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Evaluación de los efectos de la endogamia en la calidad seminal bovina mediante el análisis 

de bloques de homocigosidad, y estudios de asociación de genoma completo 

 

Palabras clave: consanguinidad, bovinos, ROH, calidad espermática, hiperactivación 

Resumen 
La endogamia puede definirse como el apareamiento entre individuos emparentados. Su 

aumento puede provocar depresión endogámica, que es la disminución de la media fenotípica 

poblacional de varios caracteres, principalmente los reproductivos. En los últimos años, la 

utilización de información genómica ha permitido estimar de forma más precisa el nivel de 

endogamia, mediante la identificación de segmentos homocigotos (runs of homozygosity, ROH) y, 

en base a ellos poder calcular un coeficiente de endogamia molecular (FROH). 

En esta tesis se caracterizó la abundancia y distribución de ROH en tres poblaciones 

bovinas, encontrándose variabilidad, y acumulación de ROH en ciertas regiones en dos razas, las 

cuales se asociaron con procesos de selección. Particularmente, se observó variabilidad de ROH 

entre individuos con similares coeficientes de endogamia basados en pedigrí. Además, se evaluó 

el efecto de la endogamia molecular global, cromosómica y por longitud, sobre la morfometría, 

motilidad y longevidad espermática, así como las regiones genómicas enriquecidas en ROH 

asociadas a dichos caracteres. Se encontró que una endogamia mayor a 0,125 provocaba un 

incremento de espermatozoides pequeños y alargados, y una hiperactivación temprana, la cual 

podría limitar la longevidad espermática. Las regiones significativamente enriquecidas en ROH 

incluyeron genes asociados con la espermatogénesis, motilidad, fisiología espermática y el 

desarrollo embrionario. Se evidenciaron diferentes niveles de depresión endogámica entre los 

distintos cromosomas, y un mayor efecto debido a ROH largos, originados recientemente. 

Finalmente, una combinación de ROH y análisis de asociación permitió identificar genes 
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potencialmente involucrados en la longevidad espermática. En conclusión, el uso de FROH es más 

fiable e informativo que el F basado en pedigrí, y complementado con el análisis funcional es una 

metodología innovadora para el análisis de depresión endogámica en caracteres productivos. Esta 

tesis contribuye a aumentar el conocimiento sobre los efectos de la endogamia molecular en la 

calidad espermática del bovino.  
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Evaluation of the effects of inbreeding on bovine sperm quality by analysing runs of 

homozygosity and genome-wide association studies 

 

Keywords: inbreeding, bovine, ROH, sperm quality, hyperactivation 

Abstract  
Inbreeding is defined as mating between related individuals. An increase in inbreeding 

can result in inbreeding depression, which is a decrease in the population phenotypic mean of 

several traits, mainly the reproductive ones. The use of genomic information has made it possible 

to estimate more precisely the inbreeding level by identifying homozygous segments (runs of 

homozygosity, ROH) and, from these, to estimate a molecular inbreeding coefficient (FROH). 

In this thesis, the abundance and distribution of ROH in three cattle populations were 

examined, finding variability and accumulation of ROH in specific regions in two breed, which were 

associated with selection. In particular, ROH variability was observed among individuals with 

similar pedigree-based inbreeding coefficients. Moreover, the effect of global, chromosomal and 

length-based molecular inbreeding on sperm morphometry, motility and longevity was evaluated, 

as well as the genomic regions enriched in ROH associated with these traits. Inbreeding level 

higher than 0.125 resulted in an increase in small, elongated spermatozoa and early 

hyperactivation, which could limit the sperm longevity and thus compromise fertility. Genomic 

regions significantly enriched in ROH included genes associated with spermatogenesis, motility, 

sperm physiology and embryonic development. Differences in the level of inbreeding depression 

were observed between chromosomes, showing a larger effect due to long, recently originated 

ROH. Finally, a combination of ROH and association analysis allowed the identification of genes 

potentially involved in sperm longevity. In conclusion, the FROH approach is more reliable and 
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informative than pedigree-based F, and combined with functional analysis it is an innovative 

methodology for the study of inbreeding depression in productive traits. This thesis contributes 

to increase the knowledge on effects of molecular inbreeding on sperm quality in cattle. 
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INTRODUCCIÓN 
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Endogamia en bovinos y depresión endogámica 
 

Los programas de selección y mejora han logrado un gran avance en el área de producción 

debido al uso de metodologías que permiten una estimación más precisa de los valores esperados 

de progenie de diferentes caracteres de interés productivo. En los últimos años, este progreso se 

ha visto acelerado por el uso de tecnologías de reproducción asistida y de secuenciación genómica 

que han contribuido al aumento de su eficiencia y dispersión a nivel mundial. Sin embargo, el 

incremento de la intensidad de selección de animales con alto valor genético para uno o varios 

caracteres productivos ha resultado en la disminución del tamaño efectivo de las poblaciones 

empleadas en los sistemas productivos, principalmente debido al aumento en la frecuencia de 

cruzamientos de animales emparentados (de Roos y col., 2011). Este proceso ha provocado la 

homogenización de las poblaciones con la consecuente disminución de la diversidad genética, 

aumento de la consanguinidad y la aparición de problemas de depresión por endogamia. 

¿Qué es la depresión endogámica? 
 

La depresión por endogamia es la reducción de la aptitud biológica media de una población 

debida al aumento del nivel de endogamia (Falconer y Mackay, 1996). Este proceso ha sido 

detectado en diferentes caracteres, como la producción de leche (Miglior y col., 1992; Doekes y 

col., 2019), peso y crecimiento (Pereira y col., 2016; Forneris y col., 2021) y longevidad (Sewalem 

y col., 2006), así como calidad espermática (Dorado y col., 2015), y fertilidad de las hembras 

(Laseca y col., 2022), entre otros. 

Existen tres mecanismos genéticos que han sido propuestos para explicar la depresión 

endogámica (Kristensen y Sørensen, 2007). El primero y más difundido es el de la dominancia 

parcial, donde la disminución de la media fenotípica se produce como consecuencia de la 
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expresión de alelos recesivos deletéreos en homocigosis (Charlesworth y Willis, 2009). El segundo 

mecanismo es la sobredominancia, que hace hincapié en la superioridad del genotipo 

heterocigota con respecto a ambos homocigotas. Por último, el tercer mecanismo está ligado a la 

epistasis (mecanismo menos conocido y estudiado), el cual se basa en la disrupción de 

combinaciones de alelos de distintos genes que interactúan de manera positiva (Charlesworth, 

1998; Leroy, 2014).  

 Entre otras teorías, se ha propuesto que la depresión endogámica por dominancia parcial 

o sobredominancia tendría una relación lineal con el nivel de endogamia (Croquet y col., 2007), 

mientras que la depresión endogámica por epistasis produciría un efecto no lineal (Lynch, 1991). 

Aunque estas premisas fueron ampliamente aceptadas, los estudios que se llevaron a cabo para 

validarlas son contradictorios. Algunos autores encontraron una relación lineal entre el 

coeficiente de endogamia individual y la depresión endogámica (Smith y col., 1998; Biffani y col., 

2002; Carolino y Gama, 2008; Bjelland y col., 2013), mientras que otros no la encontraron o solo 

la encontraron en rangos bajos de endogamia, sugiriendo una relación no lineal para valores de 

endogamia altos (Croquet y col., 2007). Esta falta de concordancia puede deberse a diferentes 

factores como por ejemplo, la falta de individuos con altos niveles de endogamia (Maximini y col., 

2011), la utilización de diferentes rangos de endogamia o incluso la utilización de coeficientes de 

consanguinidad con diferente cantidad de ancestros conocidos (Cassell y col., 2003). A su vez, la 

influencia de factores externos, como el estrés, puede agravar, en mayor o menor medida, la 

magnitud de depresión fenotípica observada (Kristensen y col., 2003).  

Debido a estas inconsistencias sobre la linealidad de los efectos de la depresión endogamia, 

algunos estudios se han enfocado en analizar el coeficiente de endogamia como variable 

categórica, definiendo un umbral a partir del cual los efectos de la endogamia serían más 

perjudiciales. Por ejemplo, Parland y col. (2007) encontraron que aunque la producción de leche 
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se encontraba disminuida en animales que presentaban un nivel de endogamia entre 6,25% y 

12,5%, la magnitud del efecto era mayor en animales con niveles de endogamia superiores a 

12,5%, mientras que los animales con niveles de endogamia menores a 6,25% no manifestaban 

efectos perjudiciales en dicho carácter. En el mismo sentido, Sewalem y col. (2006) asociaron 

niveles de endogamia mayores a 12,5% con una disminución en la longevidad. Además, este 

efecto era mayor en animales con un nivel de endogamia superior a 25% en comparación con 

categorías de endogamia menor a 12,5%.  

Estimación de la endogamia a nivel individual 
 

La endogamia puede ser estimada mediante la utilización de un coeficiente teórico, que 

representa la probabilidad de que los dos alelos presentes en un locus en un individuo sean 

idénticos por descendencia, es decir, provengan por vía materna y paterna de un antecesor común  

(Falconer y Mackay, 1996). Este coeficiente de endogamia, denominado FPED, es analizado a partir 

de la información de pedigrí y su cálculo se basa en la teoría propuesta por Wright (1922), basada 

en el número de generaciones que separan a los dos individuos que están apareándose de su 

ancestro común: 

𝐹𝑋 =∑(
1

2
)
𝑛+𝑛′+1

× (1 + 𝐹𝐴) 

donde, FX = coeficiente de consanguinidad del individuo x, n y n’=número de generaciones desde 

cada progenitor al antecesor común, y FA= coeficiente de endogamia del antecesor en común. 

Luego Malécot (1948) redefinió el concepto como la probabilidad de que dos alelos elegidos al 

azar en un locus homólogo dentro de un individuo sean idénticos por descendencia con respecto 

a una población base (de referencia) en la que todos los alelos son independientes. Los locus 

idénticos por descendencia se denominan autocigotos, a diferencia de los alocigotos que son 
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idénticos por estado, los cuales, a pesar de ser idénticos, no son heredados de un antepasado 

común. 

El cálculo del coeficiente de endogamia a partir de pedigrí es sencillo, pero su fiabilidad 

depende en gran medida de la disponibilidad, fidelidad y profundidad de los registros 

genealógicos de la población. Por tal motivo, este coeficiente cuenta con varias limitaciones, tales 

como el correcto registro de la información genealógica, ya que al tratarse de un registro que 

involucra varias generaciones puede haber información faltante o incluso incompatibilidades por 

mala asignación de los progenitores. Pero, además, es ampliamente conocido el efecto que 

produce la profundidad del pedigrí, es decir la cantidad de generaciones registradas y a partir de 

las cuales se va a realizar el cálculo, en la precisión de las estimaciones. Este factor es muy 

condicionante, ya que las generaciones de las cuales no se cuenta con información, son 

consideradas no relacionadas y, por lo tanto, mientras menor sea el número de generaciones 

conocidas, mayor será la probabilidad de subestimar el valor de FPED (Keller y col., 2011). 

Finalmente, al tratarse de un coeficiente teórico, no tiene en cuenta el muestreo mendeliano ni 

desequilibrio de ligamiento que puede desviar las proporciones teóricas esperadas (Weir y col., 

1980; Hill y Weir, 2011).  

Desde el punto de vista molecular, el valor de endogamia también puede ser estimado en 

base a la determinación de las variantes alélicas existentes en un individuo utilizando diversas 

técnicas. Originalmente, se emplearon marcadores moleculares de tipo microsatélites para 

calcular el coeficiente de consanguinidad mediante la obtención de coeficientes de auto-

parentesco, utilizando la definición de parentesco de Malécot (1948). Estos coeficientes resultan 

útiles para estudiar la diversidad genética en programas de conservación (Caballero y Toro, 2002) 

y estructuración poblacional en animales domésticos (Corva y col., 2015). Sin embargo, su 



6 
 

fiabilidad para determinar el nivel de consanguinidad individual ha sido cuestionada, 

principalmente debido al limitado número de marcadores utilizados (10-20) y al método utilizado, 

el cual mide el exceso de homocigosis en base a heterocigosidad esperada y observada. En este 

sentido, Balloux y col. (2004) sugirieron un número mínimo de 200 marcadores para poder 

obtener datos fiables y cuestionaron la relación entre heterocigosis y coeficiente de 

consanguinidad obtenido utilizando este tipo de información. Del mismo modo, Carothers y col. 

(2006) indicaron que las estimaciones de coeficientes de endogamia individuales obtenidas a 

partir de microsatélites son poco fiables, principalmente debido a la falta de relación directa entre 

el exceso de homocigosis de unos pocos marcadores y la endogamia total de un individuo.  

Bloques de homocigosidad y otros métodos moleculares para 
estimar el nivel de endogamia 

 

El advenimiento de la era genómica, que trajo aparejado el genotipado masivo de los 

animales mediante chips de marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ha hecho posible 

la utilización de esta información para obtener estimadores del nivel de endogamia individual más 

fiables (Kristensen y col., 2010). Su principal ventaja radica en la cantidad de marcadores 

analizados por individuo (en bovino se encuentran chips de SNP de una densidad mínima de 7.000 

y máxima de 700.000 marcadores), que a su vez están distribuidos homogéneamente a lo largo 

de su genoma (Silió y col., 2013; Zhang y col., 2015; Mastrangelo y col., 2016).  

En la actualidad existen varios métodos para estimar el nivel de consanguinidad genómico 

a partir de SNPs. Uno de ellos, denominado FHOM,  se basa en el cálculo de exceso de marcadores 

en estado homocigota (Wright, 1948), comparando la homocigosidad observada con la esperada. 

Aunque este enfoque es sencillo de interpretar, presenta algunas falencias, como la falta de 

consideración del mapa genómico y el desequilibrio de ligamiento. A su vez, es dependiente de 
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las frecuencias alélicas de la población de referencia, lo cual puede sesgar lo resultados (Zhang y 

col., 2015).  

Utilizando un método más complejo, se estima el coeficiente FGRM, el cual se obtiene a 

partir de la matriz de relaciones genómicas de VanRanden (VanRaden, 2008), que contiene las 

similitudes genómicas para todos los pares de individuos. Los FGRM son estimados como la relación 

genómica de un individuo consigo mismo, estimada a partir de los datos de SNPs, bajo las 

suposiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg y ausencia de endogamia.  

Sin embargo, el enfoque más actual es aquel que se basa en la estimación de bloques o 

segmentos en homocigosis, denominados ROH (Runs of Homozygosity). Estos bloques se definen 

como segmentos genómicos de una longitud mínima determinada que se encuentran en estado 

homocigota y son heredados como haplotipos idénticos por descendencia (Gibson y col., 2006). 

Los ROH se pueden determinar por métodos observacionales o basados en modelos estadísticos. 

Entre los primeros se puede mencionar el método de “ventana deslizante”, el cual es actualmente 

el más utilizado, y se basa en escanear cada cromosoma moviendo una ventana de tamaño fijo en 

busca de segmentos de SNP’s homocigotos consecutivos, estableciendo parámetros como el 

número mínimo de SNP’s en homocigosis y la cantidad de SNP’s heterocigotos y ausentes 

permitidos en el fragmento. Un método similar, implementado en R con la función 

consecutive.runs (Marras y col., 2015), escanea el genoma de manera continua, pero en lugar de 

utilizar ventanas, detecta la presencia de marcadores consecutivos en homocigosis hasta que se 

infrinjan alguno de los parámetros definidos inicialmente. Finalmente, existen métodos 

probabilísticos avanzados, basados en modelos ocultos de Markov, los cuales tienen en cuenta las 

frecuencias alélicas existentes en la población y los errores de genotipado para determinar la 

probabilidad de que un genotipo de un marcador SNP sea homocigoto por estado o descendencia. 

Estos métodos se consideran más fiables, ya que son menos dependientes de los parámetros que 
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definen a un ROH, los cuales carecen actualmente de una estandarización entre especies, y 

plataformas de genotipado, lo que puede producir diferencias entre las estimaciones. Sin 

embargo, existe una desventaja en el uso de métodos probabilísticos y se debe principalmente a 

los elevados requerimientos en capacidad de procesamiento, sobre todo cuando se analizan 

poblaciones grandes (Druet y Gautier, 2017).  

Independientemente del método de detección de ROH utilizado, el coeficiente de 

endogamia obtenido a partir de ROH (FROH) se estima como la proporción de los marcadores 

moleculares analizados en el genoma de un individuo que se encuentran dentro de algún ROH con 

respecto al largo total del genoma. Actualmente, este coeficiente de endogamia es el más preciso, 

probablemente debido a que a que tiene en cuenta el error de muestreo mendeliano y el 

desequilibrio de ligamiento existente en una población, lo cual es ignorado por otros métodos 

basados en información molecular (Curik y col., 2014).  

Una de las ventajas de la utilización de ROH para determinar el nivel de consanguinidad es 

que permite identificar las regiones y/o genes en los cuales lo niveles de homocigosis están 

significativamente aumentados (Mastrangelo y col., 2018). En este sentido, se descubrió que 

existen zonas más propensas a acumular ROH debido a un alto desequilibrio de ligamiento y baja 

tasa de recombinación (Gibson y col., 2006), la cuales han sido denominadas “ROH hotspot” o 

“ROH islands”. Actualmente, estas zonas del genoma están siendo utilizadas para diversos 

estudios genómicos, entre los que se encuentran la detección de huellas de selección (Szmatoła y 

col., 2016; Peripolli y col., 2018) y/o la identificación de aquellas regiones más propensas a 

producir  depresión por endogamia (Laseca y col., 2022). 

Además, la longitud de los fragmentos ROH analizados se puede asociar con el número de 

generaciones transcurridas desde el cruzamiento endogámico de acuerdo a la teoría de Fisher 
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(1954), que postula que los eventos de recombinación que se producen en las sucesivas meiosis 

luego del evento endogámico provocan una disminución del tamaño de los fragmentos que siguen 

una distribución de 1/2g (siendo g el número de generaciones). De este modo, segmentos largos 

corresponden a eventos endogámicos recientes y aquellos de menor longitud corresponderían a 

eventos endogámicos ancestrales. De acuerdo con este modelo, las longitudes de los segmentos 

ROH seguirán una distribución exponencial con media 
1

2𝑔
  Morgan, donde g es el número de 

generaciones desde el último ancestro común. Así, por ejemplo, fragmentos de 1 cM o 0,01 

Morgan (1Mb) corresponderían a un evento endogámico producido aproximadamente 50 

generaciones atrás ya que 0,01 = 
1

2∗50
. Este modelo fue evaluado mediante un estudio de 

simulación in-silico por Howrigan y col. (2011) utilizando datos obtenidos de chips de SNP, tras lo 

cual su implementación fue seleccionada como técnica de elección para el análisis de los efectos 

de la consanguinidad ancestral y reciente. A su vez, varios estudios, como los realizados por 

McQuillan y col. (2008); Ferencakovic (2011), Perdomo-González y col. (2022), han reportado 

mayores correlaciones entre FPED calculados a partir de un determinado número de generaciones 

y FROH estimados a partir de segmentos de longitud correspondiente a ese mismo número de 

generaciones.  

Actualmente, el uso de los ROH no se restringe al estudio de la endogamia, sino que se 

emplean para diferentes propósitos. Estos segmentos fueron descritos en principio en humanos 

para estudiar la historia demográfica de las poblaciones (McQuillan y col., 2008) e identificar 

variantes asociadas a enfermedades (Hildebrandt y col., 2009). Sin embargo, en la actualidad su 

uso se ha extendido a otras especies y con diferentes tipos de estudio. Por ejemplo, se emplean 

para analizar huellas de selección en animales de producción (Zhang y col., 2015; Szmatoła y col., 

2016; Martínez-Rocha y col., 2022) así como también se emplean para monitorear la pérdida de 

variabilidad genética en especies silvestres con reducido tamaño poblacional (Kardos y col., 2018).  
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En base a los aspectos mencionados, el coeficiente molecular FROH constituye una 

herramienta útil y fiable, que presenta varias ventajas respecto al coeficiente FPED para el estudio 

de endogamia y efectos de la depresión endogámica.  

Calidad espermática como medida de fertilidad 
 

La calidad espermática es uno de los rasgos más importantes que definen el potencial 

reproductivo de un macho. En los centros de inseminación artificial, el control de calidad de cada 

eyaculado se realiza rutinariamente, con la finalidad de utilizar solo aquellos individuos que 

cumplan con ciertos criterios mínimos, como poseer un número suficiente de espermatozoides 

con ciertas características importantes para la fertilización. Entre los diversos caracteres 

evaluados, la morfología, concentración y motilidad espermática suelen ser los más utilizados 

(Barth, 2007). Sin embargo, también existen parámetros adicionales fisiológicos, cinemáticos 

(relacionados a como se mueven los espermatozoides), y morfométricos (en los cuales se 

cuantifican las dimensiones de la cabeza espermática (Vincent y col., 2014)).  

Por otro lado, ha sido ampliamente demostrado que la calidad espermática es afectada 

tanto por factores genéticos (Cochran y col., 2013) como ambientales (Brito y col., 2002). Entre 

los factores genéticos se pueden mencionar aquellos que afectan la forma de la cabeza del 

espermatozoide (Lavara y col., 2013), la motilidad (Mathevon y col., 1998; Burren y col., 2019) y 

sus patrones de movimiento (Borowska y col., 2018). A modo de ejemplo, varios defectos en la 

estructura y función de flagelos han sido explicados por mutaciones en genes que codifican para 

proteínas involucradas en la organización del axonema y movimiento flagelar, afectando la 

motilidad espermática y causando infertilidad (Pausch y col., 2016; Iso-Touru y col., 2019). 
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Ciertos parámetros de calidad espermática han sido asociados a la fertilidad, siendo los más 

comunes la motilidad total (Love, 2011), motilidad masal (David y col., 2015), progresividad 

(Kathiravan y col., 2008), y el porcentaje de espermatozoides normales (Chenoweth, 2005). Sin 

embargo, no se cuenta con un ensayo in vitro definitivo que determine el potencial de fertilización 

de un eyaculado, ya que los ensayos experimentales son realizados en entornos biológicos 

diferentes a los naturales, lo que puede influir en el comportamiento del espermatozoide. 

Además, el potencial real de fertilización de un espermatozoide está determinado por muchos 

factores (Gadea, 2005). A pesar de estas limitaciones, se ha demostrado que las pruebas de calidad 

espermática permiten descartar muestras deficientes y con bajo rendimiento reproductivo (Mocé 

y Graham, 2008), evitando el uso de animales con fertilidad reducida y por ende limitando las 

pérdidas económicas.  

Análisis automatizado de la calidad espermática 
 

En la actualidad, la utilización de métodos objetivos de análisis espermático en centros de 

reproducción es cada vez más habitual, principalmente debido a la disponibilidad de metodologías 

y equipamientos que funcionan de manera automática. Esto no solo minimiza el error del 

operador, sino que también disminuye el tiempo de las mediciones, permitiendo un análisis más 

preciso (Vincent y col., 2014). El sistema de análisis espermático asistido por computadora (CASA: 

Computer-Assisted Sperm Analysis) es una metodología automatizada que permite evaluar 

muestras de semen humano y animal a nivel estructural y funcional. Este sistema consta de un 

microscopio con una platina atemperada (a 37°C), que está conectado a una cámara integrada a 

una computadora, la cual cuenta con un software que permite realizar diferentes mediciones de 

la calidad espermática, como la concentración, motilidad, cinemática (velocidades y patrones de 
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movimiento de los espermatozoides), morfología y morfometría (determinación objetiva del 

tamaño del espermatozoide) (Figura 1).  

El sistema CASA cuenta con varias ventajas respecto a los métodos convencionales de 

evaluación espermática, entre las que se pueden mencionar una mejora en la objetividad 

(Kathiravan y col., 2011), precisión (Gallego y col., 2018) y repetibilidad (Farrell y col., 1998) de las 

determinaciones, así como la capacidad de medir el comportamiento individual de cada 

espermatozoide, lo cual produce una gran cantidad de datos por cada muestra analizada. Sin 

embargo, también presenta algunas limitaciones. Entre ellas, la gran variabilidad de sistemas 

comerciales disponibles, que difieren en el tipo de software y el algoritmo utilizado (Yeste y col., 

2018), o la frecuencia de captura de imágenes (Mortimer y Swan, 1999; Lu y col., 2014), que 

pueden influir en la medición de los parámetros cinemáticos (Valverde y col., 2020). A pesar de 

ello, el empleo de este sistema proporciona una valiosa información que, en condiciones definidas 

y estandarizadas, permite realizar comparaciones con otras muestras evaluadas de forma similar 

(Amann y Waberski, 2014), superando además en varios aspectos (tales como precisión y 

repetibilidad) a las técnicas manuales, tanto en el área de investigación como en la clínica médica 

(van der Horst y col., 2018). 
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                    Figura 1. Sistema de análisis espermático asistido por computadora (CASA) 

 

Morfometría espermática 
 

Los espermatozoides son células complejas, tanto en su estructura como en su función. 

Morfológicamente, están formados por una cabeza, una pieza intermedia y una cola o flagelo. La 

cabeza está constituida principalmente por ADN empaquetado que contiene una versión haploide 

y recombinada del genoma paterno, el cual está recubierto en su parte apical por una vesícula 

que contiene las proteínas necesarias para permitir la entrada del espermatozoide en el ovocito 

al momento de la fecundación, conocida como acrosoma. Por el extremo opuesto se encuentra la 

zona intermedia, donde se ubican las mitocondrias encargadas de generar la energía necesaria 

para el movimiento del flagelo (cola), el cual se encuentra en posición distal, formado por 

microtúbulos dispuestos en forma regular.  
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La morfología espermática es un carácter que se evalúa de forma rutinaria en los centros 

de inseminación artificial ya que en los controles de calidad se requiere un elevado porcentaje de 

espermatozoides morfológicamente normales para considerar una muestra viable. En este 

análisis, se detecta a simple vista la presencia de alteraciones de mayor envergadura, como 

cabezas anormales (globozoospermia, espermatozoides piriformes, etc.), y defectos de la pieza 

media (p. ej. gota citoplasmática) o de la cola (colas partidas o quebradas). Por otro lado, la 

morfometría espermática, la cual determina de manera precisa las dimensiones de la cabeza y 

cola de cada espermatozoide, es un carácter menos considerado en los centros de reproducción, 

a pesar que ha sido asociada con la motilidad espermática, estableciéndose relaciones entre la 

forma del espermatozoide, su velocidad, y su patrón de movimiento, así como con su potencial 

de fertilización (Gomendio y Roldan, 2008). Si bien todas las partes del espermatozoide participan 

en el movimiento espermático, la forma de la cabeza es una de los más estudiadas, ya que además 

de presentar moderada heredabilidad (Lavara y col., 2013), ha sido asociada con la fertilidad 

(Ostermeier y col., 2001). En este sentido, Malo y col. (2006), encontraron una correlación positiva 

entre la longitud de la cabeza espermática y una mayor velocidad, en el ciervo colorado. Del 

mismo modo, Barquero y col. (2021) encontraron que variables como la longitud, elipticidad y 

rugosidad de la cabeza espermática, fueron significativas en un modelo de predicción del tamaño 

de camada en cerdos. 

El análisis de morfometría de la cabeza espermática se puede llevar a cabo utilizando el 

método automatizado CASMA (computer‐assisted sperm morphometry analysis) (Gravance y col., 

1998), a partir del cual se obtienen mediciones de la longitud (L, mm), ancho (W, mm), área (A 

mm2) y perímetro (P, mm) de la cabeza de cada espermatozoide; y de cuatro parámetros 

derivados de ellos, como la elipticidad (ELI; L/W), la elongación (ELO; (L-W)/(L + W)), la rugosidad 
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(4πA/P2). Adicionalmente, se puede obtener el factor de forma (p2A =P2/4πA), el cual ha sido 

positivamente correlacionado con la fertilidad en animales domésticos (Ramón y col., 2013).  

El espermatozoide es una de las células más diversas en términos de morfología. Se ha 

planteado que dicha diversidad podría tener un rol evolutivo que le permitiría diversificar las 

posibilidades de fertilizar un ovocito (Helfenstein y col., 2010). Por tal motivo, al analizar la 

morfometría espermática es necesario evaluar una cantidad considerable de células por muestra 

para poder obtener fenotipos representativos de cada individuo. La información obtenida puede 

ser analizada estadísticamente utilizando métodos multivariados de jerarquización y 

agrupamiento, que permiten realizar análisis de subpoblaciones con características particulares 

de forma (Rubio-Guillén y col., 2007). El aumento de alguna de estas subpoblaciones se ha 

correlacionado con la calidad espermática. Por ejemplo, en un estudio in-vitro, la subpoblación de 

espermatozoides de cabezas cortas y anchas se correlacionó negativamente con la fertilidad a 

campo en carneros (Martínez-Rodríguez y col., 2016), mientras que la subpoblación de 

espermatozoides de cabezas alargadas fue significativamente más abundante en individuos del 

grupo de alta fertilidad en ovejas, que a su vez presentaron un mayor porcentaje de 

espermatozoides más rápidos y con movimiento linear en comparación con el grupo de baja 

fertilidad (Yániz y col., 2015). Este y otros estudios sugieren que la motilidad y la morfología 

espermática pueden tener un cierto grado de correlación.  

