos de 

SNPs en baja frecuencia que en la población estudiada se encontraron muy 

descompensados para la indel (-58): 28 ovejas homocigotas sin la inserción, 15 

heterocigotas con la inserción y 4 homocigotas con la inserción. 

Cabe destacar que los estudios de expresión génica se hicieron con corderos 

sacrificados a los 75,20 ± 1,84 días, mientras que los estudios de asociación incluyeron 

ovejas adultas manejadas según el sistema tradicional local. A pesar de estas posibles 

limitaciones, los resultados demostraron la implicación de los polimorfismos del 

promotor del gen CYP7B1 en la variabilidad observada para los caracteres TC y CC en 

las ovejas Rasa Aragonesa. Aunque el efecto encontrado es pequeño, y se trata de 

caracteres poligénicos, regulados por un número considerable de genes, estos SNPs 

podrían servir como marcadores genéticos potenciales en Programas de Mejora 

Genética en ovino para la mejora de características de crecimiento que podrían tener una 

influencia significativa sobre los caracteres reproductivos. 

Con el objetivo de identificar nuevos genes y rutas metabólicas implicadas en la 

estacionalidad reproductiva en hembras, y la capacidad de cubrición en machos, se 

llevaron a cabo estudios de secuenciación masiva del transcriptoma. En el caso de las 

hembras, el análisis de RNA-Seq se realizó en animales en diferente fase ovárica (F, L 

o AR) y en dos tejidos clave en la estacionalidad reproductiva y los ritmos circadianos,

el HT y el PT. El objetivo de este análisis fue detectar genes y rutas moleculares que 

pudiesen estar implicadas en las diferentes fases ováricas y que por lo tanto influyeran 

en la activación o inactivación del ovario, y en consecuencia estar relacionados con la 

estacionalidad reproductiva. Estos estudios permitieron detectar 72 y 3 GDEs en las 

comparaciones entre las fases F vs. AR y L vs. AR, respectivamente, en el HT. Los genes 

HTR2B, ITPR3, LTA4H y PTGIS mostraron una subexpresión en la fase F comparada 

con la AR en el HT. La relación de estos genes con el comportamiento estral ya había 

sido descrita en bovino lechero (Kommadath et al., 2011). El análisis de enriquecimiento 

funcional de la comparación F vs. AR mostró un enriquecimiento significativo de la ruta 

KEEG de señalización de la oxitocina (ITPR3, KRAS, MYL9, y MYLK). La oxitocina 

regula el eje hipotálamo-pituitaria-adrenal relacionado con la modulación del 

comportamiento en respuesta al estrés y al comportamiento social (Neumann, 2002). En 
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cuanto al PT, 6 y 4 genes fueron GDEs en las comparaciones de las fases F vs. AR y L 

vs. AR, respectivamente. En la comparación F vs. AR, entre los GDEs sobreexpresados 

se encuentran los genes ITLN, DDC o PCDH15. El ITLN se expresa en múltiples tejidos, 

incluido el cerebro y los tejidos reproductivos, como la placenta y el ovario (French et 

al., 2009). El gen DDC se ha relacionado con la regulación de la LH (necesaria para el 

crecimiento folicular) y juega un papel importante en la plasticidad neuronal (Veilleux 

et al., 2018). PCDH15 estuvo sobreexpresado en anestro, siendo importante para el 

mantenimiento y la función de las células fotorreceptoras (Ahmed et al., 2003). 