Motilidad espermática 
 

En la actualidad la metodología CASA permite cuantificar de manera objetiva y precisa el 

porcentaje de espermatozoides motiles y progresivos, y además determinar ciertos parámetros 

cinemáticos, relacionados al patrón de movimiento de cada espermatozoide. Aunque existen 

varias opciones de softwares comerciales, todas se basan en el mismo principio: establecer un 
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centroide (eje) en la cabeza del espermatozoide y evaluar su trayectoria en dos dimensiones 

mediante capturas sucesivas (usualmente 25 a 50 imágenes por segundo, dependiendo del 

software), que reconstruyen la trayectoria espermática, calculando cinco parámetros cinemáticos 

diferentes: la velocidad curvilínea (VCL, expresada en µm/s), la velocidad en línea recta (VSL, 

expresada en µm/s), la velocidad media de la trayectoria (VAP, expresada en µm/s) ; dos 

parámetros relacionados a las características del desplazamiento: la amplitud de desplazamiento 

lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH, expresado en µm) y frecuencia de batido, que 

expresa el número de veces que el centroide cruza la línea de su trayectoria promedio por unidad 

de tiempo (BCF, expresado en Hz). Adicionalmente, se determinan tres índices derivados de los 

ratios de las velocidades: linealidad (LIN, ratio de VSL/VCL, expresado en %), rectitud (STR, ratio 

de VSL/VAP, expresado en %), oscilación (WOB, ratio de VAP/VCL, expresado en %). 

La naturaleza heterogénea de los espermatozoides es difícil de caracterizar mediante la 

estimación de medias y varianzas, ya que éstas difícilmente logran representar la variabilidad de 

una muestra espermática dada (Ramón y col., 2014). Sin embargo, es posible utilizar métodos 

estadísticos más avanzados que describen dicha variabilidad, como por ejemplo los análisis de 

componentes principales y de agrupamiento (Hook y Fisher, 2020). Este tipo de análisis es 

apropiado para los datos cinemáticos, debido principalmente a la correlación que existe entre 

algunas de las variables, lo que permite seleccionar solo aquellas que sean informativas y 

representen la variabilidad de los datos. Estos análisis permiten clasificar a los espermatozoides 

en grupos, denominados subpoblaciones (Holt y col., 2007), que muestran patrones de motilidad 

específicos, así como  identificar espermatozoides hiperactivados, caracterizados por un 

movimiento vigoroso, errático y no progresivo asociado con el proceso de capacitación y 

fertilización (Yanagimachi, 1970). Por tal motivo, el estudio de subpoblaciones espermáticas está 

cobrando cada vez más importancia. Más aún cuando la proporción de ciertas subpoblaciones en 
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un eyaculado ha sido asociada con la capacidad de criopreservación de un individuo (Muiño y col., 

2008), e incluso con la fertilidad (Maroto-Morales y col., 2015; Yániz y col., 2015; Ibanescu y col., 

2020). Sin embargo, no existen estudios que evalúen el efecto de la endogamia sobre las 

subpoblaciones espermáticas, lo cual será abordado en la presente tesis.  

Longevidad espermática 
 

Otro aspecto a tener en cuenta al evaluar la calidad espermática es la capacidad de 

supervivencia de los espermatozoides a la crio-preservación, sobre todo en el bovino, donde 

comúnmente se emplean dosis (pajuelas) de semen crio-preservado en nitrógeno líquido. Este 

proceso de crio-preservación puede comprometer la calidad espermática, causando una 

disminución en la motilidad debido al estrés asociado al congelado y descongelado, que puede 

provocar daños en la estructura de los espermatozoides, principalmente en la integridad de la 

membrana plasmática (Grötter y col., 2019). Esta disminución de la motilidad puede evidenciarse 

directamente luego de descongelar la muestra, como ha sido probado en estudios comparativos 

de motilidad entre semen fresco y descongelado (Rasul y col., 2001; Riesco y col., 2020). Sin 

embargo, se ha planteado que los daños provocados por la crio-preservación pueden verse 

enmascarados inmediatamente luego de descongelar la muestra (Barth, 1993; Mocé y Graham, 

2008). Por tal motivo se hace necesario realizar ensayos de longevidad espermática, 

determinando sistemáticamente la motilidad de una dosis durante un periodo de tiempo de dos 

a cuatro horas después del descongelamiento. Mediante este tipo de ensayo es posible evaluar 

no solo el daño estructural sino también el deterioro funcional de la célula, ya que permiten 

evaluar no solo la motilidad sino también la habilidad de los espermatozoides para mantenerse 

viables por el periodo de tiempo necesario hasta fertilizar el ovocito (Ahmed y col., 2017). 

Adicionalmente, mediante la utilización de CASA, se pueden determinar las fluctuaciones o 
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cambios en la cinemática espermática a lo largo de las horas, con la finalidad de entender los 

patrones de movimiento, y su posible rol en la fertilización.  

Los experimentos de longevidad espermática llevados a cabo hasta la fecha se han 

enfocado en mejorar el ambiente externo del esperma, evaluando crioprotectores y diluyentes 

y/o diferentes técnicas de congelamiento para disminuir lo máximo posible el criodaño. Por el 

contrario, pocos han investigado la influencia genética en el patrón de motilidad espermática y su 

variación en el tiempo. Un ejemplo, es el estudio de Hoflack y col. (2007), quienes demostraron 

que las principales diferencias en términos de motilidad espermática entre animales 

pertenecientes a dos razas bovinas se debían principalmente al componente genético. De manera 

similar, Roca y col. (2006) determinaron que el componente genético de cada animal era un factor 

principal que afectaba la supervivencia espermática luego del descongelado. Sin embargo, ningún 

estudio ha empleado un enfoque genómico para determinar la existencia de genes y/o regiones 

genómicas que regulen la variación cinemática a través del tiempo en muestras crio-preservadas 

de semen bovino, ni tampoco cuál podría ser el efecto de la endogamia en este carácter. 

Estudios de asociación de genoma completo 
 

La creciente generación de información genómica ha hecho posible el estudio y 

descubrimiento de regiones genómicas involucradas en el control de caracteres complejos. Dichos 

hallazgos han sido realizados mayoritariamente mediante la implementación de estudios de 

asociación de genoma completo (GWAS, Genome-Wide Association Studies), en caracteres 

cuantitativos principalmente (Ferenčaković y col., 2017), entre los que se incluyen ciertos 

caracteres reproductivos (Diniz y col., 2014). En bovinos, varios estudios se han enfocado en 

determinar qué regiones en el genoma se encuentran asociadas con caracteres espermáticos 

(Peñagaricano y col., 2012; Puglisi y col., 2016; Ferenčaković y col., 2017), los cuales además, 
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suelen presentar una baja heredabilidad, y ciertas correlaciones entre sí en algunos casos (Fortes 

y col., 2020). Esto sugiere que comparten, al menos parcialmente, su base genética. Sin embargo, 

es importante considerar el efecto racial en la selección de dichos marcadores, como fue discutido 

en la revisión de Fonseca y col. (2018), quienes identificaron genes candidatos comunes entre 

varios GWAS de calidad espermática y características testiculares en bovinos taurinos y cebuinos, 

encontrando variantes tanto comunes como específicas para cada raza. A partir de dicho estudio, 

los autores dedujeron que la elección de marcadores genéticos para selección genómica debería 

tener en cuenta las variantes presentes en cada población.  

Un punto importante para mencionar es que los fenotipos de calidad espermática 

normalmente utilizados en este tipo de análisis son aquellos comúnmente evaluados en los 

centros de inseminación, como número total de espermatozoides, concentración, motilidad (total 

y progresiva), defectos en la morfología, e integridad de membrana, entre otros. Por el contrario, 

pocos estudios han evaluado la cinemática espermática desde un punto de vista genómico a partir 

de datos obtenidos del sistema CASA (Puglisi y col., 2016; Borowska y col., 2018). Además, ninguno 

ha estudiado su variación en el tiempo. La cinemática espermática es un carácter complejo de 

evaluar y a su vez, es muy importante, debido a la importancia del patrón de movimiento 

espermático en la fertilización. Por otro lado, el uso de un enfoque combinado utilizando 

genómica y CASA podría ayudar a comprender los mecanismos genómicos asociados al efecto 

negativo de la crio-preservación en la motilidad luego del descongelado, como ha sido 

demostrado recientemente en un estudio preliminar realizado en equinos (Nikitkina y col., 2022). 

Razas utilizadas en este trabajo 
 

Las razas bovinas suelen poseer diferencias genéticas, debido al proceso de selección al 

que fueron sometidas a través de los años, así como también a los procesos demográficos que 
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experimentaron. Esto puede evidenciarse, por ejemplo, entre razas de diferente propósito, las 

cuales no solo se diferencian en sus frecuencias alélicas en loci localizados a lo largo de todo su 

genoma, sino que además pueden presentar regiones en donde la selección haya sido más 

específica, produciendo efectos fenotípicos diversos en diferentes caracteres. Estas diferencias 

pueden verse reflejadas en el patrón de distribución de haplotipos homocigotos a lo largo del 

genoma (Bomba y col., 2015). Siendo que existe un componente genético en la determinación de 

la calidad espermática, es esperable que se encuentren diferencias en caracteres como el patrón 

de movimiento, e incluso la respuesta a la crio-preservación y posterior longevidad espermática 

entre animales con un pool génico diferente. Por tal motivo, y para lograr obtener conclusiones 

más generales, en esta tesis se han analizado animales de tres razas criadas con propósitos 

diferentes: una raza lechera (Holstein), una raza carnicera (Aberdeen Angus) y una raza local 

seleccionada en base a su eco-adaptabilidad (Retinta). Las dos primeras razas han sido 

comercializadas a nivel mundial y, como consecuencia de la intensidad de selección aplicadas a 

las mismas, sería esperable encontrar regiones en homocigosis que se correspondan con QTL’s 

relacionados con el propósito de producción de cada una de ellas. Por su parte, la raza Retinta, es 

una raza local, con características de rusticidad, cuya distribución principal se centra en la zona 

suroeste de España. Cuenta con registro genealógico desde 1993 y ha registrado altos valores de 

endogamia (Morales Cid, 2017), lo cual la convierte en una muestra poblacional adecuada para 

los propósitos de esta tesis. 
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Justificación 
 

El análisis de la endogamia individual estimada a partir de ROH presenta muchas ventajas 

respecto al método tradicional. Mediante su utilización se puede estudiar el patrón de distribución 

de fragmentos a nivel individual y racial, y evaluar las posibles causas y consecuencias de su 

localización. Desde este enfoque, se pretende estudiar el mecanismo genético mediante el cual la 

endogamia repercute sobre la calidad espermática, evaluando las regiones enriquecidas en ROH 

y su potencial efecto sobre dichos caracteres. 

La variabilidad intrínseca de la morfometría y motilidad espermática es el resultado de un 

proceso evolutivo para diversificar las chances de fertilizar el óvulo mediante competencia 

espermática. Sin embargo, el efecto de la endogamia en dicha diversidad no ha sido estudiado en 

profundidad. El sistema CASA permite capturar la variabilidad espermática, mediante la 

determinación de subpoblaciones espermáticas, con forma, tamaño y patrones de motilidad 

específicos. En este trabajo se pretende evaluar el efecto de la endogamia en dichas 

subpoblaciones e identificar sus consecuencias en la fertilización.  

La evaluación de la longevidad espermática en muestras de semen crio-preservadas se 

realiza mediante un ensayo que evalúa la calidad de la muestra y presenta varias ventajas, ya que 

no solo mide la supervivencia del espermatozoide al proceso de congelación y descongelación, 

sino que determina su capacidad de motilidad varias horas luego del descongelado. 

Particularmente, estudiar la cinemática del movimiento en el tiempo permite conocer el patrón 

de motilidad e interpretar su rol en la capacidad fertilizante. El proceso de fertilización implica no 

solo el movimiento espermático, sino también la progresividad y la hiperactivación en 

determinado momento durante la capacitación. Debido a que este proceso ocurre un tiempo 

después desde que el espermatozoide es depositado en el tracto femenino, es necesario que 
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experimente ciertos cambios en el patrón de movimiento para optimizar su llegada al ovocito. El 

ensayo de longevidad in-vitro de muestras espermáticas puede dar una visión de este movimiento 

y permitir la inferencia de conclusiones relevantes.  

Por último, estudiar la base genética de la longevidad espermática, mediante la 

identificación de marcadores genéticos asociados a dicho carácter, puede servir para identificar 

genes candidatos o variantes de marcadores que mejoren la precisión en la evaluación de una 

muestra espermática. 
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 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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Hipótesis 
 

 El aumento del nivel de consanguinidad individual causa una disminución en la calidad 

seminal y potencial fertilidad en toros. Dicho efecto fenotípico está regulado por la 

existencia de ROH en regiones específicas del genoma. 

 La motilidad espermática y crio-resistencia tienen una base genética que está 

determinada por regiones del genoma que tienen un efecto fenotípico mayor. 

 

Objetivos generales 

 Determinar el efecto producido por el aumento de la endogamia y las rutas metabólicas 

potencialmente involucradas que afectan la calidad seminal del bovino. 

 Estudiar las regiones genómicas asociadas a la motilidad y resistencia a la crio-

preservación. 

Objetivos específicos 

 Identificar una muestra poblacional con diferentes grados de endogamia basados en 

registros genealógicos y moleculares. 

 Estudiar la ocurrencia de ROH en grupos de animales de alta y baja consanguinidad, y su 

posible asociación a variaciones en la calidad seminal. 

 Determinar las características seminales de dichos individuos mediante técnicas 

objetivas. 

 Identificar SNP’s asociados a los fenotipos encontrados mediante estudios de tipo GWAS. 

 Identificar los genes y rutas metabólicas asociadas a los distintos fenotipos.  
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CAPÍTULO  1  
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Estudio de bloques de homocigosidad en una población bovina 
seleccionada de toros altamente endogámicos: Un análisis 
descriptivo y funcional revela patrones altamente variables 
 

Este capítulo fue publicado como:  D. Goszczynski, A. Molina, E. Teran, H. Morales-Durand, P. Ross, H. 

Cheng, G. Giovambattista, S. Demyda-Peyrás. Runs of homozygosity in a selected cattle population with 

extremely inbred bulls: Descriptive and functional analyses revealed highly variable patterns. PLOS 

ONE. 2018; 13(7): e0200069. DOI: 10.1371/journal.pone.0200069.  

Introducción 
 

La depresión endogámica es el fenómeno de reducción de la supervivencia y fertilidad en 

la descendencia de individuos emparentados. De acuerdo con Leroy (2014), la disminución de la 

aptitud reproductiva y adaptabilidad puede ser explicada por tres mecanismos genéticos: 1) un 

incremento en la expresión fenotípica de mutaciones deletéreas recesivas (hipótesis de 

dominancia parcial); 2) la carencia de ventajas fenotípicas dadas por los genotipos heterocigotos 

en loci que se mantienen en frecuencias intermedias por selección balanceadora (hipótesis de 

sobredominancia); y 3) una interacción epistática en la cual la probabilidad de combinaciones 

genéticas favorables es mayor en heterocitogos (hipótesis de epistasis). Sin embargo, 

Charlesworth y Willis (2009) propusieron como principal causa de la depresión endogámica la 

hipótesis de dominancia parcial, ya que los aportes de sobredominancia e interacción epistática 

aún no han sido identificados con claridad.  

Los efectos de la depresión endogámica han sido observados en varias especies y taxones 

(Charlesworth y Charlesworth, 1987; Keller y Waller, 2002). En ganadería, la depresión 

endogámica ha sido asociada con la reducción en caracteres relacionados a la productividad, 

longevidad y capacidad de los individuos para afrontar los cambios del ambiente (Ercanbrack y 
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Knight, 1991; Sewalem y col., 2006; González-Recio y col., 2007; Saura y col., 2015). Sin embargo, 

se han reportado casos de poblaciones bovinas aisladas con altos niveles de endogamia que han 

subsistido por muchas generaciones (~240 años, de acuerdo con (Williams y col., 2016)). 

El incremento en el coeficiente de endogamia promedio observado en el ganado en los 

últimos 20 años pudo haber sido causado por dos razones principales: 1) la alta intensidad de 

selección aplicada en los programas de mejora de razas altamente productivas (Stachowicz y col., 

2011), y 2) el uso de poblaciones pequeñas y adaptadas en sistemas de producción extensivos y 

aislados geográficamente, caracterizados por la ausencia de un sistema de cruzamiento (Cecchi y 

col., 2012). En todos los casos, el coeficiente de endogamia F (Wright, 1922) es el parámetro más 

usado en los programas de mejora ya que puede ser determinado fácilmente a partir de los datos 

genealógicos de los animales (pedigrí). A través de su análisis se ha demostrado, en algunos casos, 

que la productividad individual comienza a ser afectada cuando F alcanza valores mayores a 5% 

(Hansen, 2000). En este sentido, Sewalem y col. (2006) demostraron que el riesgo de descarte 

aumentaba un 14% cuando los valores de F superaban el 6,25%. Por lo tanto, individuos con F 

mayores a 20% raramente se encuentran en cabañas comerciales (González-Recio y col., 2007). 

Este hecho es particularmente importante ya que estos animales altamente endogámicos 

constituyen la principal fuente de datos genómicos destinados a investigaciones en esta especie 

(Peripolli y col., 2017). Hasta donde se conoce, el único estudio que analiza el ganado doméstico 

altamente endogámico ha sido realizado en una población pequeña de ganado Chillingham 

aislado durante 67 generaciones en una isla de Inglaterra (n=16;Williams y col. (2016)).  

El coeficiente F ha sido estimado convencionalmente a partir de datos genealógicos de 

pedigrí (FPED) (Meuwissen y Luo, 1992), y también utilizando información genómica basada en 

microsatélites (FMIC)(Fernández y Toro, 2006). No obstante, el desarrollo de tecnologías genómicas 

de alto rendimiento basadas en genotipos de SNP ha permitido plantear un nuevo enfoque para 
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determinar los niveles de endogamia de un individuo (Kristensen y col., 2010), el cual, se ha 

demostrado, es considerablemente más preciso y menos sesgado que FPED, aun cuando la 

información de pedigrí es abundante (Kardos y col., 2015). Adicionalmente, las técnicas que usan 

SNPs permiten la estimación de valores de endogamia en individuos que no cuentan con datos de 

pedigrí disponibles (Villa-Angulo y col., 2009; de Roos y col., 2011). Uno de los enfoques más 

comunes para estudiar la endogamia consiste en determinar los bloques de homocigosidad (runs 

of homozygosity, ROH), que son segmentos continuos del genoma de largo definido donde ambos 

alelos de sus marcadores son idénticos y heredados de un ancestro común (usualmente 

denominados autocigotos) (McQuillan y col., 2008). Actualmente, el análisis de ROH ha sido 

ampliamente validado como una herramienta apta para estimar el nivel de endogamia individual 

(Peripolli y col., 2017) en varias especies incluyendo el ganado de carne (Ferencakovic, 2011; 

Marras y col., 2015; Szmatoła y col., 2016) y de leche (Kim y col., 2015; Gurgul y col., 2016). Así 

mismo, la longitud media de ROH ha sido asociada con el número de generaciones desde el último 

ancestro común (de acuerdo a la teoría de Fisher (1954) validada por Howrigan y col. (2011)), lo 

cual permite realizar inferencias respecto a la historia demográfica de una población dada. 

La densidad del SNP-array utilizado para genotipar las muestras (número total de 

marcadores que incluye) y los parámetros iniciales provistos al algoritmo de detección, son 

esenciales para la identificación precisa de ROH (Ferenčaković y col., 2013). En este sentido, el uso 

de ajustes apropiados (determinados de acuerdo con la longitud esperada de ROH) son cruciales 

para evitar resultados sesgados debido a errores de genotipificación y datos faltantes (Peripolli y 

col., 2017). Se ha demostrado que los datos de genotipado de mediana densidad (MD ~ 50.000-

70.000 SNPs) tienden a sobreestimar el número de fragmentos menores a 4 Mb, ya que muchos 

SNPs heterocigotos localizados dentro de los fragmentos no son genotipados (Ferenčaković y col., 

2013). Por el contrario, datos de genotipado de alta densidad (AD ~ 700.000 SNPs) proveen un 
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mayor número de genotipos a expensas de mayores errores de genotipado y datos faltantes, 

aunque estas limitaciones se pueden compensar por un ajuste de los parámetros iniciales del 

modelo de detección, indicando así que los datos de genotipados de AD son una fuente más 

confiable. Sin embargo, la mayoría de los estudios en bovinos han sido realizados usando datos 

en MD, que es la manera en la cual los productores normalmente genotipan a los individuos de 

élite para usar en programas de mejora genómica (Kim y col., 2015).  

En humanos, la acumulación de ROH en ciertas posiciones genómicas ha sido usada para 

analizar la historia demográfica de las poblaciones (Kirin y col., 2010). Esta estrategia también ha 

sido empleada para comparar y caracterizar razas de ganado de carne (Szmatoła y col., 2016) y de 

leche (Mastrangelo y col., 2016). Dado que lo ROH son normalmente abundantes en las regiones 

que se encuentran bajo selección positiva (Kardos y col., 2017), su acumulación en regiones 

específicas o “puntos calientes” (hotspots) ha sido estudiada para identificar partes del genoma 

que reflejen la selección direccional en ganado vacuno (Szmatoła y col., 2016). Sin embargo, 

recientemente se ha empleado el mismo análisis para detectar variantes funcionales asociadas a 

la depresión endogámica (Zhang y col., 2015), loci de caracteres cuantitativos (QTL’s, (Biscarini, 

2015)), y el mecanismo de control genético de caracteres reproductivos (Metzger y col., 2015; 

Ferenčaković y col., 2017) y enfermedades (Biscarini y col., 2016). Por otro lado, se cree que en 

las regiones con una baja abundancia de ROH, “puntos fríos” (Pemberton y col., 2012) se 

encuentran los loci de caracteres con funciones críticas, los cuales evitan las variantes recesivas 

letales o parcialmente deletéreas. En ambos casos, es importante mencionar que la herencia de 

tales fragmentos autocigotos también está sujeta a la estocasticidad de los eventos de 

recombinación por todo el genoma. En este sentido, la acumulación de ROH a lo largo del genoma 

se ha convertido en el punto de partida de otras técnicas que buscan identificar los factores 

biológicos que actúan detrás de los fenotipos de bajo rendimiento, como alternativas a los 
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estudios de asociación de genoma completo convencionales (Biscarini, 2015; Metzger y col., 2015; 

Biscarini y col., 2016; Szmatoła y col., 2016; Ferenčaković y col., 2017; Mastrangelo y col., 2017). 

El ganado Retinto es la segunda raza bovina más numerosa en España, caracterizada por 

la calidad de su carne, rusticidad y su adaptación a pastizales marginales y clima extremo (Morales 

y col., 2013). Todos sus individuos han surgido de la región sur de la península española, criados 

bajo condiciones medioambientales secas y calurosas con escasos recursos de forraje (Jiménez y 

col., 2007). El plan de mejora del ganado Retinto fue establecido hace más de 3 décadas y se ha 

enfocado en la selección de animales con una tasa de crecimiento rápida y una vida productiva 

prolongada, adaptados a ambientes agrestes (Morales y col., 2017). Sin embargo, ya que los 

productores no suelen tener en cuenta el control de la consanguinidad, esta raza es un caso raro 

de individuos con FPED altamente variables dentro de la población. Esto convierte a la raza Retinta 

en un modelo interesante para la investigación de la consanguinidad animal.   

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la ocurrencia de ROH en una población de 

Retinta con animales altamente endogámicos (AE) y con baja endogamia (BE). Se analizó la 

longitud, número y distribución genómica de ROH, obtenidos a partir de datos genotípicos de AD, 

así como la relación entre la longitud de ROH y los eventos recientes de endogamia obtenidos de 

los registros de pedigrí y microsatélites. También se determinaron las diferencias entre patrones 

de ROH en un grupo de individuos con el mismo incremento de FPED en las últimas 3 generaciones 

para evaluar la fiabilidad de FPED como un predictor de la depresión endogámica. Finalmente, se 

estimó la influencia de la tasa de recombinación en los patrones de ROH y se identificaron loci 

posiblemente afectados por la endogamia en individuos AE a través de un análisis funcional.  
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Materiales y métodos 
 

Muestras 

Las muestras fueron obtenidas de la Asociación Nacional de Criadores de Ganado Vacuno 

Selecto de Raza Retinta (ACRE). El ADN se extrajo de muestras de semen congelado (una por toro) 

usando el kit de purificación de ADN genómico de tejido, HigherPurity™ (Canvax Biotech, Córdoba, 

España). El manejo y cuidado de los animales durante la extracción de esperma se realizó 

siguiendo las normas propias del centro de reproducción CENSyRA (Badajoz, España). No fue 

necesaria la aprobación específica del comité de ética, ya que no se llevaron a cabo 

procedimientos experimentales en animales durante este estudio. 

Se analizaron en total 54 toros pertenecientes al programa de Inseminación Artificial (IA) 

de la Asociación de Criadores de Ganado Vacuno Selecto de Raza Retinta (ACRE). Los individuos 

fueron seleccionados en base al número de generaciones equivalentes completas (GEC=6) y a los 

valores FPED. Tanto los FPED, FPED3 (FPED de las últimas 3 generaciones) como GEC fueron 

determinados como se describe en Meuwissen y Luo (1992) y Maignel (1996), usando el software 

ENDOG (Gutiérrez y Goyache, 2005). El FMIC fue calculado utilizando una prueba genómica basada 

en 17 microsatélites, recomendada por la Sociedad Internacional de Genética Animal para la 

prueba de parentesco como describen Caballero y Toro (2002), usando el software Molkin 

(Gutiérrez y col., 2005). Los toros fueron clasificados en dos grupos, altamente endogámicos (AE, 

n=32; FPED promedio=0,164; variando entre 0,133 y 0,306) y de baja endogamia (BE, n=22; FPED 

promedio= 0,008; variando entre 0 y 0,125) 

Genotipado 

Las muestras se genotipificaron utilizando el SNP-array de alta densidad de bovino 

Axiom® Genome-Wide BOS 1 (Affymetrix, Santa Clara, Ca, USA; 640.000 SNPs) en una plataforma 



32 
 

GeneTitan® Multi-Channel (Affymetrix), en el IGEVET (Universidad de La Plata, La Plata, 

Argentina). Los datos crudos fueron procesados utilizando el software Axiom™ Analysis Suite 

(Affymetrix) y estableciendo un call rate por individuo y marcador y DQC (Data Quality Control) 

de 0,97. No se aplicaron filtrados de los genotipos comúnmente utilizados, como la frecuencia 

alélica menor (MAF) o el desequilibrio de ligamiento (DL), ya que habrían llevado a una 

subestimación de la ROH (Ferenčaković y col., 2013), pudiendo interferir con algunos de los 

objetivos principales de este tipo de estudios (Williams y col., 2016; Kukučková y col., 2017). Sin 

embargo, los SNP’s no asignados a un cromosoma específico o asignados a los cromosomas 

sexuales o al ADN mitocondrial fueron excluidos de los análisis. Luego de este procesamiento 

inicial, el número de marcadores para el análisis fue de 624.737. 

Detección y clasificación de ROH  

Los ROH fueron estimados utilizando el software cgaTOH (Zhang y col., 2013). El mínimo 

número de SNPs necesarios para constituir un ROH (L) fue calculado según Purfield y col. (2012), 

como: 

𝐿 =
log𝑒(

𝛼
𝑛𝑠 × 𝑛𝑖

)

log𝑒(1 − ℎ𝑒𝑡)
 

Donde ns es el número de SNPs por individuo, ni es el número de individuos, α es el porcentaje de 

falsos positivos de ROH (0,05), y het es la heterocigosidad promedio de todos los SNPs. Los ROH 

fueron divididos en 5 categorías según su longitud: 1-2 Mb, 2-4 Mb, 4-8 Mb, 8-16 Mb y > 16Mb. 

Los ROH cortos (<1 Mb) no fueron incluidos en el análisis ya que muchos de ellos podrían ser el 

producto de la herencia de haplotipos alocigotos comunes (Kim y col., 2015). 

El número de heterocigotos (nH) y genotipos faltantes (nM) permitidos en cada categoría 

de ROH para cada cromosoma fue calculado como: 
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𝑛𝐻 =
𝑚𝐿

𝑑𝑆
× 𝑒𝐺 

𝑛𝑀 =
𝑚𝐿

𝑑𝑆
× 𝑚𝐺 

Donde mL es la longitud mínima de ROH, dS es la distancia promedio entre SNP’s en el cromosoma, 

eG es la tasa de error de genotipado (0,25% según los procedimientos estándar de Affymetrix), y 

mG es la tasa media de genotipos faltantes en el cromosoma. El número de SNP’s heterocigotos y 

faltantes permitidos por categoría de longitud y cromosoma es descrito en la Tabla Suplementaria 

1. Debido a que el análisis por categoría de longitud de ROH se realizó secuencialmente de menor 

a mayor longitud, los ROH obtenidos en cada análisis fueron unidos en caso de solapamiento para 

evitar la subestimación de fragmentos largos, utilizando la función “reduce” de la librería de R 

GenomicRanges (Lawrence y col., 2013). 

Caracterización de ROH y coeficiente endogámico basado en ROH (FROH) 

Se determinó la longitud media, mínima, máxima y desvío estándar para cada grupo y 

también por cromosoma, individuo y categoría de longitud. Las diferencias estadísticas se 

analizaron usando el t de Student con un nivel de significancia de 0,05. Los FROH se estimaron por 

individuo y cromosoma como la suma de todos los ROH dividido por la longitud total del genoma 

y cromosoma, respectivamente, según McQuillan y col. (2008). Los resultados se expresaron como 

el promedio ± el error estándar de la media (S.E.M.). 

Se evaluó la fiabilidad de FROH como estimador de endogamia comparándolo con FPED, 

FPED3 (F estimado considerando los datos de pedigrí de las últimas tres generaciones) y FMIC 

mediante correlación de Spearman, ya que la distribución de SNPs entre las muestras no cumplía 

la normalidad (test de Kolmogorov-Smirnov). La correlación entre FROH>8Mb Y FPED (seis 

generaciones), así como entre FROH>16Mb y FPED3 (tres generaciones), fueron estimadas 
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particularmente para evaluar la relación entre la longitud de ROH y el número de generaciones 

desde el ancestro común, como fue propuesto por Fisher (1954). 

Para determinar si los ROH se acumulaban en loci con bajas tasas de recombinación, se 

estimó la correlación entre el número de ROH detectados en una posición determinada y la tasa 

de recombinación en el mismo locus, utilizando los datos reportados por Ma y col. (2015). Este 

procedimiento se realizó en toda la población y en cada grupo por separado, tanto a nivel 

genómico como por cromosoma, y considerando, por un lado, todos los ROH y, por el otro, 

ROH>8Mb. 

Análisis funcional de ROHi 

Para identificar los posibles efectos en las funciones biológicas de los animales altamente 

endogámicos, se realizó un análisis de anotación funcional considerando los genes dentro de loci 

que estuvieron estadísticamente enriquecidos con ROH. Estos loci se determinaron realizando una 

prueba de permutación bajo la hipótesis nula de que los ROH están igualmente distribuidos a lo 

largo del genoma. El número de ROH en cada posición se aleatorizó un millón de veces usando 

scripts en JULIA (Bezanson y col., 2017). Luego, se calcularon valores de significancia p para cada 

posición como la frecuencia relativa de las aleatorizaciones que producían por azar un número de 

ROH más grande que el observado realmente. Finalmente, los intervalos genómicos 

significativamente enriquecidos se definieron como SNPs significativos consecutivos separados 

por menos de 1Mb. Estos intervalos se utilizaron para obtener listas de genes de ENSEMBL 

BioMart v89 (Aken y col., 2016). El análisis in-silico se realizó utilizando la herramienta de 

agrupamiento de anotación funcional implementada en DAVID (Huang da y col., 2009) 

considerando las siguientes categorías de anotaciones: Cog_Ontology, Up_Keywords, 

Up_Seq_Feature, Goterm_Bp_Direct (procesos biológicos), Goterm_Cc_Direct (componentes 

celulares), Goterm_Mf_Direct (funciones moleculares), Kegg_Pathway, Interpro y Smart. La 



35 
 

rigurosidad de la clasificación se fijó en media y los grupos se definieron por puntuaciones de 

enriquecimiento superiores a 1,301, que es igual a -log10 (0,05). El análisis se realizó en el grupo 

completo de regiones estadísticamente enriquecidas (considerando todos los ROH, 

independientemente de su longitud) y en un grupo reducido que comprendía solo ROH>8Mb para 

evaluar el efecto de los fragmentos recientemente formados. 

Resultados 
 

Caracterización de ROH 

El número de ROH fue estadísticamente diferente entre los grupos AE y BE (106,96 ± 37,56 en AE 

vs 39,63 ± 23,67 en BE; p <0,001). Esta diferencia estadística también se observó a nivel de la 

categoría de longitud (Tabla 1). La relación AE/BE en ROH>8Mb fue cuatro veces mayor que en 

cortos ROH, demostrando claramente una presencia mayor de ROH largos en el grupo altamente 

endogámico. 

Tabla 1. Número de ROH detectados en cada grupo de endogamia de toros Retinta, por categoría 

de longitud. Las diferencias entre grupos fueron analizadas mediante un t de Student. Los 

resultados son expresados como media ± error estándar de la media. 

Longitud de 
ROH 

Grupo AE Grupo BE p AE/BE 

1-2 Mb 61,13 ± 5,20b 28,91 ± 3,85a 3,00E-05 2,11 

2-4 Mb 22,28 ± 1,71b 7,00 ± 1,15a 2,08E-08 3,18 

4-8 Mb 12,56 ± 1,12b 2,50 ± 0,56a 9,90E-09 5,03 

8-16 Mb 7,47 ± 0,89b 0,86 ± 0,25a 1,56E-07 8,65 

>16 Mb 3,53 ± 0,55b 0,36 ± 0,14a 2,10E-05 9,71 

Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,001) según el test de Student 
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Un análisis similar se realizó por cromosoma, mostrando resultados similares, con 

diferencias estadísticas en 25 cromosomas diferentes (solo BTA5, BTA14, BTA25 y BTA27 fueron 

no significativos (p > 0,05; Figura 1)), sugiriendo que algunos cromosomas son más propensos a 

acumular ROH que otros.  

 

Figura 1. Número de ROH por cromosoma en toros Retinta de alta (AE) y baja (BE) endogamia. Los 

resultados son expresados como el número promedio de ROH por cromosoma ± error estándar 

de la media. N.S.: No significativo, p > 0,05; test-T. 

La longitud media de ROH también fue significativamente diferente entre grupos (3,51 ± 

0,08 Mb en AE vs 2,23 ± 0,10 Mb en BE; p < 0,001) (Figura 2A), pero el grupo AE mostró una mayor 

variación entre individuos (Figura 2B). En este sentido, la longitud media osciló entre 4,71 (A24) y 

66,78 Mb (A4). Las muestras A7, A8, A10, A14, A24 y A30 presentaron menor variabilidad, 

careciendo de ROH > 11,5 Mb, aunque sus valores de FPED3 fueron superiores a 0,10. El grupo BE 

mostró menor variación, aunque las muestras B2, B8, B9 y B22 parecían ligeramente más variables 

en longitud de ROH (Figura 2B). Las muestras B2, B8, B9, B16, B17 y B22 presentaron ROH > 16 

Mb aunque su FPED fue cero. También se observaron diferencias significativas en la longitud de 

ROH por cromosoma, pero en una menor medida. 
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Figura 2. Variación individual en la longitud de ROH en toros Retinta de alta endogamia (AE;2A) y 

baja endogamia (BE;2B). Los resultados son expresados como la longitud promedio ± error 

estándar por individuo. 

Solo siete cromosomas mostraron diferencias estadísticamente significativas entre 

grupos (BTA1, BTA7, BTA10, BTA13, BTA18, BTA22 y BTA24; p < 0,05; Figura 3). El número de 
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cromosomas que tuvo ROH mayores a 20 Mb fue mayor en AE (25 cromosomas) que en el grupo 

BE (6 cromosomas). Curiosamente, se detectó un ROH muy largo (56,73 Mb) en BTA11 en la 

muestra B9. Los detalles de la distribución y longitud de ROH por individuo y cromosoma se 

resumen en las tablas Suplementaria 2 y Suplementaria 3, respectivamente. 

 

Figura 3. Variación cromosómica en la longitud de ROH en toros Retinta de alta (AE) y baja 

endogamia (BE). Los resultados son expresados como el número promedio de ROH por 

cromosoma ± error estándar de la media. *: significativo, p<0,05; t de Student por grupo. 

 

Comparación de FPED, FMIC Y FROH como estimadores de identidad por descendencia (IBD, por sus 

siglas en inglés identical by descent) 

La comparación entre los estimadores IBD reveló diferencias significativas entre las 

estimaciones obtenidas en todos ellos, pero particularmente en FMIC, donde el p fue al menos dos 

veces más alto (Tabla 2). Además, FMIC mostró el valor más alto en el grupo BE, así como la relación 

AE/BE más baja, lo que sugiere que los coeficientes de endogamia basados en microsatélites 

pueden tender a sobreestimar el valor en los individuos no consanguíneos.  
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En el grupo AE, los valores de FROH oscilaron entre 0,06 y 0,28 (0,15 ± 0,09), mostrando 

una alta correlación con FPED (0,79). Por el contrario, las correlaciones entre FPED y FMIC (0,44), y 

FROH y FMIC (0,36) fueron mucho más bajas, lo que coincide con las comparaciones realizadas entre 

grupos. Las correlaciones entre FPED y FROH>8Mb, FPED3 y FROH>16Mb, y FPED3>0 (individuos con al menos 

un ancestro común en las tres últimas generaciones) y FROH>16Mb fueron de 0,60, 0,54 y 0,42, 

respectivamente. 

Tabla 2. Coeficientes de endogamia basados en pedigrí (FPED), ROH (FROH) y microsatélites (FMIC) 

para toros de alta (AE) y baja endogamia (BE) de la raza Retinta. 

Coeficiente    AE   BE   p   AE/BE 

FPED  0,1644 ± 0,0101b  0,008 ± 0,0001a  1,00E-06  20,68 

FPED3  0,0830 ± 0,0121  0  -----  ----- 

FMIC  0,1595 ± 0,0613a  0,1155 ± 0,0001a  1,46E-02  1,38 

FROH  0,1510 ± 0,0091b  0,0356 ± 0,0059a  5,40E-06  4,24 

FROH[1-2]  0,0320 ± 0,0027b  0,0150 ± 0,0037a  1,10E-05  2,14 

FROH[2-4]  0,0247 ± 0,0018b  0,0077 ± 0,0001a  1,30E-05  3,20 

FROH[4-8]  0,0272 ± 0,0025b  0,0054 ± 0,0001a  4,20E-05  5,07 

FROH[8-16]  0,0317 ± 0,0039b  0,0038 ± 0,0001a  1,00E-06  8,26 

FROH[>16]   0,0354 ± 0,0057b   0,0037 ± 0,0001a   6,10E-06   9,55 

Nota: AE: grupo de alta endogamia (FPED>=0,125); BE: grupo de baja endogamia (FPED<0,125). AE/BE: 

relación entre los valores de AE y BE por coeficiente. Letras diferentes indican diferencias significativas 

(p<0,001) según el test-T. 

 

Análisis de FROH por categoría de longitud y cromosoma 

Los porcentajes del valor FROH explicados por cada categoría de longitud se muestran en 

la Figura 4. Los ROH cortos (1-2 Mb) representaron casi 50% del valor FROH en BE, mostrando una 

disminución en la contribución hacia la categoría de 8-16 Mb. Por otro lado, se observó una 
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contribución similar para cada categoría de longitud en AE. El porcentaje de FROH explicado por 

fragmentos cortos (1-2 Mb) fue significativamente mayor en BE, mientras que el porcentaje 

explicado por fragmentos largos (4-8 Mb, 8-16 Mb y > 16 Mb) fue significativamente mayor en AE. 

 

Figura 4. Porcentaje de valores de FROH por grupo endogámico de la raza Retinta, explicados por 

cada categoría de longitud de ROH.  

*: p < 0,05. t de Student por grupo. 

 

El análisis por cromosoma mostró un mayor FROH en AE en 26 cromosomas (Figura 5; p < 0,05). 

Sólo BTA21, BTA26 y BTA27 fueron no significativos, probablemente debido a la variabilidad 

observada entre los individuos, más que por una menor diferencia entre las medias. La variabilidad 

dentro de los grupos fue alta, pero algunos cromosomas, como BTA14, mostraron una mayor 

abundancia de ROH que otros (por ejemplo, BTA20) en ambos grupos. También cabe destacar que 

algunos individuos mostraron una abundancia inesperadamente alta de ROH en algunos de los 

cromosomas. Por ejemplo, B9, que tuvo el 57% de BTA11 cubierto por un solo ROH (datos no 

mostrados). 
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Efecto de la tasa de recombinación en la abundancia de ROH  

La correlación entre la presencia de un ROH en una posición determinada (definida como el 

número de individuos con un ROH en esa posición) y la tasa de recombinación en el mismo locus 

fue -0,0132. Se obtuvieron resultados similares cuando el análisis se realizó por grupos (r = -0,0178 

en AE y r = -0,02715 en BE) y por cromosoma (Tabla Suplementaria 4). Cuando se analizó toda la 

población, sin discriminar por grupos, la mayor correlación se encontró en BTA23 (r = 0,11). BTA28 

mostró la mayor correlación en AE (r = 0,11) y BTA26 la mayor en BE (0,08). No se observaron 

correlaciones altas en el análisis de los ROH hipotéticamente recientes (r = 0,0025; 0,0003 y 0,028 

para la población total, grupos AE y BE, respectivamente) ni en el caso de los cromosomas 

individuales (Tabla Suplementaria 4). 

 

 

Figura 5. FROH por cromosoma por grupo, en grupos de toros Retinta de alta (AE) y baja (BE) 

endogamia. 

Solo los cromosomas señalados como N.S. fueron no significativos (p > 0,05) entre grupos según 

el t de Student. 
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Localización genómica de ROH 

La acumulación de ROH en todo el genoma de las muestras AE se analizó por categoría 

de longitud: todas las longitudes de ROH (Figura 6A), ROH>8Mb (Figura 6B) y ROH>16Mb (Figura 

6C). Aunque la distribución de los ROH fue relativamente uniforme y la acumulación fue moderada 

en general, se encontraron algunos picos destacados con una alta ocurrencia de ROH. Por ejemplo, 

26 animales presentaron ROH en el primer millón de bases (1.575 - 1.606.000) de BTA23, así como 

en BTA2 (71.882.569 - 73.223.813), BTA7 (51.003.562 - 53.466.651) y BTA29 (38.490.349 - 

39.617.454) en menor medida. En el análisis de ROH>8 Mb (generados hipotéticamente en las 

últimas seis generaciones), la mayor ocurrencia (nueve individuos) se detectó en BTA24 

(39.376.427 - 58.300.844). Por último, cuando se analizaron ROH>16Mb (tres generaciones desde 

el ancestro común), la mayor ocurrencia se encontró en BTA7, BTA13, BTA14, BTA18 BTA22 y 

BTA24. Curiosamente, dos cromosomas (BTA26 y BTA29) mostraron una completa ausencia de 

ROH> 16Mb.  

Para demostrar la alta variabilidad dentro de los cromosomas, se graficó la distribución 

de la ROH en BTA24, que mostró la media de FROH y la longitud media de ROH más alta en el grupo 

AE (Figura 7). Cabe destacar que algunos individuos no presentaron ROH en dicho cromosoma 

(A1, A9, A10, A15 y A26). Por el contrario, algunos individuos albergaban ROH en más del 60% de 

la extensión cromosómica de BTA24 (A13 y A32).  

Por último, se analizó la relación de FPED con ROH graficando la distribución en todo el 

genoma de ROH>16Mb en 12 individuos que presentaban el mismo valor de FPED3 (0,125) (Figura 

8). Se observó que el patrón de distribución de los fragmentos ROH adquiridos hipotéticamente 

durante las últimas 3 generaciones era muy desigual y variable entre los individuos. Además, no 

se detectaron ROH>16Mb en la muestra A10 ni en siete cromosomas (BTA2, BTA17, BTA21, 
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BTA24, BTA26, BTA28 y BTA29). Estos resultados sugieren que el efecto fenotípico de la 

endogamia en individuos con el mismo valor de FPED podría ser altamente divergente. 

Regiones genómicas diferencialmente afectadas por la endogamia  

Para analizar las funciones biológicas hipotéticamente afectadas en las zonas con alta 

abundancia de ROH, se obtuvo una lista de genes de los intervalos significativamente enriquecidos 

según la prueba de permutación. Similar al análisis anterior, para caracterizar los fragmentos 

recién formados, se realizaron análisis separados para todos los ROH (sin restricción de longitud) 

y solo para ROH>8Mb.  

Las listas de genes obtenidas se sometieron a la plataforma DAVID para el análisis de 

anotación funcional. Cuando se consideraron todas las longitudes de los fragmentos, el número 

de genes obtenidos fue de 769. Estos genes estaban distribuidos en 22 cromosomas diferentes, 

pero ocho de ellos estaban poco representados (menos de 10 genes). Los cromosomas más 

representados en términos de genes en ROH fueron BTA7, BTA14 y BTA12 con 108, 94 y 77 genes, 

respectivamente. En el análisis de anotaciones funcionales se detectaron tres grupos funcionales 

significativos (Tabla 3). El que tuvo la mayor puntuación de enriquecimiento estaba relacionado 

con procesos catabólicos de proteínas e implicaba a la familia de genes PAG. 

Estos genes están localizados en BTA29 y codifican precursores de la familia de 

glicoproteínas asociadas a la preñez (PAG1, PAG4, PAG7, PAG15, PAG16, PAG19, PAG20 y PAG21), 

un grupo de proteasas aspárticas secretadas por la placenta. El segundo grupo más enriquecido 

estaba relacionado con 5 genes de β-defensina, que codifican péptidos antimicrobianos que se 

encuentran en los glóbulos blancos. Al estudiar las regiones ROH>8Mb, hipotéticamente formadas  
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Figura 6. Acumulación de ROH a través del genoma en el grupo AE de toros Retinta. Número de ROH detectados en cada posición de SNP 

del chip considerando diferentes categorías de longitud de ROH. A: FROH total; B: FROH 8-16Mb; C: FROH >16Mb. 
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Figura 7.  Distribución física de ROH sobre BTA24 en el grupo AE de toros Retinta.  
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Figura 8. Distribución física de ROH> 16Mb en el grupo AE de toros Retinta con el mismo coeficiente 

de endogamia calculado a partir de datos de pedigrí de las últimas tres generaciones (FPED3 = 0,125). 
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Tabla 3. Agrupación de anotaciones funcionales de genes en regiones con alta acumulación de ROH en el grupo AE de toros Retinta. 

Cluster 1 Enrichment score: 8,96 

Categoría Término p Genes 
Fold 

Enrichment 

INTERPRO 
Propeptide, peptidase A1 

(IPR012848) 
2,45E-13 

PAG1, PAG4, PAG5, PAG7, PAG15, PAG16, PAG17, PAG18, PAG19, PAG20, PAG21, 

LOC504812, LOC614287, MGC157405, MGC157408 
14,36 

INTERPRO Peptidase A1 (IPR001461) 1,35E-12 
PAG1, PAG4, PAG5, PAG7, PAG15, PAG16, PAG17, PAG18, PAG19, PAG20, PAG21, 

LOC504812, LOC614287,MGC157405, MGC157408 
13,02 

INTERPRO 
Aspartic peptidase 

(IPR021109) 
1,48E-11 

PAG1, PAG4, PAG5, PAG7, PAG15, PAG16, PAG17, PAG18, PAG19, PAG20, PAG21, 

LOC504812, LOC614287,MGC157405, MGC157408 
11,26 

GOTERM_MF_DIRECT  
Aspartic-type endopeptidase 

activity (GO:0004190) 
1,22E-10 

PAG1, PAG4, PAG5, PAG7, PAG15, PAG16, PAG17, PAG18, PAG19, PAG20, PAG21, 

LOC504812, LOC614287,MGC157405, MGC157408 
9,76 

INTERPRO 
Peptidase aspartic, active site 

(IPR001969) 
2.00E-10 

PAG1, PAG4, PAG5, PAG7, PAG15, PAG16, PAG17, PAG18, PAG20, PAG21, 

LOC504812, LOC614287, MGC157405 
12,03 

UP_KEYWORDS Aspartyl protease 2,08E-10 
PAG1, PAG4, PAG5, PAG7, PAG15, PAG16, PAG17, PAG18, PAG20, PAG21, 

LOC504812, LOC614287, MGC157405 
12,00 

GOTERM_BP_DIRECT 
Protein catabolic process 

(GO:0030163) 
2.15E-09 

PAG1, PAG4, PAG7, PAG15, PAG16, PAG17, PAG18, PAG20, PAG21, LOC504812, 

LOC614287, MGC157405 
8,97 

GOTERM_BP_DIRECT Proteolysis (GO:0006508) 0,0002 
GGH, PAG1, PAG4, PAG5, PAG7, PAG15, PAG16, PAG17, PAG18, PAG20, PAG21, 

LOC504812, LOC614287, MGC157405, PROZ, TPP2 
2,83 

UP_KEYWORDS Protease 0,0002 

CASP8, CLPP, CTSB, CTSC, CTSZ, ECE2, F7, F10, PAG1, PAG4, PAG5, PAG7, PAG15, 

PAG16, PAG17, PAG18, PAG19, PAG20, PAG21, PARL, NPEPL1, USP4, USP14, 

TPP2,LOC504812, LOC614287,MGC157405 

2,27 
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Cluster 2 Enrichment Score:2,03 

Categoría Término p Genes 
Fold 

Enrichment 

SMART DEFSN (SM00048) 0,0005 DEFB1, DEFB4A, DEFB5B, DEFB10, EBD 12,18 

INTERPRO 
Beta defensin/Neutrophil 

defensin (IPR006080) 
0,0006 DEFB1, DEFB4A, DEFB5B, DEFB10, EBD 11,57 

INTERPRO 
Beta defensin type 

(IPR001855) 
0,0012 DEFB1, DEFB4A, DEFB5B, DEFB10, EBD 9,92 

UP_KEYWORDS Defensin 0,0061 DEFB1, DEFB4A, DEFB5B, DEFB10, EBD 6,59 

UP_KEYWORDS Antibiotic 0,0204 DEFB1, DEFB4A, DEFB5B, DEFB10, EBD, PENK 3,78 

UP_KEYWORDS Antimicrobial 0,0445 DEFB1, DEFB4A, DEFB5B, DEFB10, EBD, PENK 3,08 

GOTERM_BP_DIRECT 

Defense response to 

bacterium 

(GO:0042742) 

0.0733 DEFB1, DEFB4A, DEFB5B, DEFB10, EBD, NOS2, PENK 2,38 

Cluster 3 Enrichment score:1,54 

Categoría Término p Genes 
Fold 

Enrichment 

UP_KEYWORDS Microtubule 0,0052 
AURKA, DYNLL2, DYNLRB2, HAUS1, KATNAL2, KIF20A,NDRG1, REEP4, SKA1, 

TUBB1, TUBB4A, TUBGCP3 
2,68 

UP_KEYWORDS Cytoskeleton 0,0485 

AURKA, CETN1, CETNNA1, DAG1, DMTN, DYNLL2, DYNLRB2, FAM110B, FER, 

HAUS1, KATNAL2, KIF20A, MAP6D1, NDRG1, PDLIM2, PPP2CA, REEP4, RHOA, 

ROCK1, SKA1, TUBB1, TUBB4A, TUBGCP3 

1,55 

GOTERM_CC_DIRECT Microtubule (GO:0005874) 0,0968 
DYNLL2, DYNLRB2, HAUS1, KATNAL2, KIF20A, NDRG1, REEP4, SKA1, MAP6D1, 

TUBB1, TUBB4A 
1,83 
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 en las últimas seis generaciones, se obtuvieron 362 genes, distribuidos en siete cromosomas diferentes. Los más representados fueron BTA22, 

BTA24 y BTA14, con 87, 68 y 64 genes, respectivamente. A su vez, se identificaron tres grupos significativos en el análisis de anotación funcional 

(Tabla 4). El más significativo estaba relacionado con el ensamblaje de los microtúbulos del flagelo y de los cilios e involucraba a 4 genes (DNAAF1, 

DNAH1, LRRC6 y ZMYND10). Los dos grupos restantes estaban relacionados con la unión y el metabolismo del calcio y el metabolismo del ácido 

hialurónico. 

Tabla 4. Agrupación de anotaciones funcionales de genes en regiones con alta acumulación de ROH presuntamente recientes (>8Mb) en el grupo 

AE de toros Retinta. 

Cluster 1 Enrichment score: 2,265 

Categoría Término p Genes Fold Enrichment 

GOTERM_BP_DIRECT Inner dynein arm assembly (GO:0036159) 0,0005 ZMYND10, LRRC6, DNAH1, DNAAF1 23,23 

GOTERM_BP_DIRECT Motile cilium assembly (GO:0044458) 0,0145 ZMYND10, LRRC6, DNAAF1 15,84 

GOTERM_BP_DIRECT Outer dynein arm assembly (GO:0036158) 0,0202 ZMYND10, LRRC6, DNAAF1 13,40 

Cluster 2 Enrichment score: 1,825 

Categoría Término p Genes Fold Enrichment 

SMART IQ motif (SM00015) 0,0071 
IQCF1, LOC100125949, IQCF2, 

IQCF5,MYOB5B 
6,46 

UP_SEQ_FEATURE IQ 1 (domain) 0,0085 IQCF1, IQCF2, IQCF5 20,44 

UP_SEQ_FEATURE IQ 2 (domain) 0,0085 IQCF1, IQCF2, IQCF5 20,44 

GOTERM_MF_DIRECT Calmodulin binding (GO:0005516) 0,0322 MAPKAPK3, IQCF1, IQCF2, KCNQ3, IQCF5 4,14 
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INTERPRO IQ motif, EF-hand binding site (IPR000048) 0,0448 
IQCF1, IQCF2, IQCF5, 

MYOB5B,LOC100125949 
3,73 

Cluster 3 Enrichment score: 1,596 

Categoría Término p Genes Fold Enrichment 

GOTERM_BP_DIRECT Hyaluronan metabolic process (GO:0030212) 0,0001 ITIH3, HYAL1, ITIH1, ITIH4 38,72 

UP_SEQ_FEATURE VIT (domain) 0,0019 ITIH3, ITIH1, ITIH4 40,87 

INTERPRO 
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain, C-terminal 

(IPR010600) 
0,0028 ITIH3, ITIH1, ITIH4 35,37 

SMART VIT (SM00609) 0,0053 ITIH3, ITIH1, ITIH4 26,01 

INTERPRO VIT domain (IPR013694) 0,0095 ITIH3, ITIH1, ITIH4 19,65 

UP_SEQ_FEATURE VWFA (domain) 0,0415 ITIH3, ITIH1, ITIH4 9,08 
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Discusión 
 

En este trabajo, se caracterizó la abundancia y la distribución de ROH en una población 

de bovinos con individuos de alta y baja endogamia. A la fecha, éste es el primer estudio genómico 

que utiliza el genotipado de alta densidad para analizar la relación entre los fragmentos ROH y los 

eventos de endogamia recientes conocidos en una población de ganado bovino con valores 

contrastantes de FPED. También es el primer análisis de una población bovina que ha sido criada y 

seleccionada en condiciones estandarizadas y que puede ser agrupada en dos grupos divergentes 

en términos de valores individuales de endogamia. 

FROH como estimador de la consanguinidad en ganado altamente endogámico 

Nuestros resultados mostraron una mayor correlación entre FPED y FROH, en comparación 

con trabajos anteriores (Kim y col., 2015), pero sólo cuando se consideró la población completa. 

Las correlaciones fueron menores cuando se analizaron ambos grupos por separado, mostrando 

valores más consistentes con los reportados previamente (Peripolli y col., 2017). Se indicaron tres 

posibles causas como fuente de divergencia entre FROH y FPED: 1) la persistencia de ROH cortos 

ancestrales a través del tiempo debido a las bajas tasas de recombinación, que se ignoran en la 

estimación de FPED (Ferenčaković y col., 2013), 2) la profundidad y fiabilidad de la información del 

pedigrí (Kardos y col., 2015; Zhang y col., 2015) y 3) la naturaleza estocástica de la herencia de los 

fragmentos IBD (Curik y col., 2017). En el presente estudio, los errores del pedigrí se minimizaron 

utilizando pruebas moleculares de parentesco para todos los individuos. Asimismo, los datos del 

pedigrí se mostraron fiables, ya que los animales de baja consanguinidad (BE) mostraron bajos 

valores de FROH, lo que puede indicar que los eventos de endogamia ocurridos en la población 

antes de la quinta generación parental son escasos. Por esta razón, se sugiere que las 

correlaciones obtenidas son fiables. Por el contrario, las estimaciones de endogamia basadas en 
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microsatélites (FMIC) estuvieron poco correlacionadas tanto con FPED como con FROH, demostrando 

que el uso de estos marcadores es una fuente poco fiable de información para calcular 

consanguinidad, y más aún en individuos altamente endogámicos. Este hecho fue descrito 

previamente en el ganado vacuno, pero utilizando una población moderadamente consanguínea, 

por Baumung y Sölkner (2003). 

Tiempo atrás, Howrigan y col. (2011) validaron la relación entre la longitud del ROH y el 

número de generaciones desde el ancestro común mediante simulaciones a gran escala. El estudio 

se basó en el concepto propuesto por Fisher (1954) en el que, la longitud de los fragmentos de 

ROH se asociaría con el número de generaciones desde el ancestro común. Por ejemplo, 

mostraron que los ROH>16Mb son probablemente heredados de padres que compartieron un 

ancestro común tres generaciones atrás. Más recientemente, Marras y col. (2015) y Ferenčaković 

y col. (2013) analizaron este concepto en poblaciones comerciales de varias razas bovinas, pero 

utilizando individuos con bajo FPED. Dado que la población analizada en el presente estudio tenía 

una historia bien conocida de endogamia reciente, se esperaba una mayor correlación entre las 

estimaciones procedentes de ROH largos (FROH derivados de ROH>8MB y ROH>16Mb) y los valores 

de FPED del número de generaciones correspondiente (FPED para seis y FPED3 para tres). En general, 

el aumento de la longitud de los ROH y los eventos de endogamia reciente en los individuos 

consanguíneos estuvieron asociados, mostrando correlaciones entre 0,42 y 0,6 cuando se utilizó 

la longitud de ROH para estimar el FROH. Sin embargo, estas correlaciones fueron inferiores a la 

correlación global obtenida mediante el análisis de toda la población. Una posible explicación es 

la naturaleza estocástica de la herencia de la IBD (Curik y col., 2017). Sin embargo, Kardos y col. 

(2015) demostraron que el coeficiente FPED puede ser fácilmente subestimado cuando la 

profundidad del pedigrí es inferior a 20 generaciones. En nuestro caso, el FPED se estimó utilizando 
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sólo 6 generaciones equivalentes completas en promedio, por lo que no se tuvo en cuenta la 

influencia de los ancestros comunes anteriores. 

Distribución de diferentes longitudes de ROH  

La longitud del ROH fue muy variable entre y dentro de los dos grupos. Por ejemplo, cinco 

muestras de BE mostraron ROH de más de 20 Mb, cuando no se esperaba la presencia de ROH 

largos. Aunque la longitud media de la ROH debería reflejar en cierta medida el número de 

generaciones desde el ancestro común, también se debe considerar que la formación de la ROH 

es un proceso complejo en el que intervienen tasas dinámicas de recombinación a lo largo del 

genoma y también la naturaleza estocástica de los procesos de formación de gametos 

(Mastrangelo y col., 2017). En el presente estudio, esta hipótesis también fue respaldada por la 

variación detectada en el grupo AE, donde algunos animales tenían ROH de hasta 50 Mb 

(hipotéticamente producido por un evento de endogamia ocurrido una generación atrás), lo que 

fue inconsistente con su valor de FPED. También se describió una variabilidad similar en el ganado 

pardo suizo y en ovejas del Valle de Belice (Ferenčaković y col., 2013; Mastrangelo y col., 2017). 