Igualmente, la expresión de PCDH15 también se ha encontrado asociada a variaciones 

en el transportador presináptico de serotonina (SERT) y a los niveles de serotonina en 

el mesencéfalo y el hipocampo (Ye et al., 2014). En este sentido, la serotonina es un 

modulador del sistema nervioso central y la fisiología periférica, incluido el 

comportamiento sexual femenino. Recientemente, en un estudio GWAS llevado a cabo 

en 147 ovejas de Rasa Aragonesa que tenía como objetivo identificar regiones 

genómicas y/o genes asociados con la activación ovárica de ovejas en las que coincidía 

el anestro de lactación y el estacional, mediante el chip de alta densidad de Illumina HD 

Ovine Beadchip (600K), se anotó este gen en una de las regiones significativas para el 

carácter AIM (en anestro a la introducción del macho) (datos no publicados). Este 

fenotipo consistió en medir el nivel de P4 en sangre durante 5 tomas, muestreadas en un 

intervalo semanal desde el destete (46,1 ± 4,9 días) en primavera hasta la introducción 

de machos, y se categorizaron los animales como 0 (anestro total) o 1 (al menos una 

medida de P4 superior al umbral de 0,5 ng/ml).  

En el mismo sentido, el análisis de enriquecimiento con GSEA reveló múltiples 

vías relacionadas con la neurotransmisión y la plasticidad neuronal. Estos resultados 

muestran que algunos de estos genes podrían ser claves en la entrada o salida del anestro 

estacional de las ovejas, constituyéndose en genes candidatos interesantes para la 

búsqueda de polimorfismos que pudieran estar relacionados con la estacionalidad 

reproductiva. Los resultados del estudio masivo del transcriptoma sugieren también que 

una pequeña parte de la variación en la expresión génica en el PT se debe al tipo de fase 

ovárica o a la respuesta de fase ovárica. Sin embargo, la magnitud de las diferencias de 

expresión génica entre las fases reproductivas alternativas F y L fue mayor que en HT. 
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No obstante, este estudio revela nuevos genes candidatos implicados en las transiciones 

de las etapas reproductivas en ovejas estacionales. 

Como se ha indicado previamente, la actividad sexual del macho juega un papel 

decisivo en el desarrollo de la actividad sexual anual de las hembras (Delgadillo et al., 

2008). En este sentido resulta interesante profundizar en la base genética de esta 

activación sexual en los machos, mediante análisis de expresión diferencial del 

transcriptoma con el fin de detectar genes sobre o subexpresados asociados al 

comportamiento sexual de los moruecos. Este trabajo tuvo como objetivo determinar los 

posibles mecanismos moleculares que subyacen al comportamiento sexual de los 

moruecos de Rasa Aragonesa, investigando los cambios transcripcionales en el HT, PT, 

GP y sangre entre machos con diferente comportamiento sexual o capacidad de 

cubrición. Mediante los test de aprisco, se categorizaron los animales en función de su 

capacidad de cubrición (A y NA) de forma natural sin inducción de la actividad sexual 

mediante fotoperiodos largos de luz o melatonina, siendo la edad y la CC factores clave 

en esta actividad. Cabe destacar que, aunque la testosterona se ha considerado en 

muchos estudios como andrógeno predominante para expresar y mantener la libido en 

machos (Perkins y Roselli, 2007), en este estudio, las diferencias observadas en el 

comportamiento sexual entre moruecos no se debieron a diferencias en la concentración 

de esta hormona. Los resultados de RNA-Seq revelaron 103 y 12 GDEs en el HT y el 

GP, respectivamente, de machos con diferente comportamiento sexual. Sin embargo, no 

se encontraron GDEs en el PT. La anotación funcional y el análisis de enriquecimiento 

de vías metabólicas mostraron que los GDEs de HT se enriquecieron principalmente en 

interacciones neuroactivas de ligando-receptor y vías de señalización, incluidos genes 

candidatos notables como MTNR1A, CHRNA2, FSHB, LHB, GNRHR, AVP, PRL, 

PDYN, CGA, GABRD y TSHB, que juegan un papel crucial en el comportamiento sexual. 