Sin embargo, en ambos estudios no se disponía de datos de pedigrí, limitando así la comparación 

entre FPED y la longitud de ROH. 

También se observaron diferencias significativas en el número de ROH detectados por 

categoría de longitud. Los ROH más cortos predominaban en BE, pero disminuyeron a medida que 

aumentaba la longitud. Este patrón puede atribuirse a una "endogamia fundacional" producida 

durante la creación de la raza, como se sugiere en otras razas y especies (Marras y col., 2015; 

Zavarez y col., 2015; Szmatoła y col., 2016). Por otro lado, AE mostró un número de ROH de las 

categorías 8-16 Mb y ROH>16 Mb que fue ocho y diez veces mayor que en BE, respectivamente.  
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Hasta la fecha, no se habían evidenciado grandes diferencias en el número de ROH en el 

ganado de una misma raza. En este caso, el diseño experimental, que incluía dos grupos de 

animales que divergían sólo en términos de consanguinidad (misma raza, esquema de selección y 

objetivos de cría) podría explicar las diferencias observadas entre los grupos. En cualquier caso, 

estos resultados fueron consistentes con lo esperado, ya que los eventos de endogamia que 

ocurrieron más recientemente (6 generaciones) tendieron a producir fragmentos de ROH más 

largos. El hecho de que sólo el 1,5% del genoma estuviera cubierto por ROH cortos en BE puede 

indicar que la población original a partir de la cual se fundó la raza Retinta hace 50 generaciones 

era amplia y escasamente seleccionada. 

Distribución cromosómica de ROH 

En un estudio reciente, Zavarez y col. (2015) reportaron una baja variación en la 

distribución de los ROH entre los cromosomas de las vacas Nelore, con valores de FROH que 

oscilaban entre 0,05 y 0,1. Por el contrario, Ferenčaković y col. (2013) y Szmatoła y col. (2016) 

demostraron que la longitud de los ROH y su localización en el genoma podían ser 

extremadamente variables en el ganado vacuno. En el presente estudio, el grado de variación 

entre los cromosomas fue elevado, lo que concuerda con esto último. Esta variación entre y 

dentro cromosomas se ha descrito también en poblaciones de ganado vacuno lechero (Zhang y 

col., 2015) y de carne (Szmatoła y col., 2016), pero con bajos niveles de endogamia y en menor 

medida. Estos hallazgos pueden sugerir que algunos loci genómicos soportan menos la 

acumulación de IBD que otros. En este caso, puede explicarse por la existencia de alelos deletéreos 

en ROH localizados en regiones específicas. Por ejemplo, en regiones con una restricción genómica 

sistemáticamente menor (Szpiech y col., 2013). Esos alelos disminuirán la abundancia de ROH en 

esas localizaciones, ya que, si una variante en una población es letal en forma homocigota, la 

endogamia aumentará en gran medida la posibilidad de generar un genotipo letal. En este sentido, 
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es razonable pensar que los “puntos calientes” detectados podrían haberse producido 

principalmente por el apareamiento de individuos emparentados en ausencia de condiciones 

adicionales que puedan diferenciar los grupos analizados. Pero, además, el hecho de que las tasas 

de recombinación, que también han sido señaladas como la causa del aumento de ROH en 

regiones específicas, no parecen ejercer ningún efecto sobre su abundancia, apoya la idea 

anterior. Por último, la variación también fue alta cuando se analizó la distribución genómica de 

ROH>8Mb y ROH>16Mb. Curiosamente, se encontró que algunas regiones genómicas carecen de 

ROH largos (por ejemplo, BTA26 y BTA29 para ROH>16Mb). Estos hallazgos pueden sugerir que 

algunas áreas genómicas no pueden ser afectadas por la endogamia aun a corto plazo.  

La distribución desigual de ROH en todo el genoma es especialmente importante, ya que 

los criadores suelen asociar un aumento del coeficiente de consanguinidad con un efecto 

perjudicial proporcional (Bjelland y col., 2013; Bjelland y col., 2015). Sin embargo, los efectos 

fenotípicos de los bloques del ROH vendrán determinados por su localización en el genoma. Hace 

cuarenta años, Franklin (1977) modeló y determinó la variación esperada en términos de bloques 

homocigóticos en individuos resultantes de un evento endogámico similar en D. melanogaster. En 

ese estudio, la autora demostró que la probabilidad de encontrar un genotipo homocigótico en 

una posición específica del genoma después de un evento de endogamia depende de la tasa de 

recombinación del locus y la longitud del cromosoma. Según la autora, la abundancia de bloques 

de endogamia debería ser mayor en los cromosomas más largos de 1M, pero la variabilidad 

debería ser menor en los cromosomas de menos de 0,5M. Para demostrarlo, se analizó la 

distribución de los ROH recientemente formados (>8Mb y >16Mb) en 12 individuos con el mismo 

F acumulado en las últimas tres generaciones (FPED3 = 0,125). Una vez más, los resultados 

mostraron una distribución desigual en el genoma con una acumulación moderada de ROH sobre 

loci específicos (hasta nueve ROH>8Mb en algunos loci de BTA24). Además, siete cromosomas 
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mostraron una ausencia total de ROH>16Mb. A pesar del limitado número de animales, este 

estudio muestra que los altos niveles de endogamia no siempre conducen a la depresión por 

endogamia, como también se demostró recientemente en un estudio de ganado aislado en una 

isla por más de 300 años (Williams y col., 2016). De hecho, incluso el apareamiento de animales 

no emparentados podría provocar una depresión por consanguinidad si, por casualidad, 

presentaran ROH largos en algunos loci biológicamente importantes. Además, se demostró que, 

aunque la acumulación de fragmentos sobre loci específicos no es común, es fácil encontrar ROH 

largos entre individuos no emparentados. También se demostró que la distribución de los ROH en 

todo el genoma es generalmente desigual, lo que significa que los efectos fenotípicos de la 

depresión por consanguinidad pueden variar entre los animales independientemente de su FPED. 

Análisis de anotación funcional  

El estudio funcional de las regiones genómicas significativamente enriquecidas con ROH 

constituye un enfoque práctico para identificar posibles vías metabólicas hipotéticamente 

afectadas por la endogamia. En este trabajo, se realizaron dos análisis separados: uno 

considerando todos los fragmentos de ROH y otro considerando sólo los ROH recientes. El 

propósito de esta separación era distinguir los efectos potenciales de la endogamia a corto plazo 

del resto. Pero, además, en un estudio anterior se sugirió que el análisis de las funciones biológicas 

afectadas por la endogamia reciente (ROH >8 Mb) era una herramienta más potente que el uso 

de ROH de menor longitud para analizar la depresión por endogamia (Kardos y col., 2015). 

El análisis que incluye todos los ROH detectó un grupo de anotación funcional altamente 

enriquecido que incluyó varios precursores de la familia PAG. Estas proteínas se utilizan como 

indicadores del estado de preñez, ya que su expresión varía a lo largo de las etapas de la gestación, 

estando asociadas con la masa de la placenta, el número de fetos y el peso al nacer en el ganado 
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bovino (Butler y col., 1982; Zoli y col., 1991). En la actualidad, la detección de las proteínas PAG se 

utiliza como prueba de gestación temprana en ganado vacuno de carne (Roberts y col., 2015) y de 

leche (Commun y col., 2016; Mayo y col., 2016), y también como como marcador precoz de 

gestación gemelar (García-Ispierto y col., 2016). Recientemente, la misma familia de proteínas se 

ha asociado con la producción de leche, la presencia de enfermedades clínicas (Mercadante y col., 

2016), la pérdida de la preñez (Gatea y col., 2018) y la retención de placenta (Hooshmandabbasi 

y col., 2018). En nuestro estudio, el catabolismo de PAG es la vía significativamente más afectada 

en los individuos endogámicos, lo que sugiere que la reducción de la fertilidad observada en los 

toros endogámicos de esta raza (Dorado y col., 2015) podría estar parcialmente mediada por el 

efecto que produce un semental en el metabolismo de esas proteínas.  

En el ganado vacuno, la endogamia también se ha asociado a cambios en el sistema 

inmunitario (Macedo y col., 2014) y a una mayor incidencia de enfermedades respiratorias 

(Snowder y col., 2005). Los resultados presentados en este trabajo también identificaron una vía 

metabólica relacionada con los genes de la defensina B afectada por la endogamia. Estas proteínas 

se han asociado con embriones que mostraban un retraso en su desarrollo al séptimo día después 

de la inseminación (Beltman y col., 2013) y con vacas que sufren mastitis por estafilococos 

(Kościuczuk y col., 2014). Los embriones con retraso en el desarrollo suelen ser de baja calidad y 

menos viables (Hockett y col., 2004; Beltman y col., 2010), así como la mastitis se ha asociado 

recientemente con una competencia de desarrollo alterada en los ovocitos (Roth y col., 2013), 

incluso en presentaciones subclínicas (Roth y col., 2016). Ambos casos podrían explicar también, 

en parte, los mecanismos implicados en la reducción de la fertilidad observada en los individuos 

consanguíneos (Dorado y col., 2015).  

Por otro lado, el análisis de las posiciones genómicas afectadas por los ROH formados 

recientemente (ROH>8Mb) mostró tres grupos enriquecidos, pero con valor de significancia 
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menor en comparación con el análisis anterior. El grupo más afectado se asoció con las estructuras 

de los microtúbulos, el ensamblaje del flagelo, la actividad de la quinasa inositol polifosfato, 

quimiotaxis y características de unión al ATP. Este grupo incluyó los genes DNAAF1, DNAH1, LRRC6 

y ZMYND10. Estos procesos se han relacionado con un ensamblaje axonal alterado de los brazos 

de dineína que producían un movimiento anormal del flagelo y los cilios (Moore y col., 2013) 

(Moore y col., 2013; Liu y Luo, 2018). Recientemente, las mutaciones en DNAH1 han sido 

fuertemente asociadas con la displasia de la lámina fibrosa del esperma (Sha y col., 2017), varios 

defectos flagelares y astenozoospermia en humanos (Coutton y col., 2018). Estos hallazgos 

concuerdan con un estudio anterior que demostró que los toros Retinta altamente endogámicos 

presentan un aumento de la motilidad con un patrón hiperactivado y un rendimiento reproductivo 

a campo reducido (Dorado y col., 2015). Por lo tanto, se plantea la hipótesis de que la acumulación 

de variantes homocigóticas deletéreas a través de eventos de endogamia excesiva puede haber 

desencadenado esta condición biológica. 

Conclusión  

En este estudio, se analizó el uso de FROH como predictor del nivel de endogamia en 

animales de una población de toros Retinta, algunos de los cuales eran altamente consanguíneos. 

Se demostró que, aunque el FROH está correlacionado con el coeficiente de endogamia basado en 

el pedigrí (FPED), los segmentos ROH se distribuyen de forma desigual entre los individuos con 

coeficientes FROH y FPED similares. Además, se encontró que los individuos con una historia reciente 

de alta endogamia mostraron un mayor número de ROH largos (>8Mb). En esta población, 

regiones específicas del genoma mostraron una alta acumulación de ROH, que no estuvo asociada 

a la tasa de recombinación. Los ROH detectados albergaron genes relacionados con proteínas 

asociadas a la preñez, la motilidad celular, la reorganización del esqueleto y el sistema 
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inmunitario. Estos resultados concuerdan con un estudio anterior en el que se demostró que 

algunos de estos toros presentaban un patrón de motilidad aumentado similar a la 

hiperactivación. Además, se demostró que los animales con el mismo FPED pueden presentar 

diferentes patrones de ROH, lo que no siempre conlleva un detrimento en el rasgo productivo de 

interés. 
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- 61 - 
 

La morfometría espermática es afectada por el aumento de la 
consanguinidad en la raza bovina Retinta: un enfoque molecular 
 

Este capítulo fue publicado como: E. Teran, F. Azcona, M. Ramón, A. Molina, J. Dorado, M. Hidalgo, P. 

Ross, D. Goszczynski, S. Demyda-Peyrás. Sperm morphometry is affected by increased inbreeding in 

the Retinta cattle breed: A molecular approach. Molecular Reproduction and Development. 2021; 1– 

11. DOI: 10.1002/mrd.23475. 

Introducción 

La depresión por endogamia es definida como la reducción de los valores promedios de 

rasgos fenotípicos relacionados con la reproducción de los individuos (Leroy, 2014). Este efecto es 

particularmente importante en especies en peligro de extinción (Hinkson y Poo, 2020) y en razas 

bovinas locales (Rodero Serrano y Molina Alcalá, 2008; Williams y col., 2016) debido a que el 

número de machos reproductores disponible suele ser reducido. También se ha detectado un 

aumento de los valores de endogamia en razas ganaderas comerciales de diversas especies como 

consecuencia del uso intensivo de la transferencia de embriones (Azcona y col., 2019; Perez y col., 

2019) y de la reproducción selectiva (Howard y col., 2017), que han disminuido el número de 

individuos empleados como reproductores. 

En el ganado vacuno, el aumento del valor promedio de consanguinidad se ha asociado 

con efectos fenotípicos negativos, como la reducción de la adaptabilidad al medio ambiente y la 

longevidad (Sewalem y col., 2006), la salud (Baes y col., 2019), y la producción y composición de 

la leche (Miglior y col., 1992). Además, la endogamia se ha relacionado en gran medida con una 

menor eficiencia reproductiva en el ganado vacuno (Doekes y col., 2019), en caballos (Müller-

Unterberg y col., 2017; Todd y col., 2020), y en ovejas (Kallweit y Baulain, 2001). A pesar de que 

los estudios funcionales sobre este tema son escasos, se demostró en un gran número de taxones 
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que los individuos altamente endogámicos producían esperma con menor motilidad, y por ende, 

menos viable (van Eldik y col., 2006; Dorado y col., 2015; Santymire y col., 2019; Dini y col., 2020; 

Doekes y col., 2020). No obstante, la relación entre la endogamia y la morfología del esperma ha 

sido escasamente evaluada.  

Una cuestión importante en relación con la consanguinidad es la precisión de las 

estimaciones individuales (F). Hasta hace unos años, el coeficiente de endogamia F se calculaba 

utilizando la información de pedigrí (FPED), a pesar del considerable sesgo que pueden introducir 

la calidad de los datos utilizados (integridad y precisión del pedigrí) (Hill y Weir, 2011). Hoy en día, 

las estimaciones genómicas basadas en la información de los genotipos obtenidos de array de SNP 

proporcionan valores de F mucho más fiables, incluso en animales con pedigrí desconocido (Luan 

y col., 2012; Kardos y col., 2015). En este sentido, el análisis de bloques de homocigosidad (ROH) 

se ha convertido en el método más avanzado para la evaluación de la consanguinidad durante la 

última década (Meyermans y col., 2020), siendo la técnica más utilizada en poblaciones de 

animales domésticos y silvestres (Howard y col., 2017). Además, este tipo de análisis permite la 

identificación de regiones genómicas con mayor endogamia dentro de un grupo o población 

concreta, conocidas como islas ROH (ROH island, ROHi), que se utilizan para determinar cuáles 

son los posibles genes y vías metabólicas implicadas en la depresión por endogamia de un 

determinado carácter (Baes y col., 2019).  

El análisis objetivo y preciso de la forma del esperma (análisis morfométrico) es una 

metodología fiable y comúnmente utilizada para determinar diferencias en la calidad espermática 

entre especies, razas e individuos (Yániz y col., 2015). Estas variaciones han sido ampliamente 

asociadas a los procesos de diferenciación entre razas (Soler y col., 2017) y especies (Vicente-Fiel 

y col., 2013; Martinez y Garcia, 2020), pero también a cambios en la fertilidad (revisado por 

Maroto-Morales y col. (2016)). Aunque aún no se conoce el mecanismo subyacente a dicha 
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relación, se ha sugerido que la forma de la cabeza del espermatozoide podría afectar su motilidad 

en varias especies ganaderas (Malo y col., 2006; Love, 2011; Rubessa y col., 2020), afectando así 

a su capacidad de alcanzar y penetrar el ovocito (García-Vázquez y col., 2016). Por el contrario, 

varios estudios comparativos y experimentales no han podido demostrar inequívocamente la 

relación entre la morfología y la motilidad del esperma, proporcionando resultados 

contradictorios incluso dentro de los mismos taxones (revisado por Simmons y Fitzpatrick (2012)). 

En este sentido, Hook y Fisher (2020) plantearon recientemente que la causa de dichas diferencias 

podría ser la falta de consistencia entre las metodologías y los procedimientos experimentales 

empleados (en particular los estudios in vitro), aun cuando se utilicen análisis CASMA. Del mismo 

modo, Ramón y col. (2014) demostraron que la caracterización de las propiedades de forma de 

un espermatozoides en un eyaculado mediante el cálculo de valores promedios no era suficiente 

para capturar adecuadamente la variabilidad existente en los diferentes parámetros 

morfométricos entre y dentro de los individuos, disminuyendo así la fiabilidad de los hallazgos. En 

consecuencia, el análisis morfométrico debería tener en cuenta enfoques más robustos, como la 

detección de subpoblaciones de espermatozoides (Sp), que ha demostrado ser mucho más 

informativa en términos de análisis de poblaciones (Roldan, 2020). 

Desde hace casi 20 años La forma de la cabeza de los espermatozoides se ha relacionado 

con la fertilidad en el ganado bovino (Ostermeier y col., 2001). Más recientemente, esta asociación 

se confirmó utilizando tanto datos de fertilidad de campo (Gravance y col., 2009) como en 

estudios in vitro (Kipper y col., 2017). También el análisis morfométrico se utilizó como una 

herramienta para determinar la viabilidad del esperma luego de la descongelación (García-

Herreros y Leal, 2014). Si bien se ha demostrado un efecto genético en la morfometría 

espermática, e incluso calculado su heredabilidad en una población de cerca de 300 conejos 



- 64 - 
 

Lavara y col. (2013), aún no se han realizado estudios que relacionen la consanguinidad y la 

morfometría del esperma en el ganado vacuno. 

Retinta es una raza bovina autóctona que se cría en rebaños relativamente pequeños en 

el suroeste de la Península Ibérica, con una representación menor en países como Argentina y 

Portugal (Morales y col., 2013). La raza se caracteriza por una extrema longevidad y una fertilidad 

bien conservada, incluso a edades avanzadas. El programa oficial de cría de Retinta no restringe 

los aumentos de parentesco y relación media entre individuos, lo que favorece la presencia de 

individuos altamente consanguíneos (Morales y col., 2017). Además, como parte de su plan de 

mejora, las muestras de semen de los individuos utilizados como reproductores se recogen y 

congelan de forma estandarizada en un único centro de reproducción, minimizando los factores 

ambientales que pueden afectar a la calidad del semen tras la descongelación. Todas estas razones 

hacen que el ganado Retinta sea un modelo interesante para estimar el efecto de la 

consanguinidad en caracteres espermáticos.  

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del aumento de la consanguinidad 

sobre la morfometría espermática en la raza bovina Retinta española. Para ello, empleamos un 

enfoque combinado que incluía CASMA y el análisis molecular de bloques de homocigosidad 

individuales y las vías genómicas presuntamente implicadas. 

Materiales y métodos 

Muestras 

Se analizaron muestras de esperma de 57 toros pertenecientes al programa de IA de la 

Asociación Española de Criadores de Retinta. Las muestras se recogieron y congelaron durante 10 

años siguiendo los procedimientos estándar de extracción de semen de vacuno de carne del 
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centro andaluz de reproducción animal (CENSYRA-Centro de Selección y Reproducción Animal). 

En resumen, el semen se obtuvo mediante el método de obtención de semen por vagina artificial 

en presencia de vacas con celo inducido. Sólo se procesaron los espermatozoides con una 

motilidad adecuada (motilidad masal > 4). Tras la recolección, los espermatozoides se diluyeron 

en medio AndroMed®, se dosificaron en pajuelas de 0,25 ml y se equilibraron durante 4 horas a 

4°C. Finalmente, las pajuelas se congelaron en una máquina automática Planer Kryo III (Telstar®) 

en una rampa de congelación de tres pasos, como sigue: Paso 1: de 4 a -10°C a -5°C/min; Paso 2: 

-10 a -100°C a -40°C/min; Paso 3: -100 a -140°C a -20°C/min. Tras la congelación, las pajuelas se 

sumergieron en N2 líquido y se almacenaron en el criobanco CENSyRA. 

Obtención de ADN y genotipado de animales 

Las muestras de ADN se obtuvieron de las mismas dosis de esperma congeladas utilizando 

el kit de purificación de ADN genómico de tejidos HigherPurity™ (Canvax Biotech). 

Posteriormente, los individuos fueron genotipados utilizando el chip de SNP de alta densidad 

Axiom Genome-Wide BOS 1 Bovine (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Los genotipos se asignaron utilizando el software Axiom™ Analysis Suite V 4.0 

(Thermofisher), estableciendo un umbral de call rate por individuo y SNP de 0,95 y el filtro DQC 

(Design Quality Control) de 0,97. No se aplicó un filtrado de frecuencia del alelo menor (MAF), ya 

que podría sesgar las estimaciones de la endogamia genómica individual en SNP-arrays de alta 

densidad (Meyermans y col., 2020). Tras el procesamiento inicial, se retuvieron 624.737 

marcadores para su análisis posterior. 

Caracterización de ROH y coeficiente de endogamia basado en ROH (FROH) 

Se determinaron los ROH por individuo utilizando el algoritmo de "consecutive.runs" de 

la librería detectRUNS (Marras y col., 2015) implementado en R . Se utilizó una longitud mínima 
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de ROH de 1Mb, para evitar la detección de ROH derivados de la herencia de haplotipos 

alocigóticos comunes (Kim y col., 2015),y se establecieron cinco categorías de longitud 

independientes (1-2, 2-4, 4-8, 8-16 y >16 Mb). El número de genotipos heterocigotos (nH) y nulos 

(nM) permitidos se estableció por categoría, utilizando las siguientes fórmulas: 

𝑛𝐻 =
𝑚𝐿

𝑑𝑆
× 𝑒𝐺 

 

𝑛𝑀 =
𝑚𝐿

𝑑𝑆
× 𝑚𝐺 

donde mL es la longitud media de los ROH, dS es la distancia media entre los SNP, eG es la tasa de 

error de genotipado (fijada en un 0,25% según los procedimientos estándar de Axiom™), y mG es 

la tasa promedio de genotipos nulos en la población (Tabla Suplementaria 1). A continuación, los 

ROH con regiones superpuestas dentro del mismo individuo se unieron utilizando la función 

“reduce” de la librería de GenomicRanges (Lawrence y col., 2013) del entorno R. Finalmente, los 

FROH se calcularon como el porcentaje de la longitud del genoma cubierto por fragmentos de ROH 

tanto en el total del genoma de cada individuo como a nivel de cada uno de sus cromosomas 

independientemente. 

Agrupamiento de animales 

A fines experimentales, los animales se agruparon en dos grupos en función del valor de 

FROH utilizando como umbral el valor teórico obtenido de un apareamiento de medios hermanos 

(F = 0,125): de alta endogamia (AE, n = 21; media FROH = 0,174, rango de 0,01 a 0,125) y de baja 

endogamia (BE; n = 36; FROH medio = 0,053, rango de 0,131 a 0,29). 
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Análisis de morfometría espermática 

Preparación y tinción de los espermatozoides 

Se analizaron dos pajuelas congeladas (de dos eyaculados diferentes) por toro (n = 57). 

Las muestras se descongelaron en un baño de agua a 37°C durante 30 s, se diluyeron 1:1,5 [v/v] 

en solución salina tamponada con fosfato (PBS), se extendieron en un portaobjetos y se secaron 

al aire durante 30min. A continuación, los espermatozoides se tiñeron con Diff-Quik® (Medium 

Diagnostics AG) y se secaron a temperatura ambiente durante 24 h siguiendo nuestro protocolo 

estándar (Hidalgo y col., 2006). Por último, se sellaron dos portaobjetos por individuo con tres 

gotas de medio de montaje Eukitt® utilizando un cubreobjetos, se secaron a temperatura 

ambiente durante 24 h y, posteriormente, se mantuvieron a 4°C en una caja oscura hasta su 

análisis. 

Análisis morfométrico asistido por computadora (Computer assisted sperm morphometric 

analysis, CASMA) 

Se analizaron las cabezas de cien espermatozoides capturados aleatoriamente por cada 

muestra utilizando el módulo morfológico del Sperm Class Analyzer (SCA v 5,4, Microptic SL) en 

un microscopio Olympus BH-2 (Olympus). Sólo se analizaron cabezas normales (Fordyce y col., 

2006) y no superpuestas (no más de dos por campo) a un aumento de 60x. En cada célula, CASMA 

determinó cuatro medidas diferentes: longitud (L, µm), ancho (W, µm), área (A, µm2) y perímetro 

(P, µm), a partir de las cuales se estimaron tres parámetros no dimensionales adicionales: 

elipticidad (ELI; L/W), la elongación (ELO; (L-W)/(L + W)) y el factor de forma perímetro-área (p2a; 

P2/4 × π × A). 

Análisis estadístico de los resultados de CASMA entre y dentro de los grupos 



- 68 - 
 

Las diferencias entre los grupos de consanguinidad (AE y BE) en cada parámetro evaluado 

se analizaron estadísticamente mediante un modelo lineal generalizado (GLM), incluyendo el 

grupo de consanguinidad (2 niveles), el año de recolección (10 niveles) y la réplica (2 niveles) como 

factores fijos y el toro como factor aleatorio. Dicho modelo fue determinado en función al criterio 

de información de Akaike. Además, la variación atribuida a cada efecto se determinó mediante la 

estimación de máxima verosimilitud restringida (REML) de los componentes de la varianza. Las 

diferencias de variabilidad dentro de los grupos se compararon mediante la prueba de 

homogeneidad de varianzas de Hartley-Cochran-Bartlett. Por último, el coeficiente de variación 

(CV) de cada parámetro se comparó entre grupos mediante la prueba de cociente de 

probabilidades con signo (SLRT) según Krishnamoorthy y Lee (2013). 

Evaluación de Subpoblaciones (Sp) espermáticas 

En un análisis posterior, los espermatozoides se agruparon en Sp (dentro de cada grupo) 

utilizando el procedimiento descrito por Martinez-Pastor y col. (2005). Inicialmente, se realizó un 

análisis de componentes principales (PCA), en el cual se determinaron las variables que mejor 

explicaban la variabilidad de los datos, en este caso se escogieron el área de la cabeza del 

espermatozoide y el p2a por presentar mayor eigenvalue en los primeros tres componentes. A 

continuación, se realizó el procedimiento de agrupación no jerárquica mediante el criterio del 

Ancho Medio de la Sillouete (SAW) (Rousseeuw, 1987). Para determinar el número final de clusters 

en el análisis jerárquico, se tuvieron en cuenta dos criterios: el coeficiente 𝛤 de Hubert (Halkidi y 

col., 2002) y el método L (Salvador y Chan, 2004)( El coeficiente 𝛤 de Hubert mide el nivel de 

similitud de la estructura de clusters, de modo que cuanto mayor sea el valor, mejor es la 

estructura de cluster. Se utilizó el método L debido a su simplicidad. Este método determina el 

número óptimo de conglomerados basándose en métodos gráficos mediante la búsqueda de la 

"rodilla", es decir, el punto de máxima curvatura en un gráfico de evaluación que crea el algoritmo 



- 69 - 
 

de agrupación y que representa el número de clusters frente a la distancia de unión. Finalmente, 

se asignaron espermatozoides a cada conglomerado. Para cada muestra de esperma, se obtuvo el 

porcentaje de espermatozoides pertenecientes a cada cluster (Sp). Finalmente, se compararon los 

porcentajes de cada Sp entre grupos AE y BE mediante la prueba Z de proporciones. Todos los 

análisis se realizaron en la plataforma estadística R. 

Análisis funcional de ROHi 

Seguidamente, se evaluó el efecto de la endogamia sobre las funciones biológicas 

asociadas a morfometría espermática realizando un análisis funcional de ROHi determinados en 

el grupo de toros altamente consanguíneos. En primer lugar, se identificaron posiciones 

estadísticamente enriquecidas con ROH mediante una prueba de permutación, bajo la hipótesis 

nula de que los ROH están distribuidos por igual en el genoma, comparando un millón de veces el 

número real de ROH en cada locus con un valor aleatorio tomado de la población. A continuación, 

se calculó un valor de significancia (p) por locus como el número de veces que el número aleatorio 

era mayor que el número observado. Posteriormente, se eligieron las regiones genómicas en ROH 

con una distancia mínima de 1Mb y una significancia p < 0,01. Estas regiones en AE y BE fueron 

convertidas en objetos GRanges e intersectadas utilizando la librería IRanges (Lawrence y col., 

2013). Por último, todos los genes localizados en esas regiones ROHi en AE pero no en BE fueron 

obtenidos desde el genoma de referencia ARS-UCD1.2 Bos taurus (Rosen y col., 2020). 

Selección de genes candidatos 

Los genes candidatos fueron seleccionados entre los localizados dentro de las ROHi tras 

una exhaustiva revisión bibliográfica de las investigaciones existentes sobre los procesos de 

espermatogénesis en mamíferos. En primer lugar, se seleccionaron los genes significativamente 

afectados por endogamia (p < 0,05) mediante una prueba de permutación. Seguidamente, se 
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determinaron sus funciones más conocidas utilizando la información disponible en NCBI Reference 

Sequence (O'Leary y col., 2016) y Gene Ontology (The Gene Ontology Consortium, 2019). 

Finalmente, se analizaron y discutieron sólo aquellos genes previamente relacionados con los 

procesos de desarrollo del esperma en los mamíferos. 

Resultados 

Caracterización de ROH 

Las diferencias en los valores de FROH entre grupos (AE, 0,174 ± 0,04; BE, 0,053 ± 0,04, p < 

0,001) se explicaron principalmente por la abundancia de ROH (AE, 202,37 ± 67,11 fragmentos; 

BE, 69,87 ± 42,38 fragmentos; p<0,001), así como por su longitud media (AE, 3,678 ± 0,093Mb; 

BE, 2,128 ± 0,065Mb).  

 

 

Figura 1. Distribución de FROH en individuos de la raza Retinta con baja consanguinidad (BE) y 

altamente consanguíneos (AE) por cromosoma. FROH se expresa como la fracción del cromosoma 

afectado. N.S.: No significativo 

 
N.S. 
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Además, los valores de FROH fueron significativamente diferentes entre los cromosomas dentro de 

los grupos (p<0,01, Figura 1), así como a nivel cromosómico (sólo BTA5 mostró valores similares 

en AE y BE). 

Morfometría espermática 

No se observaron diferencias significativas entre los grupos en los valores promedios ni 

CV en ninguno de los parámetros analizados (Tabla 1, p > 0,05). Cerca del 70% de la variabilidad 

observada en los cuatro rasgos directos (L, W, P y A) se explicó por el efecto intra-individual, 

mientras que el 30% restante se atribuyó principalmente a la variación entre toros (Figura 2, p < 

0,05), con sólo un 3% de la variación explicada por la réplica.  

Tabla 1. Estadística básica de los datos de morfometría espermática en toros Retinta de alta (AE) 

y baja (BE) consanguinidad 

 

 

Parámetro 

Grupo Endogámico 

Alta Endogamia (AE) Baja Endogamia (BE) 

Media ± SD CV (%) Media ± SD CV (%) 

Longitud (µm) 10,85 ± 0,37 3,55 10,78 ± 0,32 2,99 

Ancho (µm) 5,34 ± 0,18 3,39 5,28 ± 0,23 4,17 

Área(µm2) 47,41 ± 2,67 5,65 46,5 ± 2,92 6,25 

Perímetro (µm) 28,12 ± 0,90 3,21 27,87 ± 0,87 3,10 

Elongación 0,34 ± 0,02 4,63 0,34 ± 0,01 4,73 

Elipticidad 2,03 ± 0,07 3,55 2,05 ± 0,08 3,54 

Factor de forma 

perímetro-área 
1,33 ± 0,02 1,60 1,33 ± 0,02 1,56 

Nota: No se observaron diferencias entre los grupos (p > 0,05). Abreviatura: CV, coeficiente de 

variación, expresado en porcentaje. 
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El análisis de agrupamiento demostró la existencia de cuatro Sp de espermatozoides bien 

diferenciadas (Tabla 2, Figura S1). Mientras que Sp1 y Sp4 incluían los espermatozoides de cabeza  

Tabla 2. Características morfométricas de las cabezas espermáticas por subpoblación 

identificadas en toros Retinta. 

 

Parámetro 

Subpoblación espermática (Sp) 

Sp1 (N = 1723; 16%) Sp2 (N = 4018; 38%) Sp3 (N = 1161; 11%) Sp4 (N = 3720; 35%) 

Longitud (µm) 11,08 ± 0,31c 10,47 ± 0,34b 10,22 ± 0,33a 11,27 ± 0,37d 

Ancho (µm) 5,7 ± 0,15d 5,34±0,18c 4,85 ± 0,15a 5,27±0,22b 

Área(µm2) 51,55 ± 1,75d 45,82±2,17b 40,66 ± 1,51a 48,42±2,87c 

Perímetro (µm) 29,02 ± 0,58d 27,35±0,72b 26,22 ± 0,62a 28,87±0,86c 

Elongación 0,32 ± 0,02a 0,32±0,02b 0,35 ± 0,02c 0,36±0,02d 

Elipticidad 1,94 ± 0,08a 1,96±0,09b 2,11 ± 0,11c 2,14±0,1d 

Factor de forma  

perímetro-área 

1,3 ± 0,02a 1,3±0,02a 1,35 ± 0,03b 1,37±0,03c 

Nota: Los diferentes superíndices indican diferencias significativas (p<0,05) entre la media de cada 

variable por subpoblación (ANOVA). Sp1: cabezas espermáticas grandes y redondeadas. Sp2: cabezas 

espermáticas pequeñas y redondas. Sp3: cabezas espermáticas pequeñas y alargadas. Sp4: cabezas 

espermáticas grandes y angostas.  

 

más grande (Figuras 3A y 3D, respectivamente), Sp2 incluía los espermatozoides de cabeza 

intermedia y Sp3 los más pequeños (Figura 3B y C, respectivamente). En cuanto a la forma, Sp1 y 

Sp2 tenían espermatozoides con cabezas más redondas, claramente evidenciadas por el menor 

valor de p2a, mientras que Sp3 y Sp4 las tenían más estrechas. El análisis de los grupos AE y BE  
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Figura 2. Porcentaje de los componentes de la varianza dentro del toro, entre réplicas y entre 

toros de la raza Retinta. Cada barra representa una variable diferente.  A, área; L, longitud; P, 

perímetro; W, ancho. 

mostró un patrón diferencial de Sp (Tabla 3), de modo que, el grupo BE tuvo un mayor porcentaje 

de espermatozoides de cabeza redonda tanto grandes (Sp1) como pequeños (Sp2), mientras que 

el grupo AE presentó un mayor porcentaje de cabezas de espermatozoides pequeñas y alargadas 

(Sp3) (p < 0,05; Tabla 3). 

 

 

Figura 3. Esquemas de subpoblaciones espermáticas en una población de Retinta, detectados por 
el análisis de clasificación. (a) Sp1, cabeza de esperma grande y redonda. (b) Sp2, cabeza de 
esperma pequeña y redonda. (c) Sp3, cabeza de esperma pequeña y alargada. (d) Sp4, cabeza de 
esperma grande y estrecha. 
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Tabla 3. Distribución de las subpoblaciones morfométricas de esperma en toros 

Retinta de alta (AE y baja (BE) endogamia. 

 

Subpoblación 

Grupo endogámico  

BE (%) N=6724 AE (%) N=3898 Total (N) 

Sp1 16,78b 15,26a 1723 

Sp2  39,21b 35,43a 4018 

Sp3 8,51a 15,11b 1161 

Sp4 35,50b 34,20a 3720 

Total (N) 6724 3898 10622 
 

Nota: Las subpoblaciones se expresan como porcentaje del recuento total de espermatozoides. 
Diferentes superíndices denotan diferencias significativas (Z-test, p < 0,05). 

 

Regiones genómicas diferencialmente afectadas por la endogamia 

En total, se detectaron 65 ROHi en el análisis inicial (29 en AE y 36 en BE). Tras eliminar 

las regiones comunes, sólo quedaron 23 de AE para el análisis posterior, que representaron 29,04 

Mb (1,07%) del total del genoma, las cuales contenían 148 genes codificantes localizados en 13 

cromosomas diferentes (Tablas Suplementarias 2 y 3). Teniendo en cuenta los valores de p, siete 

genes fueron los más afectados (p < 0,001), existiendo además un grupo adicional de 22 genes 

que estaba menos afectado (p < 0,01), mientras que el resto de genes (n=146) estaban afectados 

en menor medida (p<0,05, Tabla Suplementaria 3). Cuatro de los genes altamente afectados (p < 

0,01) fueron seleccionados como candidatos debido a su relación previa con los procesos de 

espermatogénesis en mamíferos (Tabla 4). Además, dos genes del último grupo (p < 0,05) fueron 

seleccionados debido a su relación demostrada con la forma del esperma en modelos de 

mamíferos. 
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Tabla 4. Genes afectados diferencialmente en los grupos de baja (BE) y alta (AE) consanguinidad 

del ganado Retinta previamente relacionados con la espermatogénesis en mamíferos. 

Símbolo del 

gen 
Nombre del gen Cromosoma 

p 

promedio 
Referencias 

SPAG6 Sperm associated antigen 6 BTA13 0,00329 (Liu y col., 2019) 

ARMC3 Armadillo repeat containing 3 BTA13 0,00307 (Pausch y col., 2016) 

PARK7 
Parkinsonism associated 

deglycase 
BTA16 0,00080 (Wang y col., 2018) 

VAMP3 
Vesicle‐associated membrane 

protein 3 
BTA16 0,00082 

(Tsai y col., 2010; Sun y col., 

2014) 

DYNLRB2 
Dynein light chain roadblock‐

type 2 
BTA18 0,01496 (Shojaei Saadi y col., 2013) 

PHF7 PHD finger protein 7 BTA22 0,01496 
(Zhang y col., 2017; Wang y 

col., 2019) 

 

Discusión 
 

Si bien la endogamia se ha relacionado con una reducción de la fertilidad en mamíferos, 

su relación con los cambios en la forma del esperma apenas se ha evaluado. En el presente estudio 

se analizó el efecto del aumento de la consanguinidad sobre los rasgos morfométricos del 

esperma en muestras de ganado autóctono español de la raza Retinta, combinando la detección 

de valores de endogamia basados en datos genómicos con determinaciones objetivas de la 

morfometría espermática (CASMA). 

La endogamia no afecta los valores morfométricos promedios del esperma 

No se observaron diferencias en los valores promedios y de dispersión (C.V.: Coeficiente 

de Variación) entre los animales altamente endogámicos y aquellos con baja endogamia. Estos 
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resultados son opuestos a los comunicados por Lawrence y col. (2017) que, en uno de los pocos 

estudios experimentales realizados sobre el tema, encontraron una pequeña correlación positiva 

entre el alargamiento medio de la cabeza de los espermatozoides y el aumento de la endogamia 

en los lobos rojos (Canis rufus). Por el contrario, los mismos autores no encontraron ninguna 

relación entre la endogamia y los rasgos morfométricos medios en muestras de esperma de otro 

mamífero (hurón de patas negras; Mustela nigripes), lo que coincide con los hallazgos de nuestro 

trabajo. Sin embargo, en ambos estudios los resultados deben tomarse con precaución debido al 

pequeño número de cabezas de esperma analizado por individuo (n = 10) y a la falta de réplicas. 

En este sentido, el presente estudio ha analizado cerca de 100 espermatozoides de dos muestras 

diferentes por individuo, lo que está más cercano al número de espermatozoides necesario para 

obtener resultados fiables, según la reciente revisión de Hook y Fisher (2020). Aun así, la falta de 

diferencias observadas podría deberse en parte a que los valores promedios de las dimensiones 

espermáticas (como estimaciones de la forma del esperma) no constituyen una buena 

representación de la variabilidad espermática existente entre y dentro de los individuos (Roldan 

(2019)) lo que enmascararían las pequeñas variaciones existentes entre grupos. 

En el ganado vacuno, Beletti y col. (2005) y Ntemka y col. (2016) encontraron una 

influencia genética en la morfología del esperma entre subespecies y razas. Este hecho también 

se observó en varias especies, en particular en los taxones en los que la competencia espermática 

tras el apareamiento era baja, lo que apoya la idea de que el efecto del genotipo en los rasgos de 

morfometría espermática debería determinarse específicamente para cada raza y especie 

(Simmons y Fitzpatrick, 2012). Por el contrario, estudios comparativos han encontrado que los 

espermatozoides son menos variables en términos de morfología en especies donde el nivel de 

competencia espermática es mayor (Blengini y col., 2014). Este no es el caso de los bovinos, ya 
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que los toros dominantes tienden a impedir el apareamiento múltiple mediante estímulos visuales 

y olfativos (Chenoweth, 1983).  

Los resultados de este trabajo mostraron que la mayor variación se observó dentro de los 

individuos, más que entre ellos. Esta diferencia podría estar asociada a cambios en la estabilidad 

y el empaquetamiento de la cromatina (Sailer y col., 1996), también relacionados con un aumento 

de la endogamia. Sin embargo, también se han descrito diferencias en la protaminación de los 

espermatozoides (Gosálvez y col., 2011), así como en la formación de microtúbulos y centriolos, 

como responsables en parte de la conformación de las cabezas de los espermatozoides durante 

la espermatogénesis (Renkawitz‐Pohl y col., 2005). Estas diferencias podrían producirse por la 

expresión genotípica de cada espermátida haploide, particularmente durante su diferenciación 

celular en los pasos finales de la espermatogénesis. 

Variaciones dentro y entre muestras 

Curiosamente, la mayor parte de la variación observada se explica por el componente 

intra-individual, seguido de la variación entre individuos (moderada) y entre eyaculados (sólo el 

3%). Boersma y col. (1999) reportaron resultados similares en muestras de esperma de Bos taurus 

antes de la congelación, así como también, Maroto-Morales y col. (2012) y Ramón y col. (2013) en 

carneros y ciervos, respectivamente. En ambos casos, los autores especularon que este fenómeno 

podría ser una estrategia evolutiva para aumentar el rendimiento reproductivo de los machos. Por 

el contrario, Pitnick y col. (2009) afirmaron que la variación dentro de la muestra estaba limitada 

por adaptaciones testiculares para mantener un entorno homeostático que favoreciera un 

adecuado desarrollo de los espermatozoides primordiales, pero que también podría estar limitada 

como resultado de una fuerza estabilizadora dentro de las especies bajo un intenso efecto de 

selección. En este sentido, aunque CASMA es probablemente la mejor metodología objetiva para 
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evaluar la morfometría espermática a nivel poblacional, debido a la cantidad y calidad de los datos 

generados (Hook y Fisher, 2020), nuestros resultados reafirman la idea de que estos deben ser 

analizados con análisis estadísticos que tengan en cuenta la variabilidad intra-individual y la 

arquitectura propia de las subpoblaciones, en lugar de la comparación de valores promedios entre 

individuos, para obtener conclusiones más fiables. 

Efecto de la endogamia en Sp 

La principal ventaja de estudiar el esperma agrupando en Sp es la posibilidad de determinar 

diferencias entre grupos a nivel poblacional (Maroto-Morales y col., 2016). Este fue el caso del 

presente estudio, ya que se detectaron diferencias entre los toros de alta y baja endogamia que 

no fueron detectados utilizando los valores promedios. En este sentido, los espermatozoides con 

cabezas estrechas se incrementaron en los toros endogámicos, especialmente los pequeños (Sp3), 

mientras que los espermatozoides de cabeza redonda, tanto grandes (Sp1) como pequeños (Sp2) 

se encontraron con más frecuencia en los individuos BE. Estas formas estrechas y más 

hidrodinámicas se asociaron no sólo con espermatozoides más propensos a progresar por el tracto 

femenino (Malo y col., 2006) sino también con una mayor capacidad de nado en aves (Støstad y 

col., 2018) y caballos (Křížková y col., 2017). Estos hallazgos concuerdan con una caracterización 

cinemática previa de toros Retinta que mostraba que los espermatozoides de individuos 

endogámicos se moviliaban más rápido y eran menos fértiles (Dorado y col., 2015). Por el 

contrario, Chen y col. (2019) asociaron recientemente un aumento de p2a con una disminución 

de la motilidad espermática en seres humanos. Esta discordancia podría sugerir la existencia de 

mecanismos adicionales que pueden limitar el efecto de la morfometría espermática sobre la 

motilidad. Sin embargo, hasta la fecha no se habían realizado asociaciones previas entre la 

endogamia y Sp espermáticas. En este sentido, este trabajo refuerza la idea que el efecto de la 
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endogamia en los espermatozoides debe ser analizado sobre una base especie-específica y 

utilizando metodologías robustas, como puede ser la determinación de Sp espermáticas. 

Distribución de la endogamia molecular entre grupos 

En acuerdo con los resultados descritos en el capítulo anterior de esta tesis, los ROHi no 

se distribuyeron uniformemente entre los cromosomas dentro y entre los grupos. Este aumento 

irregular de la consanguinidad en algunas regiones específicas también se asoció recientemente 

con una reducción de la fertilidad en las vacas Ayrshire finlandesas (Martikainen y col., 2018) y en 

los toros Holstein estadounidenses (Nani y Peñagaricano, 2020). Teniendo en cuenta que los ROHi 

podrían verse afectados de forma diferencial entre razas por presiones selectivas naturales 

(ambientales) y artificiales (antrópicas), así como por la deriva génica y eventos de cuello de 

botella (Mastrangelo y col., 2018; Dixit y col., 2020), las comparaciones entre estudios deben 

hacerse con precaución. En este trabajo se evaluaron las diferencias en los patrones de 

homocigosidad entre individuos agrupados solo por diferencias en los valores de endogamia, pero 

todos ellos con la mismo base genética e historial de selección. Esto, junto con la falta de efectos 

ambientales (como centro de recolección y la réplica) permitió realizar una detección más refinada 

de los posibles genes y mecanismos que asocian la endogamia y la forma del esperma. 

Detección de genes presumiblemente involucrados en la morfometría espermática 

El análisis funcional reveló cuatro genes candidatos altamente influenciados por el 

aumento de la endogamia. Los dos genes más afectados (PARK7 y VAMP3 en BTA16, p < 0,0001) 

se han asociado previamente con la espermatogénesis y la maduración de los espermatozoides 

en modelos de ratón (Sun y col., 2014; Wang y col., 2018) y de pollo (Zhang y col., 2017). De ellos, 

PARK7 se asoció más con la función mitocondrial que con la forma de la cabeza de los 

espermatozoides en ratas y humanos (Sun y col., 2014; Wang y col., 2018), lo que sugiere que su 
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papel en el proceso reproductivo estaría más relacionado con la motilidad que con la morfometría. 

En el caso de VAMP3, que codifica una proteína con una función clave durante la formación del 

acrosoma y la capacitación a través del desarrollo de complejos ternarios trans-SNARE, se 

encontró además que modulan la forma del esperma en un modelo porcino (Tsai y col., 2010). 

Dos genes adicionales relacionados con la estructura interna del flagelo en mamíferos (AMRC3 y 

SPAG6 en BTA13) (Pausch y col., 2016) también se vieron afectados por la endogamia, aunque en 

menor medida (p < 0,01). SPAG6 se asoció recientemente con varios pasos de codificación de 

proteínas durante la biogénesis acrosomal en ratones (Liu y col., 2019), lo que sugiere una posible 

implicancia en la forma de la cabeza del espermatozoide. Por último, otros dos genes (DYNLRB2 

(BTA18) y PHF7 (BTA22)) del grupo que se vieron menos afectados por la endogamia (p < 0,05) 

también habían sido previamente relacionados con la forma de la cabeza del espermatozoide. Así, 

PHF7 se asoció con cambios en la reacción acrosómica de los espermatozoides mediante la 

modificación de la ubiquitinación de la histona H2A en el proceso de elongación de espermátidas 

durante los pasos finales de la espermatogénesis (Wang y col., 2019). Del mismo modo, se observó 

una disminución en la expresión de DYNLRB2 en espermatozoides piriformes de toros Holstein, 

causando cambios estructurales en el citoesqueleto de la célula (Shojaei Saadi y col., 2013). 

Aunque en este estudio no se realizó una validación funcional de esos genes, el hecho de 

que todos ellos se vieran afectados de forma diferencial por el aumento de la consanguinidad en 

toros con diferentes proporciones de Sp espermáticas puede indicar su implicancia en la variación 

de los rasgos morfométricos del esperma. Se necesitan más estudios para validar estos resultados 

y obtener una comprensión más detallada de los mecanismos implicados. 
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Conclusión 

Se determinó, por primera vez, el efecto de la endogamia sobre la forma de la cabeza del 

esperma en el ganado bovino Retinto mediante técnicas objetivas. Los resultados demostraron 

que la endogamia modificó la estructura de las Sp espermáticas, sin afectar a los valores 

promedios. A pesar de la gran variación intra-individual detectada, el esperma de los individuos 

altamente endogámicos tuvo una tendencia a ser más estrecho en comparación con el grupo de 

menor endogamia. Finalmente, se detectaron regiones genéticas específicas afectadas 

diferencialmente por la endogamia, algunas de las cuales incluían genes previamente 

relacionados con la espermatogénesis. Dado que no se realizó ninguna validación funcional, 

futuros estudios podrían determinar hasta qué punto estos mecanismos están involucrados en el 

control de los rasgos morfométricos del esperma en el ganado. 
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CAPÍTULO 3  
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Estudio del efecto de la endogamia molecular en el patrón de 
subpoblaciones espermáticas motiles en tres razas bovinas 

Introducción 

Consanguinidad molecular 

El nivel de consanguinidad molecular, que se determina en base a marcadores genómicos 

SNP, se puede estimar a partir del análisis de Runs of Homozygosity (ROH). Debido a la naturaleza 

estocástica del proceso de formación de las gametas, los ROH se distribuyen de manera 

parcialmente aleatoria a lo largo del genoma. Sin embargo, existen regiones más propensas a 

acumular ROH, denominadas islas de ROH (ROH island, ROHi), en las cuales, el porcentaje de este 

tipo de fragmentos es significativamente alto en un grupo de individuos en comparación con el 

resto de la población. Se han propuesto varias teorías para intentar explicar su origen, siendo una 

de las más aceptadas la de la selección artificial de alelos en loci asociados a caracteres 

cuantitativos (QTL) (Szmatoła y col., 2016), que una vez establecidos, se mantienen estables 

principalmente debido a su ventaja fenotípica.  Además, pueden encontrarse ROHi en regiones 

del genoma asociados a procesos biológicos de mayor importancia, que poseen bajas tasas de 

recombinación (Gibson y col., 2006; Bosse y col., 2012; Peripolli y col., 2018). Alternativamente, 

Curtis y col. (2008) plantearon que la acumulación de ROH en ciertas regiones podría deberse a 

pequeñas inversiones que suprimen la recombinación y no así a un proceso selectivo. Sin 

embargo, el análisis realizado en el capítulo 1 de esta tesis determinó que la acumulación de ROH 

no se encontraba correlacionada con la tasa de recombinación existente en cada posición del 

genoma, sugiriendo más bien que dichas regiones enriquecidas en ROH se podrían haber 

producido por selección. En el capítulo 1, se demostró que esta acumulación podría explicar la 

depresión endogámica en ciertos caracteres, ya que, los ROH que se encontraron 

significativamente enriquecidos en el grupo de alta consanguinidad afectaron genes relacionados 
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con calidad espermática (Goszczynski y col., 2018). Por lo tanto, si bien la acumulación de ROH en 

ciertas regiones podrían indicar depresión endogámica, también podrían haberse acumulado 

como consecuencia de procesos de selección, asociados a patrones característicos de cada raza 

(Peripolli y col., 2018; Cortes-Hernández y col., 2022). Por tal motivo, nuestro análisis incluye tres 

razas seleccionadas con diferente fin: una raza autóctona caracterizada por altos niveles de 

consanguinidad y alta fertilidad, una raza de propósito lechero y una raza de propósito de carne. 

Detección de segmentos HBD (Homozygous by Descent)  

Existen dos metodologías diferentes para detectar la presencia de ROH en una posición 

dada del genoma de un individuo: 1) los métodos observacionales, que escanean el genoma en 

busca de segmentos de SNP homocigotos consecutivos hasta que se cumple una condición dada 

(por ejemplo, un número mínimo de SNP homocigotas consecutivos, una máxima distancia entre 

dos SNP homocigotos consecutivos y un número máximo de SNP heterocigotos y/o nulos 

permitidos); y 2) los métodos basados en modelos probabilísticos (como el modelo oculto de 

Markov), que estiman la probabilidad de que un marcador se encuentre en homocigosis por azar, 

comparándola con la frecuencia de ocurrencia real. El primero de ellos puede implementarse 

escaneando linealmente el genoma marcador por marcador, de manera continua (consecutive 

runs, implementado en la librería DetectRUNS (Marras y col., 2015) en R), o bien mediante 

ventanas deslizantes, donde la lectura se realiza en grupos de SNP incluidos dentro de una ventana 

que se desliza secuencialmente hasta que infringe alguna de las condiciones preestablecidas 

(implementado en el software PLINK). Por el contrario, los métodos probabilísticos han sido 

implementados recientemente en la librería RZooRoH (Bertrand y col., 2019) en R. Estos últimos 

modelos son más informativos ya que permiten distinguir los segmentos idénticos por 

descendencia HBD (Homozygous by Descent) de los idénticos por estado (HBS: Homozygous by 

State) (Druet y Gautier, 2017), y, además, tienen en cuenta la frecuencia alélica de los marcadores, 
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la distancia genética y los errores de genotipado, lo cual aumentaría la precisión de las 

estimaciones. 

Depresión endogámica por cromosoma y longitud  

La depresión fenotípica causada por la endogamia ha sido estudiada tanto en caracteres 

productivos como en reproductivos (Mc Parland y col., 2007; Antonios y col., 2021; Lozada-Soto y 

col., 2021). Aunque tradicionalmente su aparición ha sido asociada al aumento del valor del 

coeficiente de consanguinidad del genoma completo (Forneris y col., 2021; Lozada-Soto y col., 

2021), algunos trabajos más recientes presentaron otro enfoque, planteando la existencia de 

depresión endogámica en cromosomas específicos. En este sentido, Martikainen y col. (2018) 

detectaron depresión endogámica para caracteres reproductivos de vacas lecheras asociada a 

cuatro cromosomas específicos. Sin embargo, Laseca y col. (2022) demostraron que el valor del 

coeficiente de endogamia global explicaba mejor la depresión endogámica en la fertilidad en 

yeguas que la endogamia en cromosoma específicos, y que, si bien existen cromosomas con un 

mayor efecto que otros, la influencia a nivel cromosómico podría estar enmascarada por la 

diversidad de locus afectando el mismo carácter en distintos cromosomas.  

La longitud de los ROH está inversamente relacionada con la generación en la cual se 

produjo el evento endogámico. Por ende, los ROH más largos serían el resultado de eventos 

endogámicos recientes, mientras que los cortos serían el resultado de eventos endogámicos más 

distantes (en términos de generaciones ocurridas hasta desde el antecesor común), que fueron 

acortándose por los procesos de recombinación existentes en cada generación. En este sentido, 

se esperaría que el efecto de la depresión endogámica producido por los fragmentos largos fuese 

mayor que el producido por los cortos (Silió y col., 2013; Doekes y col., 2019; Makanjuola y col., 

2020), debido a que al ser de mayor longitud, abarcarían más locus, aumentando así la 
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probabilidad de incluir loci desfavorables en homocigosis (Szpiech y col., 2013). Los fragmentos 

cortos, en cambio, serian menos perjudiciales debido a que la selección disminuye la frecuencia 

de alelos deletéreos en el tiempo mediante el proceso de purga genética (Hedrick y Garcia-

Dorado, 2016). Por tal motivo, los estudios actuales centrados en la detección de las causas de la 

depresión endogámica tienen en cuenta, cada vez más, el origen de los fragmentos de 

homocigosidad (ancestrales o recientes) como un agente causal (Ziegler y col., 2023).  

Heterogeneidad espermática 

Como fue mencionado en el capítulo anterior, el sistema CASA permite estimar varios 

parámetros de cada célula espermática, pudiendo de este modo capturar la heterogeneidad 

fenotípica existente en cada eyaculado, desde un punto de vista morfológico (Pitnick y col., 2009; 

Ramón y col., 2014), y cinemático (Muiño y col., 2008; Ibanescu y col., 2020). Al igual que en el 

análisis morfométrico, los métodos estadísticos de agrupamiento (descritos en el capítulo 

anterior) también son utilizados para analizar datos cinemáticos obtenidos a partir de CASA (Soler 

y col., 2017; Ramón y Martínez-Pastor, 2018), permitiendo determinar la existencia de 

subpoblaciones espermáticas compuestas por espermatozoides que presentan patrones de 

movimiento específicos. En el bovino suelen diferenciarse al menos cuatro subpoblaciones 

cinemáticas diferentes: rápidos progresivos, medios progresivos, lentos no progresivos e 

hiperactivos (Muiño y col., 2008; Ferraz y col., 2014; Ibanescu y col., 2020). Entre ellas, los rápidos 

progresivos e hiperactivos han sido previamente asociadas con la fertilidad, encontrándose un 

aumento en la fertilidad de aquellos individuos que presentaban un elevado porcentaje de rápidos 

progresivos e hiperactivos (Yániz y col., 2015; Hidalgo y col., 2021; Peres Campanholi y col., 2021). 

Variaciones en dichas subpoblaciones han sido previamente asociadas con la resistencia al 

proceso de crio-preservación (Martinez-Pastor y col., 2005), la variación del fenotipo espermático 

promedio entre individuos (Muiño y col., 2008; Ramón y Martínez-Pastor, 2018), y la fertilidad in-
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vivo (Yániz y col., 2015; Hidalgo y col., 2021) e in-vitro (Ferraz y col., 2014) en diversas especies. 

Sin embargo, hasta la actualidad, solo un estudio ha evaluado la relación entre subpoblaciones 

cinemáticas existentes en un eyaculado y el nivel de endogamia en bovinos (Dorado y col., 2015). 

Si bien los autores han demostrado un efecto perjudicial de los niveles de endogamia en la 

proporción de espermatozoides rápidos no progresivos en estadios tempranos, asociadas con la 

fertilidad, el tamaño muestral analizado fue de tamaño reducido, y por ende dichos resultados 

deben ser evaluados con cautela.  

El objetivo de este capítulo fue estudiar el efecto de la consanguinidad molecular, tanto 

a nivel cromosómico como por categoría de longitud, en el patrón de subpoblaciones 

espermáticas a través del tiempo, utilizando un modelo mixto de medidas repetidas.  

Materiales y métodos 

Muestras 

En este estudio se analizaron 97 muestras de semen crio-preservado pertenecientes a 

tres razas de ganado bovino: dos razas carniceras (Retinta y Aberdeen Angus) y una lechera 

(Holstein). 