Todos estos genes estaban sobreexpresados en los machos A y subexpresados en los 

machos NA, lo que puede explicar el comportamiento sexual pasivo de los animales NA 

hacia las ovejas sincronizadas. Además, algunos de estos genes estaban enriquecidos en 

las vías de señalización de GnRH y cAMP, sabiendo que la transducción de señales de 

GnRH en el cerebro influye en el comportamiento sexual de los animales (Foster et al., 

2006; Zohar et al., 2010), mientras que la vía de señalización de cAMP activada por el 

factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) ha demostrado ser un actor 
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fundamental en la neuroplasticidad (Reierson et al., 2011). En cuanto al gen MTNR1A, 

recientemente Abecia et al. (2020) observaron un aumento del rendimiento sexual en 

primavera de moruecos de Rasa Aragonesa que portaban ciertas mutaciones en los SNPs 

clásicos del gen (RsaI y MnlI, en las posiciones g.17355458 C > T y g.17355452 G > A, 

respectivamente). Según los mismos autores, el genotipo TT en la posición g.17355458 

C > T, y el GG en la posición g.17355452 G > A, tenían un efecto positivo sobre el 

rendimiento sexual de los moruecos (Abecia et al., 2022). En nuestra población de 

machos, no se han observado variaciones de la frecuencia de estos dos genotipos y otros 

del gen MTNR1A entre grupos de machos A y NA, por lo que la variación de la expresión 

encontrada no parece ser debida a SNPs que pudiesen variar la tasa de expresión. En 

cuanto a los GDEs en la GP están implicados en la vía de señalización de neuropéptidos 

(MCHR1, NPY y TAC1), la actividad hormonal (NPY y PRL) y las interacciones 

neuronales (MCHR1, NPY, PRL y TAC1). Por lo tanto, estas vías en conjunto pueden 

jugar un papel importante en la regulación del comportamiento sexual en machos de 

Rasa Aragonesa a través del eje hipotálamo-pituitario-gonadal.  

Por otro lado, los análisis mediante GSEA en HT, PT y GP mostraron vías 

potenciales, dominadas principalmente por la categoría de procesos biológicos, que 

podrían ser responsables de las diferencias en el comportamiento sexual observado en 

los moruecos. En la HT, la vía del “nuclear speck” (GO:0016607), relacionada con 

grupos de gránulos intercromáticos, y que facilita la regulación integrada de la expresión 

génica fue enriquecida (Galganski et al., 2017). La segunda vía de enriquecimiento fue 

la vía del constituyente estructural del ribosoma (GO:0003735). Los genes que codifican 

esta vía están implicados en el proceso de traducción, la formación del ARN de 

transferencia que actúa durante la síntesis de proteínas y la biogénesis del ribosoma (Xue 

et al., 2020). Entre estos genes, encontramos que MRPL35, RPL15, RPS27A, RPS27 y 

RPL35A estaban todos asociados con las funciones de los ribosomas. El mal 

funcionamiento de los ribosomas afectará a la traducción de los ARNm. En este 

contexto, cualquier posible disfunción de los ribosomas puede comprometer el 

comportamiento sexual de los moruecos. El transporte de proteínas intracelulares 

(GO:0006886) y el proceso de especificación de patrones (GO:0007389) se 

enriquecieron dentro del PT. El transporte intracelular de proteínas implica una red de 

compartimentos membranosos conectados por vesículas de transporte y otras estructuras 
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de transporte, como el lumen del retículo endoplásmico y el complejo de Golgi, para el 

procesamiento postraduccional (Popescu, 2012). En cuanto a la GP, la vía de unión de 

factores de transcripción (GO:0008134) estaba muy enriquecida. Esta vía es importante 

para el control de las funciones neuronales y neuroendocrinas. Los factores de 

transcripción modulan la expresión génica uniéndose a regiones promotoras de genes o 

a regiones distales denominadas potenciadores (Boeva, 2016) implicadas en la 

regulación de eventos transcripcionales por ejemplo de la síntesis de melatonina, la 

hormona de la GP. Las vías de ubiquitinación de proteínas (GO:0016567) también 

estaban muy enriquecidas. El grupo de investigación de Klein (Klein, 2007; Klein y 

Moore, 1979) aportó pruebas de la implicación del sistema ubiquitina proteasoma en la 

regulación de la enzima limitante de la tasa de síntesis de melatonina, la AANAT. 