Las muestras analizadas de la raza Retinta (n=56) pertenecen al programa de 

inseminación artificial de la Asociación Española de Criadores de Retinta, fueron recogidas y 

congeladas durante 10 años siguiendo los procedimientos estandarizados de la raza en el Centro 

Andaluz de Reproducción Animal (CENSYRA- Centro Regional de Selección y Reproducción Animal 

de Castilla- La Mancha). Las condiciones de colecta y crio-preservación fueron descritas 

detalladamente en el capítulo dos de esta tesis.  
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Las muestras de las razas Aberdeen Angus (n=27) y Holstein (n=14) fueron obtenidas del 

centro comercial de producción y comercialización de semen bovino CIALE Alta (Argentina). El 

semen fue congelado siguiendo un protocolo estandarizado para todas las muestras, luego de ser 

colectado mediante vagina artificial y diluido utilizando el diluyente comercial Andromed®. Solo 

fueron procesadas las muestras cuya motilidad y vigor masal, fueron mayores a 50% y 4, 

respectivamente. El esperma fue equilibrado durante 2 horas a 5°C, tras lo cual se realizó una 

segunda dilución para alcanzar la concentración final de 24 millones/ml, se equilibró nuevamente 

2 horas a 5°C y después se fraccionaron en pajuelas de 0,25 ml. Finalmente, las pajuelas se 

congelaron en una máquina automática siguiendo una curva de congelación, como sigue: Paso 1: 

de 5 a -5°C a -5°C/min; Paso 2: de -5°C por 120 s; Paso 3: de -5 a -100°C a -40°C; Paso 4: de -100 a 

-130°C a -30°C/min; Paso 5: de -130 a -140 a -30°C/min; Paso 6: -140 por 180 s. Tras la congelación, 

las pajuelas se sumergieron en N2 y se almacenaron en el centro comercial CIALE Alta. 

Obtención de ADN y genotipado de animales 

El ADN de los animales de la raza Retinta se obtuvo a partir de muestras espermáticas 

descongeladas, como fue descrito en el capítulo dos. En el caso de las muestras de las razas 

Aberdeen Angus y Holstein, la extracción de ADN se realizó siguiendo un protocolo de extracción 

orgánica de sangre modificado (ver Información suplementaria 1). En todos los casos, la cantidad 

y calidad de ADN obtenido fueron evaluadas mediante electroforesis en geles de agarosa, 

espectrofotometría (Nanodrop (Thermofisher, Piscataway, NY, USA)), descartándose aquellas que 

no cumpliesen con los mínimos requisitos establecidos por el fabricante. 

Los individuos de la raza Retinta fueron genotipados utilizando el SNP-array de mediana 

densidad Axiom™ Bovine Genotyping v2 (67.000 marcadores; Thermo Fisher Scientific), mientras 

que los individuos pertenecientes a las razas Aberdeen Angus y Holstein se genotiparon con el 

SNP-array de mediana densidad Axiom™ Bovine Genotyping v3 (63.000 marcadores; Thermo 
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Fisher Scientific). Los genotipos se analizaron y asignaron separadamente para cada versión de 

array (v2 y v3) utilizando el software Axiom™ Analysis Suite V 5.1.1.1 (Thermo Fisher Scientific). 

Se estableció un umbral de call rate individual y por SNP en 0,97 Y 0,90 respectivamente, y el filtro 

DQC (Data Quality Control) utilizado fue de 0,82. No se aplicó el filtro de frecuencia del alelo 

menor (MAF), ya que podría sesgar las estimaciones de endogamia genómica individual 

(Meyermans et al., 2020). Finalmente, se generó una base de datos de consenso incluyendo 

únicamente los marcadores localizados en los autosomas presentes en ambos SNP-arrays 

(n=44.937) utilizando el software PLINK v1.9 (Chang y col., 2015).  

Análisis de coeficientes de endogamia basados en HBD (FHBD) 

Los coeficientes de endogamia fueron determinados utilizando el procedimiento desarrollado por 

Druet y Gautier (2017) basado en modelos probabilísticos de Markov (HMM). Para ello, se 

utilizaron las funciones “zoomodel” y “zoorun” de la librería RZooRoH, que determinan el modelo 

y calculan las probabilidades de encontrar segmentos HBD de diferentes clases de longitud 

predefinidas, relacionadas con la generación en la que se produjeron. En el modelo se definieron 

10 niveles (K=10; con valores de 6, 12, 18, 36, 72, 144, 288, 576, 1152, y 1152), siendo los primeros 

dos niveles correspondientes a fragmentos generados en las últimas tres y seis generaciones, 

respectivamente y el último valor correspondiente a segmentos que no son HBD, que pueden ser 

fragmentos idénticos por estado o heterocigotos. Los intervalos generados en base a estas clases 

se utilizaron como elementos de entrada (RUNS) para calcular los coeficientes de consanguinidad, 

utilizando la librería detectRUNS (Marras y col., 2015), con la función “summaryRuns”. Se 

calcularon los FHBD totales, por cromosoma y por categorías de longitud correspondientes a las 

últimas tres 3G (HBD > a 16 Mb) y seis generaciones 6G (HBD > a 8 Mb), además de los fragmentos 

de generaciones ancestrales (fragmentos < a 5 Mb). 
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Evaluación de motilidad espermática 

En total, se evaluaron 194 dosis seminales crio-preservadas pertenecientes a 56 toros 

Retintos, 27 toros Angus y 14 toros Holstein (dos pajuelas de diferente eyaculado por toro). Cada 

pajuela se descongeló durante 30 segundos a 37°C. Seguidamente se ajustó su concentración a 25 

millones de spz/ml utilizando diluyente Biladyl® (Minitübe, Tiefenbach, Alemania), dejándose 

equilibrar durante 5 minutos en una placa Nunclon (Nunc, Roskilde, Dinamarca) de cuatro pocillos 

a 37°C. Finalmente, se determinó la motilidad y la cinemática espermática. Para Retinta se utilizó 

un sistema CASA (Sperm Class Analyzer 5.4.0.0 Microptic SL, Barcelona, España) en un microscopio 

Olympus BH-2 144 (Olympus, Tokio, Japón); mientras que, para Holstein y Angus, se utilizó el 

sistema CASA (Androvision®, Minitube, Alemania) montado en un microscopio ZEISS Axio Lab.A1 

(Zeiss, Alemania). En ambos casos las imágenes fueron capturadas por una cámara digital de 25 

imágenes por segundo sobre una cámara de conteo descartable ad-hoc apoyada en una platina 

atemperada a 37ºC. Cada evaluación fue realizada por duplicado analizando dos gotas de 5 ul de 

esperma sobre las cuales se evaluaron tres campos visuales diferentes.  

En cada dosis se analizaron al menos 500 espermatozoides individuales sobre los cuales 

se determinaron tres parámetros cinemáticos asociados a la velocidad: velocidad curvilínea (VCL; 

µm/s), velocidad en línea recta (VSL; µm/s) y velocidad media de la trayectoria (VAP; µm/s); y dos 

parámetros cinemáticos relacionados con el movimiento de la cabeza: amplitud del 

desplazamiento lateral de la cabeza (ALH; µm) y frecuencia de cruce de la cabeza con respecto a 

su trayectoria promedio (BCF; Hz). Adicionalmente, se obtuvieron los índices derivados de los 

ratios de las velocidades: linealidad (LIN, ratio de VSL/VCL, expresado en %), rectitud (STR, ratio 

de VSL/VAP, expresado en %), oscilación (WOB, ratio de VAP/VCL, expresado en %). 

Paralelamente, se determinó en cada dosis la motilidad total (MT) y progresiva (MP) del conjunto 

de los espermatozoides analizados.  
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Variación espermática en el tiempo 

Para el ensayo de longevidad espermática se determinaron los 8 parámetros cinemáticos 

a lo largo de un período de 120 minutos mediante tres determinaciones independientes (T0, T1 y 

T2), realizadas a los 5, 60 y 120 minutos tras el descongelado. Para el análisis, sólo se consideraron 

datos de las muestras que presentaban una MT > 60% en T0 y un MP>30% en el resto de los puntos 

temporales. 

Determinación de subpoblaciones espermáticas 

El análisis de subpoblaciones espermáticas se realizó siguiendo el procedimiento de dos 

pasos descrito por Martinez-Pastor y col. (2005). En primer lugar, se realizó la curación de datos, 

donde solo se consideraron motiles aquellos espermatozoides con VAP > 10, descartándose 

también aquellos que presentaban valores de 0 en alguno de los demás parámetros (artefactos 

de análisis). Seguidamente, se realizó un análisis de componentes principales (PCA) para disminuir 

la cantidad de variables analizadas y elegir aquellas que expliquen mejor la variabilidad de los 

datos, y que a su vez presenten baja correlación entre sí. Una vez seleccionadas las variables, se 

estandarizaron sus valores, restándole el promedio de la variable y dividiendo por el desvío 

estándar. Posteriormente, se realizó un agrupamiento no jerárquico mediante un modelo K-

means, que utiliza la distancia multivariada euclidiana para calcular los centros de los clusters, y 

reduciendo su variabilidad a un número menor, para finalmente agruparse utilizando el método 

Ward (menor varianza estadística al unirse) y asignarlos a un cluster específico. El número final de 

clusters fue establecido en base a la bibliografía consultada de subpoblaciones motiles en bovinos 

(Muiño y col., 2008; Ferraz y col., 2014; Hidalgo y col., 2021). Finalmente, se calculó el porcentaje 

relativo de cada subpoblación por individuo y por tiempo, así como los valores promedios para 

cada uno de los parámetros analizados en cada grupo.  
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Análisis funcional HBDi 

Una vez obtenidas las regiones HBD, se realizó un análisis para identificar islas HBD y 

buscar regiones génicas que puedan explicar el carácter estudiado. Se realizaron tres análisis 

diferentes, por un lado, evaluando las regiones enriquecidas por raza, para descartar aquellas 

regiones asociadas al proceso selectivo de la raza y que no estén asociadas al carácter estudiado. 

Por otro lado, se realizó un análisis considerando la totalidad de las muestras y la totalidad de los 

fragmentos, sin discriminar por raza, pero eligiendo aquellos marcadores presentes en 

cromosomas que resultaron significativos en la evaluación de depresión endogámica. Luego se 

llevó a cabo un análisis teniendo en cuenta solo los marcadores presentes en fragmentos cuya 

longitud se haya correlacionado con el alguno de los caracteres estudiados. El análisis se llevó a 

cabo utilizando un script diseñado por el grupo de trabajo e implementado en la plataforma R.  

En primer lugar, se realizó un test de permutaciones para identificar SNPs 

estadísticamente significativos presentes en HBD bajo la hipótesis nula de que los HBD están 

distribuidos de igual manera en el genoma, comparando cien mil de veces el número real de HBD 

en cada SNP con un valor aleatorio de la población. Para calcular el valor de significancia de cada 

SNP en HBD, se estimó el número de veces que el valor aleatorio era mayor al número observado. 

Luego, se eligieron las regiones genómicas contenidas en los SNP significativos con distancia entre 

SNPs consecutivos <= 1Mb y un p < 0,01. Posteriormente, se utilizaron dichas regiones para 

obtener objetos GRanges utilizando la librería GenomicRanges (Lawrence y col., 2013).  Los 

intervalos se utilizaron para obtener listas de genes de ENSEMBL BioMart v89 (Martin y col., 2022). 

Luego se utilizó la lista de genes para realizar un análisis de ontología génica en DAVID (Huang da 

y col., 2009; Sherman y col., 2022). Paralelamente, también se realizó una búsqueda de QTL´s en 

la plataforma QTLs database (Hu y col., 2021) partiendo de los intervalos hallados en cada raza. 
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Estudio de la depresión endogámica 

En primera instancia, los animales fueron divididos por su nivel de endogamia en dos 

grupos, utilizando las siguientes categorías: endogamia baja: FHBD<= 0,125 (n=46) y, endogamia 

alta: FHBD > 0,125 (n=51). Para determinar el efecto de la endogamia en las subpoblaciones 

espermáticas, se utilizó un modelo marginal de efectos mixto para medidas repetidas 

implementado en la librería lme4 (Bates y col., 2015) en R. El porcentaje de cada subpoblación 

espermática fue establecido como variable dependiente, mientras que el tiempo (tres niveles: T0, 

T1 y T2) y el grupo FHBD (dos niveles: alta o baja endogamia) se establecieron como variables 

independientes. A su vez, se modeló una estructura de matriz de covarianza de tipo autoregresiva 

de primer orden para modelar el error del individuo dentro de cada raza. Los grupos de FHBD 

totales, por categoría de longitud y por cromosoma se evaluaron por separado y se usaron dos 

niveles en todos los casos. El modelo planteado fue el siguiente: 

𝑦𝑖𝑗𝑘 = µ + 𝛽𝑖 + 𝑡𝑗 + 𝛽𝑖 × 𝑡𝑗 + 𝜀𝑖𝑗𝑘 

donde, 𝒚𝒊𝒋𝒌 es el promedio de la proporción de cada subpoblación por individuo;µ es el promedio 

de cada subpoblación en la población, βi es el efecto del grupo FHBD; tj es el efecto del tiempo j; βi 

× tj es el efecto de la interacción grupo FHBD-tiempo y εijk es el error aleatorio.  

Resultados 
 

Coeficiente de endogamia genómico FHBD 

Los coeficientes de endogamia FHBD calculados por raza y por largo de fragmento se 

resumen en la Tabla 1 y Figura 1. Los FHBD por cromosoma y por raza se muestran en la Figura 2. 

Los FHBD totales no mostraron diferencias significativas entre razas, sugiriendo que, a nivel 

global, todas cuentan con el mismo nivel de consanguinidad. Sin embargo, el análisis de los FHBD 
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por categoría de longitud demostró que la raza Angus tuvo valores de FHBD ancestral 

significativamente mayores (p<0,05) que las razas Retinta y Holstein (Tabla 1). 

Tabla 1. Coeficientes FHBD por categoría de longitud y por raza en Angus, Holstein y Retinta. Los 

coeficientes se expresan como promedios ± error estándar 

FHBD  Angus  Holstein  Retinta 

FHBD total  0.1296 ± 0.006a  0.1509 ± 0.0097a  0.121 ± 0.0102a 

FHBD 3G  0.0155 ± 0.0034b  0.0393 ± 0.0079a  0.055 ± 0.007a 

FHBD 6G  0.0404 ± 0.0046b  0.0787 ± 0.0078a  0.0853 ± 0.0091a 

FHBD ancestral  0.0992 ± 0.0024a  0.0722 ± 0.0027b  0.0357 ± 0.0016c 

abc Superíndices diferentes indican diferencias significativas entre cada raza (Kruskal Wallis, 

p<0,05) 

Además, tanto Holstein como Retinta mostraron valores de FHBD de tres y seis generaciones 

mayores que Angus, aunque no se observaron diferencias entre ellos. Por otro lado, los valores 

de FHBD por cromosoma mostraron diferencias significativas en BTA2, BTA4, BTA10, BTA11, BTA13, 

BTA16, BTA19, BTA23, BTA25 y BTA29 entre las diferentes razas (Figura 2).  

Determinación de subpoblaciones 

El análisis de componentes principales (PCA) reveló que los primeros dos componentes 

explicaban aproximadamente el 80% de la variabilidad de los datos. Entre las variables 

seleccionadas para el análisis no jerárquico, se incluyeron aquellas que presentaban los valores 

más altos en PC1: parámetro VSL (puntuación 0,48) y VAP (puntuación 0,43) y en PC2, el 

parámetro ALH (puntuación 0,52) y el parámetro LIN (puntuación 0,45).  

Finalmente, se determinaron cuatro subpoblaciones espermáticas con características 

cinemáticas específicas (Figura 3). 
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Figura 1. Gráfico de cajas de la distribución de la proporción de HBD (FHBD) por número de 

generaciones (tres y seis, y ancestral) en la cual se formaron. La imagen superior muestra la 

distribución de FHBD de la raza Angus, la imagen del medio corresponde a la distribución de FHBD 

de la raza Holstein, y, finalmente la imagen inferior muestra la distribución de FHBD en Retinta. 
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Figura 2. FHBD por cromosoma y por raza en Angus, Holstein y Retinta. Los resultados son 

expresados como el número promedio de FHBD por cromosoma por raza ± error estándar de la 

media (Kruskal Wallis *p<0,05). 

 

La subpoblación 1 (SP1) estuvo formada por los espermatozoides rápidos progresivos, los 

cuales se caracterizan por presentar valores altos de velocidades, LIN y BCF, mientras que presenta 

valores bajos de ALH. La subpoblación 2 se caracterizó por estar representada por aquellos 

espermatozoides de motilidad media progresiva, presentan valores medios de velocidades, alto 

LIN y BCF y bajo ALH. Por otra parte, la subpoblación 3 estuvo representada por los 

espermatozoides lentos no progresivos, cuyas velocidades son bajas, al igual que LIN y BCF, 

mientras el valor de ALH suele ser de medio a alto. Por último, la subpoblación 4 representó a los 

espermatozoides hiperactivos, caracterizados por presentar un movimiento rápido no progresivo, 

con valores de VCL, BCF y ALH altos, bajo LIN, STR y WOB. 
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Figura 3. Gráfico de agrupamiento de subpoblaciones espermáticas explicadas por los 

componentes 1 (explica el 54,5% de la varianza) y 2 (explica el 31,1% de la varianza). 

Depresión endogámica  

El análisis de depresión endogámica no demostró una asociación significativa entre el 

porcentaje de cada subpoblación de esperma y el coeficiente de endogamia total. Sin embargo, al 

analizar por categoría de longitud y cromosoma se observó un efecto del aumento de la 

consanguinidad (p<0,05) en dos subpoblaciones específicas: los espermatozoides medios 

progresivos (Sp2) y los hiperactivos (Sp4) (Tabla 2).  

A nivel cromosómico, BTA11, BTA13 y BTA16 mostraron un efecto significativo (p<0,05) 

en las subpoblaciones espermáticas. Un alto nivel de endogamia en BTA16 se asoció con un 

aumento de la proporción de medios progresivos en todos los tiempos estudiados. El grupo de 

individuos con alta endogamia (FHBD > 0,125) en BTA11, presentó una proporción de medios 

progresivos significativamente mayor en los tiempos T1 y T2, mientras que un alto nivel de 

Hiperactivo 
Lento no progresivo 
Medio progresivo 
Rápido progresivo 

Subpoblación 
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endogamia en BTA13 estuvo asociado a un aumento de medios progresivos en T0. Además, el 

aumento de la endogamia en BTA11 y BTA16 mostró un efecto significativo en la subpoblación de 

hiperactivos, la cual fue mayor en todos los tiempos estudiados en los animales con bajos niveles 

de endogamia en ambos cromosomas. 

En cuanto a los análisis realizados por categoría de longitud de ROH, los resultados fueron 

opuestos a los hallados a nivel cromosómico. La única categoría que presentó diferencias 

significativas fue la correspondiente a las últimas seis generaciones (HBD> 8 Mb), en la cual, los 

medios progresivos estuvieron significativamente más representados en el grupo de individuos 

que presentaba FHBD  6G < 0,125, mientras que los hiperactivos estuvieron mayormente 

representados en el grupo de alta endogamia. 

Regiones genómicas significativamente afectadas por la endogamia 

El análisis global de regiones enriquecidas en fragmentos HBD resultó en el hallazgo de 37 

intervalos con un valor p promedio <0,05, localizados en BTA4, BTA5, BTA7, BTA9, BTA11, BTA14, 

BTA19 y BTA24. Por su parte, en el análisis realizado por razas, se detectaron seis intervalos en la 

raza Angus, ubicados en BTA16 y, un intervalo en Retinta, localizado en BTA14 que se superpuso 

con 5 intervalos identificados en la población total. No se detectaron SNP’s significativos en la raza 

Holstein. En lo que respecta al análisis por categoría de longitud, se realizó el análisis de los SNPs 

que se encontraron en HBD formados en las últimas 6 generaciones (>8Mb). La información de los 

intervalos se resume en la Tabla Suplementaria 1 de este capítulo. 

Entre los cromosomas con regiones enriquecidas en HBD detectadas en el análisis global, 

solo BT11 coincidió con lo encontrado en el análisis de depresión endogámica. Sin embargo, no 

fueron localizados genes en esas posiciones que hayan sido previamente asociados a algún 

proceso o estructura espermática. 
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Tabla 2. Efecto de la depresión endogámica en las subpoblaciones espermáticas por cromosoma y categoría de longitud de FHBD. Los cromosomas y 

longitudes restantes no mostraron efectos significativos sobre los porcentajes de subpoblaciones espermáticas. 

Cromosoma 
/Categoría 

 

Subpoblación 

 

Efecto 

Tiempo 

 
T0    T1    T2   

 
AE   BE   p   AE   BE   p   AE   BE   p 

BTA11 
 

Medios 
progresivos  

Mayor en grupo de 
alta endogamia  39,9  31,6  0,1046  41,4  28,3  0,0273  50,4  34,0  0,0063  

BTA11 
 

Hiperactivos 
 

Mayor en grupo de 
baja endogamia  19,6  26,9  0,0259  27,4  43,2  0,0010  22,1  38,4  0,0010  

BTA13 
 

Medios 
progresivos  

Mayor en grupo de 
alta endogamia  40,8  30,9  0,0243  40,6  29,4  0,0922  46,5  38,3  0,5278  

BTA16 
 

Medios 
progresivos  

Mayor en grupo de 
alta endogamia  42,3  31,7  0,0142  45,7  28,2  0,0006  54,3  34,4  0,0003  

BTA16 
 

Hiperactivos 
 

Mayor en grupo de 
baja endogamia  19,0  25,9  0,0522  25,1  41,5  0,0007  20,2  36,7  0,0012  

FHBD 6G 
 

Medios 
progresivos  

Mayor en grupo de 
baja endogamia  24,6  38,0  0,0279  21,3  37,6  0,0636  21,9  46,1  0,0029  

FHBD 6G 
 

Hiperactivos 
 

Mayor en grupo de 
alta endogamia  32,5  21,4  0,0085  53,1  31,7  0,0012  43,8  27,4  0,0581  

 

*AE: grupo de alta endogamia (FHBD>=0,125); BE: grupo de baja endogamia (FHBD<0,125)
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Por su parte, las regiones provenientes de fragmentos de todas las longitudes, permitió la 

detección de 155 genes significativamente enriquecidos en HBD (p<0,05), mientras en el análisis 

de HBD>8Mb se encontraron 127 genes. El análisis de anotación funcional del primer grupo de 

genes reveló la existencia de un cluster significativamente enriquecido (puntuación 1,44) que 

estuvo asociado a procesos catalíticos y actividad endo-peptidasa (Tabla 3). Mientras que, en el 

segundo, se encontraron dos grupos enriquecidos; el primero de ellos estuvo asociado a actividad 

de la ARN polimerasa y regulación de la neurogénesis, y el segundo, relacionado con la estructura 

de aminoácidos polares (Tabla 4). 

 El análisis por raza, reveló la presencia ocho genes presentes en HBDi en Angus, aunque 

ninguno tuvo un p significativo (p>0,05). Sin embargo, cuando se realizó la búsqueda de QTL’s en 

esos intervalos, se encontraron varios, algunos de los cuales fueron previamente relacionados con 

caracteres como: peso de la canal, fuerza de corte e índice de marmolado. Finalmente, en la raza 

Retinta, se encontraron seis genes significativamente afectados por la endogamia (p<0,05), los 

cuales fueron asociados con QTL’s de crecimiento y de peso de la canal.  
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Tabla 3. Anotación funcional de genes en regiones enriquecidas en HBD en poblaciones de Angus, Holstein y Retinta. 

 

Cluster 1 Enrichment Score: 1.44    

Categoría Término p Genes Fold Enrichment 

GOTERM_BP_DIRECT proteolysis 0,0033 CNDP1,CNDP2,CFD,ELANE,PTRN3 8 

INTERPRO Peptidase S1A, chymotrypsin-type 0,0096 AZU1,CFD,ELANE,PRTN3 9 

INTERPRO Peptidase S1 0,013 AZU1,CFD,ELANE,PRTN3 8,2 

UP_SEQ_FEATURE DOMAIN:Peptidase S1 0,013 AZU1,CFD,ELANE,PRTN3 8 

INTERPRO Trypsin-like cysteine/serine peptidase 

domain 

0,014 AZU1,CFD,ELANE,PRTN3 7,8 

SMART Tryp_SPc 0,016 AZU1,CFD,ELANE,PRTN3 7,3 

UP_KW_MOLECULAR_FUNCTION Protease 0,019 CNDP1,CNDP2,CFD,ELANE,PTRN3,USP18 3,7 

GOTERM_MF_DIRECT serine-type endopeptidase activity 0,032 AZU1,CFD,ELANE,PRTN3 5,7 

INTERPRO Peptidase S1, trypsin family, active site 0,061 CFD,ELANE,PRTN3 7,4 

UP_KW_MOLECULAR_FUNCTION Serine protease 0,07 CFD,ELANE,PRTN3 6,7 

UP_KW_MOLECULAR_FUNCTION Hydrolase 0,12 ABHD17A,CNDP1,CNDP2,CFD,DNM1L,ELANE,PNPLA8,PRTN3,USP18 1,7 

GOTERM_CC_DIRECT extracellular space 0,57 LYPD8,AZU1,CFD,CBLN2,ELANE,PRTN3 1,2 

UP_KW_PTM Disulfide bond 0,97 ASPH,CA4,CFD,ELANE,EFNA2,PRTN3 0,68 
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Tabla 4. Anotación funcional de genes en regiones enriquecidas en HBD>8Mb en poblaciones de Angus, Holstein y Retinta. 

Cluster 1 Enrichment Score: 2.71    

Categoría Término p Genes Fold 
Enrichment 

UP_SEQ_FEATURE DOMAIN:BHLH 0,000016 BHLHE22,HES2,HES3,HEY1,MSC,NCOA2 19 

INTERPRO Myc-type, basic helix-loop-helix (bHLH) 

domain 

0,000031 BHLHE22,HES2,HES3,HEY1,MSC,NCOA2 16 

SMART HLH 0,000058 BHLHE22,HES2,HES3,HEY1,MSC,NCOA2 14 

GOTERM_MF_DIRECT protein dimerization activity 0,0001 BHLHE22,HES2,HES3,HEY1,MSC,NCOA2 13 

GOTERM_MF_DIRECT RNA polymerase II core promoter proximal 

region sequence-specific DNA binding 

0,0018 MYBL1,TBX18,BHLHE22,HNF4G,HES2,HES3,HEY1,MSC,NCOA2,ZB

TB48,ZFHX4 

3,2 

GOTERM_BP_DIRECT regulation of neurogenesis 0,0082 HES2,HES3,HEY1 22 

GOTERM_BP_DIRECT regulation of transcription from RNA 

polymerase II promoter 

0,025 PRDM14,TBX18,BHLHE22,CAMTA1,CHD5,HNF4G,HES2,HES3,HEY

1,MSC,ZBTB48,ZFHX4 

2,1 

GOTERM_MF_DIRECT RNA polymerase II transcription factor 

activity, sequence-specific DNA binding 

0,037 MYBL1,TBX18,BHLHE22,HNF4G,HES2,HES3,HEY1,MSC,ZFHX4 2,5 

GOTERM_BP_DIRECT anterior/posterior pattern specification 0,053 HES2,HES3,HEY1 8 
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KEGG_PATHWAY Human papillomavirus infection 0,34 HES2,HES3,HEY1 2,4 

Cluster 2 Enrichment Score: 2.01    

Categoría Término p Genes Fold 
Enrichment 

UP_SEQ_FEATURE COMPBIAS:Polar residues 0,0022 ARFGEF1, ERRFI1, EYA1, GPR153,PHF13, YTHDF3, ASPH, PKIA, 

CAMTA1, CEP162, CSPP1, C14H8orf89, CYB5R4, ESPN, HES3, HEY1, 

MTFR1, MRPS28, NPHP4, NCOA2, PLEKHG5, KCNB2,SLCO5A1, 

STAU2, SULF1, TRAM1, TPD52, VCPIP1, ZC2HC1A, ZBTB48, ZFHX4 

1,7 

UP_SEQ_FEATURE REGION:Disordered 0,0033 ARFGEF1, ERRFI1, EYA1, GPR153, MYBL1,PHF13, PRDM14, TBX18, 

THAP3, TNFRSF25, YTHDF3, ACOT7, ASPH, BHLHE22, PKIA, 

CAMTA1, CEP162, CSPP1, CHD5, C14H8orf34, C14H8orf89, 

CLVS1,CYB5R4, ESPN, HNF4G, HES2, HES3, HEY1, IL7, KLHL21, 

MTFR1, MRPS28, MSC, NPHP4, NCOA2, NOL9, PREX2, PLEKHG5, 

KCNB2, RNF207, RIPPLY2, SLCO5A1, STAU2, SULF1, TERF1, 

TRAM1, TPD52, VCPIP1, VAMP3, ZC2HC1A, ZBTB48, ZFHX4 

1,3 
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UP_SEQ_FEATURE COMPBIAS: Basic and acidic residues 0,13 ARFGEF1,EYA1,TBX18,ACOT7,ASPH,CEP162,CSPP1,CHD5,C14H8or

f34,ESPN,MTFR1,NCOA2,PREX2,KCNB2,RNF207,SLCO5A1,SULF1,T

ERF1,TPD52,ZBTB48,ZFHX4 

1,3 
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Discusión 

En este capítulo se evaluó el efecto de la consanguinidad en el patrón de subpoblaciones 

espermáticas utilizando dos enfoques: a nivel cromosómico, y a nivel de longitud. Este estudio 

permitió identificar un efecto diferencial a nivel de cromosoma y un efecto perjudicial de la 

endogamia reciente, como ya ha sido planteado en estudios anteriores (Makanjuola y col., 2020), 

afectando las subpoblaciones de hiperactivos y medios progresivos. Además, se identificó un 

grupo de genes presuntamente afectados por la endogamia. 

Diferencias de fragmentos HBD por raza 

La caracterización de HBD por raza, permitió observar diferencias no solo en la 

abundancia de los fragmentos sino también en su longitud. Si bien la raza que presentó un mayor 

porcentaje de homocigosidad fue Holstein, en términos de longitud de fragmentos, la raza Retinta 

fue la que presentó mayor proporción de fragmentos largos, correspondientes a las últimas seis 

generaciones. Esto puede explicarse por su programa de selección, centrado en obtener mejoras 

productivas, reproductivas y de adaptación al medio, que no tuvo en cuenta la relación de 

parentesco entre los cruzamientos hasta épocas recientes, provocando un aumento de la 

consanguinidad reciente en la población (Morales y col., 2017). Por otro lado, la raza Holstein ha 

sufrido una fuerte presión de selección como consecuencia de aumentar la producción de leche, 

lo cual ha reducido marcadamente su variabilidad genética (Marras y col. (2015)). A su vez, 

también se evidenciaron diferencias a nivel cromosómico, siendo la raza Holstein la que presentó 

un mayor FHBD en varios cromosomas en comparación con las otras dos razas. Curiosamente, en 

algunos cromosomas, la raza Angus mostró niveles de endogamia superiores a las otras dos razas, 

a pesar de su reducido valor promedio, los cuales podrían estar asociados a huellas de selección 

propias (Utsunomiya y col., 2013). Al realizarse el análisis de las regiones enriquecidas en 



- 106 - 
 

fragmentos en homocigosis por raza, se encontró en Angus un total de seis intervalos con 

marcadores significativamente enriquecidos en BTA16, el cual fue uno de los cromosomas que 

mostró una abundancia significativa de HBD en esta raza. En la raza Retinta también se 

encontraron dos intervalos en BTA14, los cuales, curiosamente, se solaparon con cinco intervalos 

encontrados en población total. Estos resultados remarcan la importancia del efecto racial en la 

determinación de la influencia de la endogamia en el bovino, lo cual justifica, fuertemente su 

inclusión en este tipo de análisis. 

Depresión endogámica en calidad espermática 

El efecto de la consanguinidad sobre la calidad espermática ha sido estudiado 

previamente, teniendo en cuenta caracteres como el número total de espermatozoides y el 

porcentaje de espermatozoides vivos (Ferenčaković y col., 2017) o la viabilidad y la motilidad 

espermática (Maximini y col., 2011; Antonios y col., 2021). Sin embargo, solo Dorado y col. (2015) 

han analizado la relación entre endogamia y subpoblaciones cinemáticas en bovinos, 

demostrando que los animales con elevado nivel de consanguinidad (>13,5%) presentaban una 

mayor proporción de espermatozoides hiperactivos al descongelado, junto a menores valores de 

fertilidad a campo. No obstante, es importante resaltar que dicho estudio fue realizado utilizando 

estimaciones de consanguinidad basadas en datos de pedigrí (lo cual impide cualquier tipo de 

análisis por cromosoma u origen de la endogamia), analizando un grupo de animales muy 

reducido.  

En este capítulo, se usaron tres enfoques para analizar la depresión endogámica, 

obteniéndose diferentes resultados. Por un lado, se estudió la depresión endogámica 

considerando el valor total de consanguinidad, sin encontrar ningún efecto significativo sobre las 

subpoblaciones espermáticas. Por el contrario, en el análisis de la depresión por endogamia a nivel 
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cromosómico, se encontraron valores significativos en tres cromosomas diferentes: BTA11, 

BTA13, y BTA16, asociados con un aumento en la proporción de medios progresivos. 

Adicionalmente, se observó una disminución de la proporción de hiperactivos asociados al grupo 

de alta consanguinidad en BTA11 y BTA16. Estos resultados concuerdan con lo hallado por Pilon y 

col. (2021), quienes no detectaron depresión endogámica usando FPED o FROH global en el carácter 

ganancia diaria promedio en animales de la raza Hereford, pero sí lo hicieron a nivel cromosómico, 

señalando la importancia del análisis por región genómica en homocigosis, más que el cálculo 

global del coeficiente.  

En el análisis por categoría de longitud, se encontró que la endogamia reciente (últimas 

seis generaciones) provocaba un aumento en la proporción de espermatozoides hiperactivos en 

individuos con alto nivel de endogamia a T0, manteniéndose hasta T1, mientras que, no hubo 

diferencias entre grupos en T2. Similarmente, Dorado y col. (2015) plantearon que la 

manifestación de este patrón de hiperactividad en estadios tempranos era perjudicial para la 

fertilidad de estos animales debido a que este tipo de movimiento requiere de un mayor 

metabolismo, provocando que agoten sus reservas energéticas más rápidamente y reduciendo así 

su capacidad de fertilización. Cabe destacar, que el inicio y mantenimiento de la motilidad 

hiperactiva depende, entre otros factores, de una vía de señalización mediada por Ca2+ en el 

flagelo (Marquez y Suarez, 2004). Este patrón se produce en un sitio determinado del tracto 

reproductivo y en un momento específico, que varía según la morfología reproductiva de la 

especie, debido a los altos requerimientos energéticos que demanda (Sansegundo y col., 2022). 

En tal sentido, (Marquez y Suarez, 2004) demostraron que, en condiciones in-vitro, la 

hiperactivación mediada por agentes estimulantes se produce de manera inmediata en bovinos, 

disminuyendo a la hora 4. Estos estudios justifican la hipótesis de que la manifestación temprana 
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de este tipo de movimiento, puede provocar un descenso de tal patrón de motilidad debido a falta 

de reservas energéticas cuando éste sea requerido.  

Al comparar los resultados del análisis por cromosoma y por longitud se encontraron 

resultados discordantes, ya que mientras en el análisis por cromosoma un aumento de 

homocigosis en BTA11 y BTA 16 se asocia con una disminución en la proporción de hiperactivos, 

en el análisis por longitud, el mismo aumento, pero en la categoría correspondiente a endogamia 

reciente, se asoció con un aumento en el patrón hiperactivo. Una discordancia similar pero 

únicamente a nivel cromosómico, fue encontrada en Laseca y col. (2022) analizando la fertilidad 

en equinos. Los autores observaron que los distintos cromosomas presentaban diferentes grados 

de correlación entre su valor de endogamia (estimada como FHBD) y la estimación genética de la 

fertilidad potencial del individuo. Los autores plantearon que podría deberse al carácter altamente 

poligénico de la fertilidad, donde ciertos cromosomas podrían albergar QTL’s con mayor influencia 

en el carácter que otros, y, por ende, explicar mejor la variabilidad fenotípica observada. De la 

misma manera, Kim y col. (2015) propusieron que la depresión por endogamia en caracteres de 

fertilidad podría explicarse por el efecto genético aditivo de haplotipos homocigotos en distintos 

loci. Por su parte, Howard y col. (2017) plantearon que el análisis de haplotipos debería realizarse 

considerando solo aquellos que se encuentran en fragmentos largos, ya que los cortos son el 

remanente de la purga genética, y no serían desfavorables con lo cual no deberían ser tenidos en 

cuenta ya que podrían enmascarar el efecto deletéreo del aumento de la homocigosis. Estos 

resultados, sumados a las inconsistencias encontradas en la bibliografía respecto al análisis de 

depresión por endogamia a nivel cromosómico, nos hacer plantear que las estimaciones derivadas 

de los FHBD calculados por categoría de longitud podrían ser más fiables ya que permiten distinguir 

la endogamia reciente, que ha demostrado ser potencialmente más perjudicial que los fragmentos 

cortos producidos varias generaciones atrás (Doekes y col., 2019; Makanjuola y col., 2020). En 
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consonancia con estas hipótesis, en el presente capítulo los FHBD ancestrales no tuvieron efecto 

en el patrón de subpoblaciones, posiblemente debido al efecto de la purga de alelos deletéreos 

(García-Dorado, 2012). 

Finalmente, cabe resaltar que, tanto desde el enfoque de categoría de longitud como 

cromosómico, una de las subpoblaciones más afectadas por la consanguinidad fue la de 

hiperactivos. Este patrón de motilidad se manifiesta durante el proceso de capacitación. Sin 

embargo, se ha encontrado que la hiperactivación temprana puede ocurrir como consecuencia 

del proceso de congelación-descongelación (Peris-Frau y col., 2020). Esto puede deberse a la 

pérdida de estabilidad en la membrana plasmática, como consecuencia del daño criogénico, que 

altera la permeabilidad de la membrana provocando un aumento en la entrada de Ca2+, lo que 

activaría la vía que inicia el proceso de hiperactivación. Olds-Clarke (1989) demostró que existe 

una componente genética en la hiperactivación temprana (al menos en modelos murinos), 

aunque no se determinó el mecanismo que la desencadenaría. En tal caso, dicha componente 

genética podría estar afectada por el aumento de la endogamia, explicando al menos 

parcialmente, los hallazgos de este capítulo en el bovino doméstico.   

Regiones diferencialmente afectadas por la endogamia 

La superposición de los intervalos encontrados a la anotación funcional del genoma bovino 

actual (ARS-UCD1.2) resultó en una lista de 155 genes diferencialmente afectados por la 

endogamia total y 127 afectados por la endogamia reciente. Aunque los grupos de anotación 

funcional resultantes no estuvieron relacionados a componentes o función espermática en 

ninguno de los análisis, al estudiarse los genes individualmente, dos de ellos significativamente 

afectados por la endogamia reciente (p<0,05), fueron asociados a fertilidad y regulación del 

movimiento espermático. El gen PRDM14 codifica para una metiltransferasa de histonas y ha sido 



- 110 - 
 

previamente reportada por su rol en el desarrollo de la línea germinal (Yamaji y col., 2008) , y 

además, se asoció positivamente con la fertilidad en toros (Verma y col., 2015; Özbek y col., 2021). 

Por su parte, el gen NPHP4 estuvo relacionado con la motilidad espermática y disminución de la 

fertilidad en ratones (Won y col., 2010). Asimismo, en otro estudio se demostró que la falta de 

expresión del producto de este gen alteraba la linealidad del movimiento espermático (Awata y 

col., 2014). Este estudio es interesante, ya que, a lo largo de esta tesis, uno de los caracteres 

afectados por la endogamia fue la hiperactivación espermática, que como se mencionó 

anteriormente, se caracteriza por un movimiento errático con baja linealidad. Por lo tanto, este 

hallazgo refuerza nuestra hipótesis de que la depresión endogámica en el movimiento 

espermático afecta la hiperactivación, y puede ser explicada parcialmente por este gen.  

En cuanto al análisis de las regiones exclusivas de cada raza, en Retinta, se encontraron 

cinco genes asociados a QTL’s previamente reportados. Entre ellos, CHD7 y CA8 se asociaron al 

factor de crecimiento de insulina tipo 1 y a su vez, CA8 también estuvo asociado con el 

rendimiento de producción láctea. Por su parte, RAB2A, UBXN2B y TOX han sido asociados con el 

peso de la canal. Dadas las características de la raza, las regiones afectadas podrían estar 

indicando un proceso de selección tendiente a aumentar el rendimiento de la producción de 

carne, principal objetivo de esta raza. Similarmente, al analizar el intervalo encontrado en la raza 

Angus, se encontraron QTL’s relacionados con el peso corporal, peso de la canal y área de ojo de 

bife, caracteres fuertemente seleccionados en la raza. Aunque previamente se han realizado 

estudios de fragmentos de homocigosis asociados al proceso selectivo de la raza, este es el primer 

estudio de regiones asociadas al proceso selectivo de la raza Retinta. 
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Conclusión 

Se detectó la existencia de depresión endogámica a nivel cromosómico y por categoría 

de longitud. La endogamia reciente mostró que, en individuos altamente endogámicos, los 

espermatozoides presentaban un patrón hiperactivo incrementado durante la primera hora luego 

del descongelado. Dicho patrón podría comprometer la capacidad fertilizante en estadios tardíos, 

afectando así la fertilidad. Por otro lado, la depresión endogámica cromosómica mostró 

resultados discordantes a los encontrados en el análisis por categoría de longitud, siendo mayor 

el patrón hiperactivo en individuos con baja consanguinidad en todos los tiempos estudiados. Por 

último, el estudio de las regiones en homocigosis teniendo en cuenta varias razas, permitió 

diferenciar el efecto de las regiones en homocigosis que son propias de la raza, de aquellas 

involucradas en la depresión endogámica. Este estudio sugiere que el análisis por categoría de 

longitud resulta más fiable y tiene mayor respaldo teórico que el análisis de depresión endogámica 

cromosómica. No obstante, se precisan más análisis con un mayor número de muestras para 

validar lo encontrado en este capítulo. 
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CAPÍTULO 4 
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Estudio del efecto de la endogamia en la variación de parámetros 
cinemáticos en el tiempo en toros Retinta 
 

Introducción  
 

La evaluación de la calidad espermática es un requisito indispensable para determinar la 

fertilidad de un toro antes de ser usado como reproductor y/o donante de esperma (Vincent y 

col., 2014; Yániz y col., 2017). En esta evaluación, los caracteres más comúnmente examinados 

incluyen: el volumen de eyaculado, la concentración espermática, la motilidad (total y progresiva), 

la morfología, y la integridad de las membranas plasmática y acrosómica, entre otros (Kastelic y 

Thundathil, 2008; Chenoweth y McPherson, 2016) . Aunque estos caracteres son de gran utilidad 

en los centros de inseminación, Vincent y col. (2014) plantearon la necesidad de incluir un test de 

longevidad de al menos dos horas luego del descongelado, lo cual permitiría determinar qué 

poblaciones de espermatozoides son viables en el tiempo luego de la descongelación, ya que 

muestras seminales con daño criogénico pueden perder su viabilidad rápidamente (Barth, 1993). 

Importancia de la dinámica del movimiento espermático 

La longevidad espermática caracteriza la capacidad de los espermatozoides para 

mantener sus patrones de movimiento durante un cierto período. Este hecho es fundamental, ya 

que su objetivo final (la fertilización) requiere el poder progresar a través del tracto reproductivo 

hasta lograr alcanzar el ovocito, lo cual demanda un movimiento continuo por periodos 

prolongados (Alavioon y col., 2019). En la actualidad, la longevidad espermática es mayormente 

determinada mediante ensayos in-vitro que evalúan la habilidad del esperma para mantenerse en 

movimiento durante una incubación fisiológica, a lo largo de una serie de tiempos prestablecidos 

(Peña y col., 2003; Diniz y col., 2020). Si bien no es considerado como rutinario, este ensayo es 
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particularmente importante en toros que participan en programas de inseminación artificial con 

semen crio-preservado, debido al efecto negativo que suele producir esta práctica en 

comparación con muestras de semen fresco (Underwood y col., 2010; Ahmad y col., 2015). Si bien 

la mayor parte de las metodologías empleadas para mejorar la calidad del semen congelado se 

basan hoy en día en el uso de diferentes protocolos de crio-preservación y diluyentes 

espermáticos (Rurangwa y col., 2001; Celeghini y col., 2008; Mocé y col., 2010; Nagata y col., 

2019), existen indicios que el efecto del individuo (componente genético) puede tener una cierta 

influencia. Sin embargo, este efecto debe evaluarse mediante un análisis sistemático de 

longevidad espermática, en los que se estudie la evolución de las características cinemáticas 

(velocidades y movimientos de la cabeza) a lo largo del tiempo, los cuales son actualmente 

escasos.  

Endogamia molecular, a partir de ROH 

El estudio del efecto de la consanguinidad sobre los parámetros espermáticos puede 

ayudar a optimizar la predicción de la capacidad reproductiva animal y a mejorarla a través de 

selección genética. Estudios anteriores han demostrado que los niveles de consanguinidad 

superiores a cierto umbral tienen un efecto negativo en la calidad espermática (Ferenčaković y 

col., 2017; Terán y col., 2021). En consonancia con dichos estudios, en esta tesis se ha demostrado 

que la estimación del nivel de consanguinidad individual debería ser realizada desde un enfoque 

genómico-topológico basado en ROH, teniendo en cuenta no solo el nivel de endogamia, sino 

también su localización. Tal es así, que actualmente esta aproximación es la más utilizada para 

determinar el efecto de la endogamia sobre diversos caracteres productivos en animales 

domésticos (McQuillan y col., 2008; Ferenčaković y col., 2013; Gurgul y col., 2016; Szmatoła y col., 

2016; Martikainen y col., 2018; Modiba y col., 2022). Además, la evaluación de depresión 

endogámica basada en ROH posee la ventaja adicional de poder diferenciar el efecto producido 
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por la endogamia ancestral o reciente, mediante el análisis de ROH de diferente tamaño, que 

pueden tener efectos fenotípicos muy diversos.  

El objetivo de este capítulo fue determinar y cuantificar la existencia de depresión 

endogámica en la longevidad espermática de toros Retintos producida por el aumento de la 

endogamia a nivel cromosómico. Se evaluó también el efecto diferencial que producen la 

endogamia ancestral y reciente sobre el mismo grupo de caracteres. Para ello, se utilizó un 

enfoque que combina la obtención de datos cinemáticos mediante el sistema CASA, un modelo 

autoregresivo de base cuantitativa para estimar fenotipos espermáticos a partir de dichos datos, 

y la determinación de los niveles de consanguinidad individual mediante el análisis de ROH. 

Materiales y métodos  

Muestras 

Se analizaron muestras de semen crio-preservado de 53 toros pertenecientes al programa 

de cría de la Asociación Nacional de Criadores de Ganado Selecto de Raza Retinta (ACRE). Los 

individuos fueron seleccionados en base a su influencia en el pool génico de la población, así como 

también a su baja relación de parentesco. Las muestras de semen fueron recolectadas mediante 

monta natural con vagina artificial en presencia de vacas con celo inducido. Todas ellas fueron 

colectadas y congeladas en las primaveras de sus respectivos años, a partir de toros de 24 meses 

de edad, y siguiendo los protocolos estandarizados del programa de conservación reproductiva 

de la raza Retinta (Terán y col., 2021) en el centro reproductivo CENSyRA (Badajoz, España).  

 Genotipado de animales 

Los individuos fueron genotipados utilizando el array de alta densidad Axiom Genome-

Wide BOS 1 Array (Affymetrix Inc., 670.685 SNPs) siguiendo los protocolos del fabricante. Los 
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genotipos se obtuvieron analizando los archivos CEL (datos crudos) utilizando el flujo de trabajo 

“best genotyping practices” en el software Axiom Analysis Suite V5.0 (Scientific, 2020). Los 

parámetros de calidad utilizados fueron los recomendados por defecto por el fabricante: DQC > 

0,97, y un umbral de call rate por individuo y por SNP de 0,95. No se aplicó el filtro de frecuencia 

alélica menor (MAF), ya que podría sesgar las estimaciones de endogamia genómica individual en 

matrices de SNP de alta densidad (Meyermans y col., 2020). Tras el procesamiento, quedaron 

624.737 marcadores para su posterior análisis. La manipulación y control de calidad de genotipos 

se realizó con PLINK V1.9 (Chang y col., 2015). 

Diseño experimental 

Los fenotipos espermáticos de cada individuo fueron obtenidos mediante un ensayo de 

longevidad que incluyó 6 determinaciones cinemáticas por eyaculado de acuerdo al siguiente 

esquema: T0: 5 minutos después de la descongelación (tras equilibrar la dilución) y T1 a T5: cinco 

evaluaciones adicionales cada 60 minutos respectivamente. Cada pajuela fue descongelada 

durante 30 segundos a 37°C en baño termostático. A continuación, se ajustó la concentración de 

esperma a 25 millones/ml en diluyente Biladyl® (Minitübe, Tiefenbach, Alemania), dejándose 

equilibrar durante 5 minutos a 37°C en una placa Nunclon (Nunc, Roskilde, Dinamarca) de cuatro 

pocillos, tras lo cual se realizaron las 6 determinaciones antes mencionadas (T0 a T5). Sólo se 

consideraron para el análisis de datos las muestras que presentaban un Motilidad Total > 60% en 

T0 y una Motilidad Progresiva > 30% en el resto de los puntos temporales. 

Evaluación de motilidad espermática 

En total, se realizaron 636 evaluaciones (106 pajuelas, dos por toro (n=53), 6 

determinaciones por pajuela) utilizando el sistema de análisis espermático asistido por 

computadora CASA (Sperm Class Analyzer 5.4.0.0, Microptic SL, Barcelona, España) en un 
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microscopio Olympus BH-2 144 (Olympus, Tokio, Japón) provisto de una cámara Makler® 

precalentada. En cada evaluación se determinaron 3 parámetros cinemáticos asociados a la 

velocidad: velocidad curvilínea (VCL), velocidad en línea recta (VSL) y velocidad media de la 

trayectoria (VAP) y dos parámetros cinemáticos relacionados con el movimiento de la cabeza: 

amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de cruce de la cabeza con 

respecto a su trayectoria promedio (BCF). En cada determinación, se analizó un mínimo de 500 

espermatozoides recogidos de dos gotas y tres campos microscópicos por gota (6 

determinaciones por cada evaluación; 3.816 en total). En cada una de ellas se evaluó un video de 

1 segundo de duración durante el cual se capturaron 25 imágenes. 

Pseudo-fenotipos 

Se estimaron cinco pseudo-fenotipos diferentes (VCLPSe, VSLPSe, VAPPSe, ALHPSe, BCFPSe) por 

individuo utilizando un modelo lineal de efecto mixto con una estructura de correlación entre 

mediciones por tiempo que incluyó las diferentes medidas por individuo y una función de varianza 

por tiempo. El modelo fue establecido con el tiempo como efecto fijo y el individuo como efecto 

aleatorio. Los coeficientes del efecto aleatorio de cada individuo fueron utilizados como valor 

pseudo-fenotípico individual. 

El modelo de regresión lineal mixta fue el siguiente: 

𝒀𝒊𝒋 = (𝜷𝟎 + 𝒃𝟎𝒊) + (𝜷𝟏 + 𝒃𝟏𝒊) × 𝒕𝒊𝒋 + 𝒆𝒊𝒋 

donde Yij es la respuesta del individuo i en el tiempo j, β0 es la respuesta media, promediada entre 

todos los individuos en el momento cero; y β1 es la tasa media de cambio en la respuesta media 

por unidad de tiempo. Asimismo, b0i es la diferencia entre la ordenada al origen β0 de la población 

y la ordenada al origen para el individuo i, y b1i es la diferencia entre la pendiente β1 de la 



- 118 - 
 

población y la pendiente para el individuo i. Por otro lado, tij es el tiempo de la medida en el 

individuo i en el momento j. Finalmente, eij es el error residual de las respuestas individuales. 

Este análisis se realizó utilizando un modelo lineal de efectos mixtos ajustado por Máxima 

Verosimilitud Restringida (REML) implementado en la librería nlme (Pinheiro y col., 2013) en R 

V4.1. 

Análisis de coeficientes de endogamia basados en ROH (FROH) 

Para determinar el nivel de endogamia molecular a partir de ROH (FROH), se utilizó el 

algoritmo de "consecutive.runs" del paquete detectRUNS (Marras y col., 2015) implementado en 

R. La configuración de los parámetros empleada fue: longitud mínima 1Mb, 6 categorías de 

longitud (1–2Mb, 2–4Mb, 4–8Mb, 8–16Mb, >8Mb y >16 Mb), número de SNP heterocigotos (nH) 

y missing (nM) permitidos por categoría de longitud obtenidos a partir de las siguientes fórmulas: 

𝑛𝐻 =
𝑚𝐿

𝑑𝑆
× 𝑒𝐺 

𝑛𝑀 =
𝑚𝐿

𝑑𝑆
× 𝑚𝐺 

donde mL es la longitud media de los ROH, dS es la distancia media entre los SNP, eG es la tasa de 

error de genotipado (fijada en un 0,25% según los procedimientos estándar de Axiom™), y mG es 

la tasa promedio de genotipos faltantes en la población (Tabla Suplementaria 1 del capítulo 2). A 

continuación, los ROH con regiones superpuestas dentro del mismo individuo se fusionaron 

utilizando la función “reduce” de la librería de GenomicRanges (Lawrence y col., 2013). 

Finalmente, los FROH se calcularon como el porcentaje de la longitud del genoma cubierto por 

fragmentos de ROH por individuo. 
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Adicionalmente se estimó el FROH total por cada cromosoma, así como el FROH por 

categoría de longitud, considerándose fragmentos ancestrales, aquellos entre 1-2 Mb 

(correspondientes a 50 generaciones atrás), mientras que los ROH >8 Mb y 16 Mb fueron 

considerados como recientes (producidos aproximadamente en las últimas seis y tres 

generaciones respectivamente).  

Estudio del efecto de la endogamia  

El efecto de la endogamia fue evaluado mediante la determinación del coeficiente de 

correlación por rangos de Spearman, contrastando los diferentes valores de FROH total, por 

categoría de longitud y por cromosoma con los correspondientes pseudo-fenotipos para cada 

variable.  

Resultados  

Caracterización de FROH por cromosoma y por categoría de longitud 

Los valores promedio de FROH por cromosoma y por categoría de longitud de la 

población se resumen de las Tablas 1 y 2, respectivamente. Los coeficientes FROH por individuo se 

resumen en la Tabla Suplementaria 2. 

La cantidad de ROH detectados por cromosoma estuvo correlacionada con el tamaño del 

cromosoma (r=0,93). Por ejemplo, BTA1, el cromosoma más largo, presentó 411 ROH en total, 

mientras que BTA27, uno de los cromosomas más pequeños, presentó 127 ROH. Por otro lado, los 

valores de FROH por cromosoma no estuvieron correlacionados con su tamaño. Por ejemplo, BTA1 

presentó un FROH promedio de 0,1106, cercano al promedio total del genoma (0,1041), siendo 

BTA14, con una longitud equivalente a la mitad de BTA1, el que presentó el valor más alto 

(0,1721). En dicho cromosoma, un individuo en particular presentó un FROH de 0,8182, el cual fue 
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producido por solo 3 fragmentos que cubrieron en gran proporción el cromosoma (ver individuo 

31, Figura 1). En este sentido, varios individuos presentaron ROH largos en BTA14, lo cual 

concuerda con el análisis del capítulo 3, ya que la raza presentó una zona enriquecida en 

fragmentos HBD en esa región genómica, particularmente en las posiciones comprendidas entre 

las 24 y 26 Mb aproximadamente. 

 

 

Figura 1. Distribución de ROH por individuo en BTA14 en toros Retinta. IDs: identificación de 
individuos; Mbps: posición dentro del cromosoma expresada en megabases.  

Solo individuos que presentaron al menos un ROH son representados en la figura. 

 

También quedó en evidencia la existencia de un amplio rango de variabilidad de FROH por 

cromosoma con valores que fueron desde 0 hasta valores cercanos a 1 (individuo 31, BTA14, 

BTA14 
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Figura 1). Por ejemplo, si bien algunos individuos presentaron FROH cercanos a 0,5 en BTA25, casi 

la mitad de ellos (24/53) no mostraron ningún ROH (FROH=0), con un valor promedio de 0,0979, 

pero una altísima variabilidad (Figura 2). Esta existencia de patrones altamente variables queda 

también manifestada por el hecho que, en la mayoría de los cromosomas, el desvío estándar fue 

mayor que la media (Tabla 1).  

 

 

Figura 2. Distribución de ROH por individuo en BTA25 en toros Retinta. IDs: identificación de 
individuos; Mbps: posición en Megabases dentro del cromosoma. Solo individuos que presentaron 
al menos un ROH son representados en la figura. 

 

Respecto al análisis realizado por agrupando los FROH por categoría de longitud, las más 

representadas fueron: FROH1-2Mb y FROH>8Mb.  

BTA25 
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Tabla 1. Estadística descriptiva de FROH por cromosoma en la población de toros Retinta 

 FROH 
 N Media ± Desvío estándar Mínimo Máximo 

Total 53 0,1041 ± 0,0709 0 0,2876 

BTA1 53 0,1106 ± 0,1471 0 0,7977 

BTA2 53 0,1083 ± 0,1280 0 0,5469 

BTA3 53 0,0978 ± 0,1215 0 0,5261 

BTA4 53 0,0950 ± 0,1388 0 0,7747 

BTA5 53 0,1097 ± 0,1091 0 0,4764 

BTA6 53 0,1172 ± 0,1353 0 0,5411 

BTA7 53 0,1080 ± 0,1430 0 0,642 

BTA8 53 0,1139 ± 0,1503 0 0,6954 

BTA9 53 0,1191 ± 0,1521 0 0,5532 

BTA10 53 0,0957 ± 0,1118 0 0,4379 

BTA11 53 0,1104 ± 0,1572 0 0,7576 

BTA12 53 0,1090 ± 0,1499 0 0,6899 

BTA13 53 0,1566 ± 0,2011 0 0,8202 

BTA14 53 0,1721 ± 0,1717 0 0,8182 

BTA15 53 0,0961 ± 0,1346 0 0,6127 

BTA16 53 0,0641 ± 0,0813 0 0,4853 

BTA17 53 0,1029 ± 0,1770 0 0,8921 

BTA18 53 0,0885 ± 0,1275 0 0,6407 

BTA19 53 0,1044 ± 0,1546 0 0,9006 

BTA20 53 0,0726 ± 0,1080 0 0,4777 

BTA21 53 0,0888 ± 0,1281 0 0,6493 

BTA22 53 0,1271 ± 0,1871 0 0,873 

BTA23 53 0,0924 ± 0,1437 0 0,6139 

BTA24 53 0,1074 ± 0,1705 0 0,8428 

BTA25 53 0,0979 ± 0,1787 0 0,9992 

BTA26 53 0,0826 ± 0,1512 0 0,6746 

BTA27 53 0,0917 ± 0,1559 0 0,7823 

BTA28 53 0,0793 ± 0,1179 0 0,4081 

BTA29 53 0,1001 ± 0,1560 0 0,7514 

 

Los primeros corresponderían a eventos de endogamia ancestrales (ocurridos 

aproximadamente 50 generaciones atrás), mientras que los segundos corresponden a eventos de 

endogamia ocurridos recientemente, durante las últimas seis generaciones. A partir de estos 
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resultados se puede deducir que la población conserva regiones en homocigosis derivadas 

probablemente de los procesos de selección asociados a la creación de la raza, previas incluso a 

la constitución del libro genealógico, pero también ha experimentado eventos recientes de cruces 

endogámicos, probablemente debido a la falta de control de la relación de parentesco en los 

cruzamientos o bien a la búsqueda de los ganaderos de homogeneizar sus rodeos. 