Los procesos de selección rara vez incluyen la evaluación del comportamiento 

sexual, como son las pruebas de capacidad de cubrición, debido a limitaciones de 

tiempo, mano de obra e instalaciones (Alexander et al., 2012). Como una alternativa 

innovadora a los métodos invasivos y laboriosos de las granjas, se estudió el 

transcriptoma de la sangre periférica, con el fin de identificar biomarcadores de 

comportamiento sexual in vivo que pudiesen ayudar a los ganaderos a detectar machos 

sexualmente activos, y también determinar la existencia de GDEs comunes en la sangre 

y en los tejidos del sistema nervioso analizados, asociados al comportamiento sexual 

de los machos, que de ser así, permitiría detectar en sangre aquellos GDEs claves para 

la activación sexual sin necesidad de sacrificar a los animales. Los animales incluidos 

en este estudio fueron los mismos que se utilizaron en el estudio del transcriptoma en 

el cerebro de los moruecos de Rasa Aragonesa.  

El análisis del transcriptoma de células sanguíneas reveló cuatro genes 

candidatos que mostraron una expresión diferencial entre machos A y NA. Los genes 

inhibidor de acrosina 1 y SORCS2 estaban sobreexpresados en machos A, mientras que 

los genes CRYL1 y la isoforma X47 de la cadena ligera lambda-1 de inmunoglobulina 

estaban subexpresados en estos mismos machos. No se encontraron GDEs comunes 

entre las muestras de sangre y las de los tejidos de HT, PT y la GP, de los mismos 

animales, a pesar de que algunos de los genes detectados en sangre (CRYL1 y SORCS2) 

también se expresan en el cerebro. Estos genes fueron validados en la población total de 

machos (n = 59) mediante RT-qPCR, en una muestra de sangre tomada en un momento 
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diferente a la utilizada para el estudio de RNA-Seq (n = 12). El gen SORCS2 está 

implicado en la regulación de la guía de axones dopaminérgicos y la apoptosis de 

neuronas sensoriales periféricas, además de interactuar con pro-BDNF/p75NTR y 

controlar la actividad de los receptores Trk. Sabiendo que el BDNF y su receptor, el 

receptor tirosina quinasa B (trkB), están relacionados con la plasticidad sináptica y están 

implicados en el comportamiento sexual en ratas macho (Sanna et al., 2019), los cambios 

en la expresión génica del gen SORCS2 en células de sangre periférica podrían reflejar 

cambios que ocurren en el cerebro y actuar como marcador del fenotipo de actividad 

sexual. El gen CRYL1 se asocia al comportamiento de búsqueda de apoyo emocional 

(Shimanoe et al., 2019) y a la activina A, que desempeña un papel importante en la 

modulación del control reproductivo neuroendocrino (Itman et al., 2009; Xia y 

Schneyer, 2009). Este gen resultó subexpresados en los machos A. Por lo tanto, los 

niveles de expresión del gen CRYL1 podrían constituirse como un biomarcador de un 

comportamiento sexual pobre.  

Debido a que se detectaron pocos GDEs en la sangre, resultó imposible su 

enriquecimiento vía DAVID. Sin embargo, el análisis GSEA reveló 428 vías de 

señalización, dominadas principalmente por procesos biológicos. El componente celular 

lisosoma (GO:0005764) fue el más enriquecido pudiendo estar implicado en la fertilidad 

y el comportamiento sexual, dado el papel crucial que juegan los lisosomas en la 

esteroidogénesis (Xie et al., 2006) y estando el gen SORCS2 relacionado con esta vía de 

señalización. También resultó enriquecida la vía de la regulación positiva de la cascada 

ERK1 y ERK2 (GO:0070374), que se han descrito en varios estudios como moduladores 

esenciales de la regulación hipotalámica y de la producción de gonadotropinas 

hipofisarias mediada por GnRH, y asociada a fenotipos reproductivos como la fertilidad 

(Bliss et al., 2009; Liu et al., 2002; Nekrasova et al., 2005; Saba-El-Leil et al., 2003). 

Estos resultados proporcionan nuevas pistas para comprender la regulación molecular 

del comportamiento sexual de los machos. Nuestro estudio demuestra que múltiples 

redes y vías orquestan el comportamiento sexual en los moruecos. Se necesitarán más 

investigaciones para confirmar las funciones de SORCS2 y CRYL1 en relación con el 

comportamiento sexual, en poblaciones diferentes e incluso en otras razas ovinas con 

diferente comportamiento sexual. Por otra parte, aprovechando la información de 

secuencia que proporciona la técnica RNA-Seq se puede llevar a cabo una búsqueda de 
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polimorfismos y variantes estructurales en estos genes, SORCS2 y CRYL1, o bien en 

todos los genes expresados en los diferentes tejidos, que tras un análisis de su impacto 

sobre la proteína o bien de modificación de posibles sitios funcionales en regiones 

reguladoras in silico, podrían ser seleccionados para futuros estudios relacionados con 

la capacidad de cubrición de los machos.  

En conjunto, la presente Tesis Doctoral proporciona información básica y 

aplicada sobre los factores genéticos que influyen en la estacionalidad reproductiva de 

las hembras, y la actividad sexual de los machos. Los resultados sugieren que los SNPs 

rs403212791 (MTNR1A), rs403578195 (LEPR) y rs404360094 (CD226) influyen en los 

caracteres de estacionalidad reproductiva en hembras de Rasa Aragonesa y que podrían 

ser utilizados en SAM, para incrementar la frecuencia de los alelos favorables del gen 

MTNR1A, y disminuir la de los alelos desfavorables encontrados en los genes LEPR y 

CD226. La utilización de marcadores genéticos en los Programas de Mejora Genética, 

hacen que estos sean más eficientes y sobre todo para aquellos caracteres que presentan 

una baja heredabilidad y una difícil y costosa medida, como son los estudiados en esta 

Tesis Doctoral. Por otra parte, hay que tener en cuenta, que habría que validar sus efectos 

en poblaciones comerciales que usan tratamientos hormonales o incluso de manejo, 

como el efecto macho, que podrían producir interacciones y por lo tanto modificar los 

resultados de los genes analizados. Además, se han identificado SNPs en la región 

promotora del gen CYP7B1 asociados a caracteres de crecimiento en hembras adultas 

(manejadas según el sistema tradicional local), que indirectamente se asocian a la 

estacionalidad reproductiva, y que contribuyen al conocimiento de la base genética de 

la TC y CC. Sin embargo, el pequeño efecto encontrado sobre la variabilidad del carácter 

hace difícil su aplicación directa en SAM, teniendo en cuenta que estos caracteres 

presentan una heredabilidad moderada.  

Finalmente, hay que destacar que el abordaje transcriptómico empleado, ha 

generado un enorme volumen de datos de secuencias codificantes, y de splicing 

alternativo que deberán ser analizados en el futuro. En este sentido, el estudio de posibles 

polimorfismos en GDEs y su impacto en regiones reguladoras y regiones codificantes 

podrían asociarse a los fenotipos analizados o a las diferencias de expresión encontradas. 

Además, estos resultados pueden servir de base para el estudio de otros ARNs 

reguladores como los lncRNAs, o para integrar toda la información transcriptómica con 
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el genotipado de los mismos animales mediante chips de SNPs, que nos permitan 

detectar eQTLs, es decir genes reguladores de la expresión génica. Por otra parte, el 

material animal generado en esta Tesis presenta gran interés para futuros estudios 

relacionados con los caracteres reproductivos objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. 

 



  

  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                           VII- Conclusiones generales 
  



 

 
 

 



Conclusiones generales 

217 

1. El SNP rs403578195 ubicado en el dominio extracelular del exón 8 del gen 

LEPR, que produce un cambio aminoacídico en la posición 284 de la secuencia 

aminoacídica de alanina por glicina y predicho como deletéreo in silico, se 

asoció con el carácter CiC en ovejas de Rasa Aragonesa, confirmando por 

primera vez la implicación del gen LEPR en la estacionalidad reproductiva en 

rumiantes.

2. Los estudios de asociación haplotípica del gen LEPR permitieron detectar la

implicación del SNP no sinónimo rs405459906 localizado en el exón 20 con el

carácter CiC. Este SNP también produce un cambio de aminoácido

(Lys1069Glu) en el dominio intracelular de la proteína y segrega

independientemente de rs403578195.

3. El estudio GWAS sobre caracteres de estacionalidad reproductiva mostró una

asociación a nivel genómico del SNP rs404991855 situado en el intrón 2 del gen

CD226 con el fenotipo CiP4, y mostró una tendencia también a nivel genómico

para el carácter DTA, lo que indica su papel en la estacionalidad reproductiva.

4. Los estudios de validación mostraron que el genotipo AA del SNP rs404360094

ubicado en el exón 3 del gen CD226, y que produce un cambio aminoacídico

(Asn243Asp), se asocia con un DTA más alto y un menor CiP4, ambos caracteres

relacionados con la función ovárica basados en los niveles de P4 en sangre. Este

genotipo se asoció también con valores menores de CiC comparados con los

otros dos genotipos, indicador del comportamiento estral en las ovejas. Estos

resultados confirman por primera vez la implicación del gen CD226 en la

estacionalidad reproductiva en ovino.

5. El estudio GWAS realizado con el objetivo de identificar regiones genómicas 

asociadas con los caracteres de crecimiento, así como los estudios de asociación 

génica con el gen CYP7B1, situado a 83 kb del SNP asociado con la TC a nivel 

genómico en el GWAS, reveló a este gen como candidato relacionado con los 

caracteres de crecimiento en ovejas de Rasa Aragonesa. Este es el primer estudio
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que demuestra una asociación entre algunos polimorfismos del promotor del 

gen CYP7B1 y caracteres de crecimiento en ovino. 

6. Los polimorfismos de la región promotora del gen CYP7B1 influyen en la

expresión génica del mismo, indicando que el efecto de los genotipos sobre los

fenotipos observados podría ser debido a las diferencias en la tasa de

transcripción del mismo.

7. El estudio del transcriptoma en ovejas de Rasa Aragonesa en diferentes fases

reproductivas mediante RNA-Seq reveló GDEs involucrados en las vías de

señalización de la oxitocina (ITPR3, KRAS, MYL9 y MYLK), la contracción del

músculo liso y las vías de adhesión focal. El análisis GSEA reveló funciones

relacionadas con la neurotransmisión y la plasticidad neuronal como posibles

reguladores del ciclo reproductivo en ovejas de Rasa Aragonesa.

8. Los resultados del estudio del transcriptoma en tejidos cerebrales de machos con

diferente comportamiento sexual mediante RNA-Seq contribuyen a la

comprensión de la base genómica que subyace al comportamiento sexual en

moruecos. Se han identificado múltiples redes de genes y vías que orquestan el

comportamiento sexual de los mismos, como la vía de interacción neuroactiva

ligando-receptor, que incluye genes como MTNR1A, FSHB, GNRHR, AVP, PRL,

o TSHB, o las vías de señalización de GnRH y cAMP.

9. En el estudio del transcriptoma en sangre periférica de machos con diferente 

capacidad de cubrición se detectaron muy pocos GDEs, validándose los genes 

candidatos CRYL1 y SORCS2, ambos relacionados funcionalmente con el 

fenotipo. Estos resultados juntos con los del análisis GSEA proporcionan nuevas 

pistas para entender la regulación molecular del comportamiento sexual en los 

moruecos, revelando las vías del componente celular lisosoma y de la regulación 

positiva de la cascada ERK1 y ERK2 importantes para el fenotipo estudiado.
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