 

Tabla 2. Estadística descriptiva de FROH por categoría de longitud en toros Retinta 

Categoría de 

longitud de FROH 
N 

Media ± Desvío 

Estándar 
Mínimo Máximo 

1-2 Mb 53 0,0323 ± 0,0223 0,0057 0,0937 

2-4 Mb 53 0,0156 ± 0,0112 0,0006 0,0431 

4-8 Mb 53 0,0181 ± 0,0150 0 0,0548 

8-16 Mb 53 0,0204 ± 0,0236 0 0,1038 

>8 Mb 53 0,0381 ± 0,0425 0 0,1578 

>16 Mb 53 0,0177 ± 0,0235 0 0,0808 
 

Pseudo-fenotipos espermáticos y efecto de la endogamia 

En general, los pseudo-fenotipos mostraron alta variabilidad, con valores que variaron 

desde -14,38 a 17,39 para VCL, -11,47 a 10,09 para VSL, -11,49 a 10,91 para VAP, -0,75 a 1,02 para 

ALH y -1,23 a 2,09 para BCF (Tabla Suplementaria 1), demostrando una amplia variabilidad en los 

patrones de motilidad espermática entre los individuos.  

Las correlaciones estimadas entre los valores de endogamia, total, por cromosoma y por 

categoría de largo de ROH, y los pseudo-fenotipos de las diferentes variables cinéticas se muestran 

en la Tabla 3. En el análisis general, solo fue observado un efecto del aumento del nivel de 

consanguinidad en el pseudo-fenotipo de BCF. Por el contrario, el análisis por cromosoma 
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identificó una correlación significativa entre los valores de FROH en siete cromosomas (BTA5, BTA6, 

BTA7, BTA8, BTA15, BTA16 y BTA19) y tres de las cinco variables estudiadas (VCL, ALH y BCF), cuyo 

aumento suele asociarse a movimientos de hiperactivación.  

Tabla 3. Coeficientes de correlación de Spearman entre FROH y pseudo-fenotipos, con sus 

respectivos valores de significancia. Las categorías y campos ausentes no presentaron 

correlaciones significativas. 

Cromosoma/ 

Categoría 
VCL  ALH  BCF p 

BTA5      0,38 0,0067 

BTA6  0,37     0,0081 

BTA6    0,35   0,0114 

BTA7  0,28     0,0478 

BTA7    0,35   0,0123 

BTA7      0,36 0,0107 

BTA8      0,32 0,0258 

BTA15      0,34 0,0163 

BTA16  0,39     0,0050 

BTA16    0,38   0,0063 

BTA29      0,29 0,0437 

FROH total      0,31 0,0268 

FROH 2-4Mb      0,29 0,0320 

FROH 4-8Mb      0,35 0,0082 

FROH 8-16Mb      0,37 0,0061 

FROH >8 Mb      0,33 0,0170 

FROH >16 Mb      0,29 0,0359 

VCL: Velocidad curvilínea (µm/s); ALH: amplitud del desplazamiento lateral (µm); BCF: Frecuencia del 
movimiento flagelar (Hz). Los valores expresados tienen una significancia de al menos p<0,05 
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Finalmente, se identificó una marcada correlación del nivel de endogamia sobre el pseudo-

fenotipo de BCF para cinco de las seis categorías de longitud de ROH analizadas, con excepción de 

la categoría 1-2 Mb. En todos los casos, la correlación fue positiva, sugiriendo que el aumento de 

la endogamia incrementa el porcentaje de células que presentan un movimiento rápido no 

progresivo, característico de los espermatozoides hiperactivos.   

Discusión 
 

Un factor importante que determina el éxito en la fertilización es la habilidad del 

espermatozoide para desplazarse progresivamente a través del tracto reproductivo, alcanzando 

en tiempo y forma el sitio de fecundación donde se encuentra el ovocito. Si bien es conocido que 

esta capacidad puede verse afectada por la crio-preservación, la influencia que puede ejercer 

sobre ella el aumento de la consanguinidad aún no ha sido estudiada en profundidad en animales 

domésticos. En este capítulo se buscó determinar el efecto de distintos niveles de endogamia en 

la variación de parámetros cinemáticos a lo largo del tiempo en muestras crio-preservadas de 

semen de bovinos. Aunque existen estudios similares que analizan la longevidad espermática, este 

es el primer estudio que intenta determinar el potencial efecto que ejerce la consanguinidad en 

esta característica, utilizando una combinación de datos genómicos y evaluaciones objetivas 

realizadas mediante CASA. 

La variabilidad en la endogamia molecular 

El estudio la endogamia molecular por cromosoma y por categoría de longitud demostró 

una gran variabilidad entre individuos, coincidente con lo planteado a lo largo de esta tesis, 

respecto a la abundancia y distribución de los ROH a lo largo del genoma de cada individuo. Sin 

embargo, también se ha detectado la existencia de algunas regiones con ROHi, como es el caso 

de BTA14 las cuales pueden estar asociadas al proceso selectivo de la raza (Capítulo 3). Por otro 
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lado, también se evidenció una amplia variabilidad por categoría de largo, siendo las de 1-2Mb y 

>8Mb, las que mostraron mayor proporción de ROH. Las primeras se asocian con fragmentos que 

se mantuvieron por el proceso selectivo de la raza, mientras que las últimas fueron producidas 

por cruzamientos recientes realizados sin tener en cuenta el nivel de parentesco entre los 

individuos. 

Depresión endogámica por cromosoma y categoría de longitud 

A nivel cromosómico, se detectó una correlación en tres caracteres: VCL, ALH y BCF y siete 

cromosomas: BTA5, BTA6, BTA7, BTA8, BTA15, BTA16, BTA29. En todos los casos, la correlación 

fue moderada (rango de 0,29 a 0,39) y de signo positivo. Anteriormente, Pilon y col. (2021), 

plantearon la existencia de un efecto diferencial por cromosoma, indicando que algunos de ellos 

contribuyen en mayor medida al efecto de la depresión endogámica en caracteres productivos 

que otros. Nuestro estudio concuerda con este trabajo ya que los resultados muestran una 

variación en la correlación entre un mismo carácter y diferentes cromosomas, como por ejemplo 

BCF presentó una correlación con BTA5 igual a 0,38, mientras que la correlación en BTA29 fue 

menor, 0,29. Por su parte la correlación con VCL en BTA7 fue de 0,28 mientras que en BTA6 y 

BTA16 fue de 0,37 y 0,39, respectivamente. Estas diferencias, aunque pequeñas, en los niveles de 

correlación podrían deberse a diferente contribución de cada cromosoma al carácter estudiado. 

Sin embargo, es necesario tener en cuenta la inclusión de fragmentos cortos en la determinación 

de los coeficientes de correlación, que como se viene planteando en esta tesis, pueden interferir 

en la estimación de la depresión por endogamia.  

Al analizar la depresión endogámica teniendo en cuenta las diferentes categorías de 

longitud, varias de ellas mostraron correlaciones positivas con el pseudo-fenotipo BCF. Sin 

embargo, la categoría FROH 1-2Mb, correspondiente a eventos de consanguinidad producidos 
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aproximadamente entre 50 y 100 generaciones atrás, periodo asociado al origen propio de la raza, 

fue la única en la que no se encontró correlación con la endogámica. Por el contrario, la depresión 

endogámica en la categoría de FROH 8-16 Mb (correspondiente a endogamia reciente; ROH 

producidos entre tres y seis generaciones atrás) fue la que presentó el mayor valor de correlación 

(0,37). Curiosamente, la categoría de FROH más reciente, FROH > 16Mb (ROH producidos en las últimas 

tres generaciones) mostró un valor de correlación (0,29) menor, sugiriendo que tiene un menor 

efecto fenotípico. Sin embargo, esto podría deberse a un efecto de muestreo ya que solo la mitad 

de la población presentó un valor de FROH mayor a 0 en esta categoría. Además, el análisis de 

correlación realizado utilizando la categoría de FROH > 8Mb, demostró un valor mayor (0,33), lo cual 

refuerza la hipótesis del posible “fallo muestral” observado en la categoría de FROH más reciente. 

El efecto de la endogamia en la dinámica del movimiento espermático 

Los valores de VCL representan la velocidad del espermatozoide teniendo en cuenta todo 

el trayecto de su recorrido, mientras que ALH representa la amplitud del desplazamiento de su 

cabeza. Valores elevados de ambas variables indicarían un movimiento rápido, pero poco 

progresivo. Ambas variables fueron correlacionadas con la endogamia a nivel cromosómico. De la 

misma manera, se observó un efecto tanto a nivel cromosómico como de categoría de longitud 

sobre BCF, aunque las correlaciones fueron mucho más moderadas. En todos los casos, se observó 

que la relación entre sus valores y los coeficientes de consanguinidad fue positiva. Esto sugiere 

que el aumento de la consanguinidad tendería a producir un patrón de motilidad de tipo 

hiperactivado, como fue descripto en el capítulo anterior. Durante el proceso de fertilización, los 

espermatozoides deben atravesar el oviducto femenino en un movimiento sinuoso, por lo cual, 

se ha planteado que este tipo de movimiento rápido y errático podría favorecer su paso a través 

del mismo (Smith y Yanagimachi, 1991). De modo similar, fue demostrado que este patrón 

favorece el proceso de atravesar la zona pelúcida del ovocito (Stauss y col., 1995), debido 



- 128 - 
 

principalmente a la magnitud de la fuerza ejercida por el flagelo durante ese tipo de movimiento. 

Sin embargo, los espermatozoides que experimentan hiperactivación demandan altos 

requerimientos energéticos, por lo que su inicio y mantenimiento ocurre en ciertos momentos 

específicos, para evitar que las reservas energéticas de los espermatozoides sean consumidas 

antes de tiempo y la capacidad de fertilización se vea disminuida (Visconti, 2012). Estos resultados 

concuerdan con un estudio previo también realizado en la raza Retinta, en el cual se analizó la 

endogamia empleando datos de pedigrí, donde se demostró que la endogamia provoca un patrón 

de hiperactivación temprano en los espermatozoides (Dorado y col., 2015).  

Los hallazgos de este capítulo confirman el efecto de la endogamia en caracteres de 

dinámica espermática. En el capítulo anterior se pudieron determinar las ROHi que podrían mediar 

la expresión de patrones de motilidad espermática, siendo, además, el análisis de la endogamia 

reciente el que resultó más informativo, involucrando genes previamente relacionados al 

movimiento espermático. En este sentido,  Antonios y col. (2021), estudiaron el efecto de la 

endogamia ancestral y reciente sobre la motilidad espermática en ovinos, encontrando un efecto 

negativo de la endogamia reciente, mientras que la endogamia ancestral no afectó el carácter. 

Por su parte, Makanjuola y col. (2020), encontraron que la endogamia reciente tenía efectos 

perjudiciales en caracteres de producción y fertilidad en toros Holstein, mientras que la 

endogamia ancestral mostraba ser favorable. En ambos casos, las hipótesis contrastadas por estos 

reportes coinciden con los resultados obtenidos en este capítulo. 

Conclusión 

Este estudio demostró la presencia de depresión endogámica a nivel cromosómico en 

varios caracteres asociados la motilidad espermática. En particular, el incremento de la 

endogamia se relacionó con un aumento de espermatozoides con movimientos rápidos no 
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progresivos, similares a los observados en la hiperactivación. A nivel de categoría de longitud 

sugirió un efecto dado por el aumento de la endogamia reciente en la variable BCF, mientras que 

la endogamia ancestral no reveló ningún efecto. El aumento de la endogamia puede afectar la 

cinemática espermática produciendo un patrón de hiperactivación temprano que condiciona la 

longevidad espermática. 
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CAPÍTULO 5 
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Estudio preliminar de las regiones genómicas asociadas con la 
variación de los parámetros cinemáticos en el tiempo en toros 

Retinta. 

Introducción 

GWAS y cinemática espermática 

El creciente uso de datos genómicos en investigación animal ha ayudado a comprender, 

de manera más precisa el control genético existente en las diversas vías metabólicas implicadas 

en caracteres productivos y reproductivos de las especies domésticas de producción (Verardo y 

col., 2016; Melo y col., 2017). Este tipo de hallazgos se ha logrado principalmente por el uso de 

estudios de asociación de genoma completo (GWAS), los cuales son una de las herramientas más 

útiles para asociar un fenotipo concreto a una o varias regiones del genoma (Sharma y col., 2015). 

Existen numerosos estudios de este tipo enfocados en caracteres de calidad espermática en 

bovinos (Hering y col., 2014; Qin y col., 2017; Sweett y col., 2020). Si bien algunos de ellos han 

estudiado la componente genética que controla la resistencia de los espermatozoides a la crio-

preservación (Roca y col., 2006; Kamiński y col., 2016), ninguno ha considerado, hasta la fecha, la 

longevidad espermática y, particularmente, la dinámica del movimiento de los espermatozoides 

crio-preservados como fenotipo. Siendo que este carácter ha sido asociado a la fertilidad del 

bovino en condiciones de laboratorio, el análisis de su arquitectura genética mediante estudios 

de asociación de genoma completo podría tener un valor productivo interesante.  

En la actualidad, uno de los factores limitantes de los estudios de GWAS centrados en 

rasgos reproductivos es la falta de bases de datos fenotípicos de tamaño adecuado y fiable (Laseca 

y col., 2021). Esto se debe principalmente a las dificultades técnicas y costos que implican llevar a 

cabo un análisis fenotípico, sobre todo en grandes mamíferos como el bovino. A su vez, existen 

ciertos caracteres complejos que son difíciles de describir utilizando un único valor, como por 
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ejemplo la variación de un carácter en el tiempo, como es el caso de la longevidad espermática. 

Como se demostró en el capítulo 4, este problema puede mitigarse empleando modelos lineales 

de efecto mixto (MLM), que no solo permiten determinar la variabilidad individual, sino además 

permite modelar la relación entre las mediciones de un mismo individuo y la variación de cada 

punto de tiempo como funciones de varianza independientes (Fitzmaurice y Ravichandran, 2008).  

El objetivo de este capítulo fue identificar SNPs asociados a las variaciones cinemáticas 

en el tiempo en muestras de semen descongeladas provenientes de la raza Retinta. 

Adicionalmente, se realizó un estudio de ontología génica in sílico con el objetivo de identificar 

genes potencialmente asociados al control genético de dichos caracteres.   

Materiales y métodos 
 

Determinación de pseudo-fenotipos espermáticos y genotipado de los animales 

En este estudio se utilizaron los pseudo-fenotipos (VCLPSe, VSLPSe, VAPPSe, ALHPSe, BCFPSe) 

obtenidos de las 53 muestras de semen crio-preservado de toros de raza Retinta pertenecientes 

al programa de cría de la Asociación Nacional de Criadores de Ganado Selecto de Raza Retinta 

(ACRE) obtenidos en el capítulo 4. Además, se utilizaron los genotipos obtenidos a partir de SNP-

array de alta densidad (Axiom Genome-Wide BOS 1 Array) antes mencionados. Sin embargo, solo 

aquellos marcadores con un Call Rate > 0,9, frecuencia alélica menor (MAF) > 0,05 y (des)Equilibrio 

de Hardy-Weinberg < 10-4 fueron retenidos para su posterior análisis (n=364.861). La 

manipulación y control de calidad de genotipos se realizó con PLINK V1.9 (Chang y col., 2015). 

GWAS 

Los pseudo-fenotipos de cada parámetro para cada individuo fueron empleados junto a 

los datos genómicos para realizar un GWAS utilizando el siguiente modelo lineal mixto (MLMA):  
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𝒀 = 𝒂 + 𝒃𝒙 + 𝒈 + 𝒆 

donde Y es el pseudo-fenotipo analizado, a es la media, b es el efecto aditivo (efecto fijo) del SNP 

que se va a probar para la asociación (test alélico aditivo), x es la variable indicadora del genotipo 

del SNP codificada como 0, 1 o 2 (para el genotipo aa, Aa y AA, respectivamente), g es el efecto 

poligénico (efecto aleatorio), es decir, el efecto acumulado de todos los SNPs (tal como lo capta la 

GRM calculada utilizando todos los SNPs) y e es el error residual. Además, se incluyó la matriz de 

relaciones genéticas (GRM) como efecto aleatorio para corregir el efecto producido por la posible 

estructura de la población. A su vez, para determinar la posible existencia de inflación genómica 

en el conjunto de datos, mediante la estimación del factor de inflación λ como la mediana o la 

media de los estadísticos de la prueba χ2 dividida por su mediana o media teórica bajo la 

distribución nula (Devlin y Roeder, 1999). Por último, los valores de significancia p en bruto se 

corrigieron utilizando el procedimiento de pruebas múltiples SGoF (Carvajal-Rodríguez y col., 

2009) a nivel cromosómico. Todos aquellos marcadores asociados con un umbral de nivel de 

significación mínimo de 1x10-4, fueron considerados como potencialmente asociados al carácter 

en cuestión. Los cálculos de cada GWAS fueron realizados utilizando el software GCTA (Yang y col., 

2011). La visualización y la gestión de los datos se realizaron utilizando los paquetes tidyverse 

(Wickham y col., 2019) y qqman(Turner, 2014) de la plataforma estadística R.  

Genes candidatos  

Posteriormente, se determinaron todos los genes que estuvieron localizados en el 

interior de una ventana genómica localizada a ± 100 kb de la posición de cada uno de los SNPs 

significativos en el estudio GWAS, utilizando la herramienta Variant Effect Predictor de Ensembl 

(McLaren y col., 2016), basado en la anotación del genoma bovino ARS-UCD1.2 (Rosen y col., 

2020). El tamaño de la ventana fue seleccionado en base al r2 existente (0,15-0,20 en la población 
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bovina de acuerdo a O'Brien y col. (2014)), en la cual el DL se mantiene dentro de los valores 

aceptables. Finalmente, la función de cada gen y su implicancia en la funcionalidad y motilidad 

espermática se analizó mediante una revisión de la literatura más reciente.  

Resultados  

Los resultados revelaron la presencia de 17 SNPs significativamente asociados con los 

rasgos analizados, localizados en cinco cromosomas (Tabla 1). Sin embargo, tres marcadores 

localizados en BTA1 mostraron una alta correlación entre sí, probablemente atribuida al 

desequilibrio de ligamiento: AX-18363320, AX-18363364 y AX-18363341 (r2 > 0,61). Por tal motivo 

sólo se retuvo uno de ellos (AX-18363320) para el análisis posterior, reduciendo el número final 

de SNP significativos a 15 (Figuras 1A, B, C, D, E). Cuatro de las variables estudiadas (VCL, VSL, VAP 

y BCF, Figuras 1A, 1B, 1C y 1E, respectivamente) mostraron regiones asociadas en BTA5, mientras 

que VAP y VSL mostraron asociaciones significativas en un cromosoma adicional (BTA1 y BTA 10, 

respectivamente). Por otro lado, los caracteres VCL y BCF mostraron marcadores asociados en dos 

cromosomas adicionales además de BTA5: BTA10 y BTAX en el caso de VCL; y BTA10 y BTA11 en 

el caso de BCF. Solo un marcador situado en BTA11 se asoció con ALH. A su vez, ninguno de los 

cinco GWAS independientemente realizados demostró valores de λ que sugieran la existencia de 

inflación genómica (rango λ, 0,99 a 1,04). 

Determinación de genes candidatos 

Los resultados del análisis funcional revelaron 23 genes en las regiones genómicas 

asociadas a los SNPs significativos (Tabla 1). De ellos, sólo ocho fueron relacionados previamente 

con procesos o funciones metabólicas del esperma en mamíferos (ITPR2, VCPKMT, EPHB1, PLD1, 

PRIM1, HSD17B6, PTGES3 y RORA). Algunos de los genes estuvieron relacionados con la 

espermatogénesis, como, por ejemplo, los genes EPHB1 y RORA, ambos relacionados con las 
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variables de velocidad, VAP y VCL, respectivamente. El primero codifica para un miembro de la 

familia de receptores tirosina quinasas, que desempeñan importantes funciones en procesos 

biológicos como, por ejemplo, la migración celular, habiendo sido asociado con el proceso de 

migración y comunicación celular durante la espermatogénesis (Guo y col., 2004); mientras que 

RORA ha sido implicado en la determinación de forma espermática ya que su sobreexpresión o 

ausencia de expresión se ha asociado con la presencia de espermátidas redondas (Yao y col., 2017) 

o cambios patológicos de la morfología testicular (Sayed y col., 2019) .  

Otro de los genes significativamente asociado a uno de los caracteres estudiados (VCL) 

fue ITPR2. Este gen codifica para el receptor inositol 1,4,5-trifosfato, un canal de Ca2+ que es 

activado por inositol trifosfato y regula el transporte de Ca2+, que tiene un rol importante en la 

reacción acrosómica durante el proceso de capacitación espermática (Breitbart, 2002). 

Similarmente, el gen PLD1 estuvo asociado con otra variable de velocidad VAP. Este gen, que 

codifica para fosfolipasa D1, ha sido asociado con la reacción acrosómica, ya que es se demostró 

su presencia en la región acrosómica, y además es regulada por la proteinasa K, una proteína que 

interviene en la reacción acrosómica (Garbi y col., 2000). 

También se encontraron genes que podrían controlar el desarrollo embrionario. Por 

ejemplo, el gen VCPKMT, cuyo SNP mostró significancia en BCF, codifica para una metiltransferasa 

que, aunque se expresa en muchos tejidos, estuvo asociada con la implantación del embrión en 

conejos (Sosa-Madrid y col., 2020); mientras que HSD17B6, que fue asociado significativamente a 

VSL, se encontró que participaba en la tasa de clivaje en embriones bovinos, afectando 

probablemente la regulación de las concentraciones de esteroides sexuales en el ovario y el 

testículo (Cochran y col., 2013); como se describió en ratones (Fomitcheva y col., 1998). 

Similarmente, el gen PTGES3 codifica para una prostaglandina sintetasa que se expresa 

principalmente en el endometrio uterino (Seo y col., 2014).  
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Tabla 1. SNPs significativos y genes asociados por variable. 

Cr SNP Posición MAF B p 

ajustado 

Gen Variable Función Referencias 

5 AX-26170728 83165869 0.38 -6.11 4 x 10-4 ITPR2 VCL Reacción acrosómica y 
motilidad espermática 

(Walensky y Snyder, 1995; Ho y Suarez, 
2001; Vervloessem y col., 2015) 

10 AX-18811500 49550903 0.27 7.2 10-4 RORA VCL Espermatogénesis (Yao y col., 2017; Borowska y col., 2018; 
Sayed y col., 2019; Sayed y col., 2020) 

10 AX-18835972 55772261 0.39 -6.77 6 x 10-4 UNC13C VCL   

10 AX-18835972 55772261 0.39 -6.77 6 x 10-4 RORA VCL Espermatogénesis (Yao y col., 2017; Borowska y col., 2018; 
Sayed y col., 2019; Sayed y col., 2020) 

X AX-28160310 31989486 0.5 4.13 2 x 10-4 IDS VCL   

5 AX-26066862 56661587 0.22 4.53 6 x 10-4 NACA VSL   

5 AX-26066862 56661587 0.22 4.53 6 x 10-4 HSD17B6 VSL Clivaje embrionario (Fomitcheva y col., 1998; Cochran y col., 
2013) 

5 AX-26066862 56661587 0.22 4.53 6 x 10-4 PTGES3 VSL Motilidad espermática (Seo y col., 2014) 

5 AX-26066862 56661587 0.22 4.53 6 x 10-4 PRIM1 VSL Desarrollo embrionario (Valcarce y col., 2013) 

10 AX-18835972 55772261 0.39 -4.99 10-4 UNC13C VSL   

1 AX-18362592 95712251 0.47 4.68 8 x 10-4 PLD1 VAP Capacitación espermática e 
hipermotilidad 

(Cohen y col., 2004) 

1 AX-18362592 95712251 0.47 4.68 8 x 10-4 BTLA VAP   

1 AX-18211612 57238377 0.45 -4.72 8 x 10-4 ATG VAP   

1 AX-18211612 57238377 0.45 -4.72 8 x 10-4 BTL VAP   

1 AX-18211612 57238377 0.45 -4.72 8 x 10-4 CD200 VAP   
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1 AX-18362996 95806096 0.47 -4.24 9 x 10-4 PLD1 VAP Capacitación espermática e 
hipermotilidad 

(Cohen y col., 2004) 

1 AX-18363320 95895244 0.41 4.21 9 x 10-4 PLD1 VAP Capacitación espermática e 
hipermotilidad 

(Cohen y col., 2004) 

1 AX-18508853 134593499 0.23 -6.05 9 x 10-4 EPHB1 VAP Se expresa en testículos. 
Involucrado en la 
espermatogénesis 

(Guo y col., 2004) 

1 AX-18475179 126013421 0.28 4.95 9 x 10-4 U2SURP VAP   

1 AX-18475179 126013421 0.28 4.95 9 x 10-4 PAQR9 VAP   

5 AX-26170728 83165869 0.37 -4.46 6 x 10-4 ITPR2 VAP Reacción acrosómica y 
motilidad espermática 

(Walensky y Snyder, 1995; Ho y Suarez, 
2001; Vervloessem y col., 2015) 

11 AX-19076676 8944649 0.47 -0.27 5 x 10-4 POU3F3 ALH   

5 AX-26193433 88894322 0.17 -0.57 6 x 10-4 SLCO1A2 BCF   

5 AX-26193433 88894322 0.17 -0.57 6 x 10-4 IAPP BCF   

5 AX-26193433 88894322 0.17 -0.57 6 x 10-4 SLCO1B3 BCF   

10 AX-18783898 42984748 0.10 -0.85 2 x 10-4 VCPKMT BCF Expresado en testículos (Fusser y col., 2015; Sosa-Madrid y col., 
2020) 

10 AX-18783898 42984748 0.10 -0.85 2 x 10-4 SOS2 BCF   

11 AX-19288514 62795727 0.10 0.80 1 x 10-4 LGALSL BCF   

 

Nota: Cr: Cromosoma; SNP: Polimorfismo de Nucleótido Simple; Posición: posición en pares de bases del marcador en el cromosoma; MAF: frecuencia del alelo menor; B: efecto 

de la variante del marcador en el carácter estudiado; p ajustado: p luego de la corrección con el método SGoF; VCL: velocidad curvilínea; VSL: velocidad en línea recta; VAP: 

velocidad media de la trayectoria; ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza y BCF: frecuencia de cruce de la cabeza con respecto a su trayectoria promedio. 
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Figura 1. Diagrama de Manhattan por variable. La línea está ajustada a 10E-4. 1A: Gráfico de Manhattan de la 
variable VCL; 1B: gráfico de Manhattan de la variable VSL; 1B: gráfico de Manhattan de la variable VAP; 1D: 
gráfico de Manhattan de la variable ALH; 1E: gráfico de Manhattan de la variable BCF 
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Además, se encontró que el producto de este gen podría intervenir en el mecanismo del criodaño 

y disminución de la motilidad espermática, ya que fue diferencialmente expresada en muestras 

de semen crio-preservadas (Wang y col., 2021).  

Por último, el gen PRIM1, codifica para una protamina nuclear que se expresa 

específicamente en células germinales masculinas y ha sido señalado como indicador de daño 

criogénico del ADN de espermatozoides (Valcarce y col., 2013) y su expresión fue positivamente 

correlacionado con la fertilidad en un estudio que involucró varias razas bovinas (Pardede y col., 

2022). 

Discusión  

 

Si bien estudios previos de tipo GWAS han resultado en la identificación de varios genes 

candidatos asociados a la calidad espermática (Diniz y col., 2014; Gottschalk y col., 2016; Fortes y 

col., 2020), el presente estudio aborda por primera vez la asociación entre regiones genómicas y 

la longevidad espermática post descongelado en el bovino, un carácter poco estudiado en 

términos moleculares.   

Recientemente, Sweett y col. (2020) reportaron genes candidatos asociados a 

circunferencia escrotal y motilidad espermática, algunos de los cuales habían sido previamente 

asociados a fertilidad. De igual manera, Puglisi y col. (2016), realizaron un GWAS de rasgos 

espermáticos y de fertilidad en toros identificando regiones genómicas asociadas con VAP, 

motilidad progresiva e integridad de membrana en toros Holstein. A diferencia de tal estudio, en 

este capítulo se analizaron cinco parámetros cinemáticos obtenidos a partir de CASA, y se 

identificaron regiones genómicas asociadas a todos ellos. Además, se tuvo en cuenta la variación 
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en el tiempo de las variables analizadas, constituyendo así el primer análisis genómico de este 

fenotipo espermático.  

Los ensayos de longevidad espermática otorgan información no solo de la crio-

supervivencia sino también de la dinámica de motilidad a través del tiempo; particularmente en 

muestras que han sido congeladas. Esto es importante ya que se sabe que las mismas poseen una 

reducida motilidad, comparada con muestras de semen fresco (Nijs y Ombelet, 2001; Ahmad y 

col., 2015), pudiendo también producir una reducción en la longevidad espermática. Si bien en la 

actualidad se implementan metodologías para intentar mitigar el efecto de la congelación, éstas 

están especialmente enfocadas en mejorar el ambiente externo del esperma, como los diluyentes 

y diferentes protocolos de crio-preservación (Mocé y col., 2010; Nagata y col., 2019). Por el 

contrario, solo unos pocos estudios han señalado el componente genético como un factor que 

pueda mejorar la crio-supervivencia espermática. En este sentido, Hering y col. (2014) 

encontraron una influencia en variantes del gen ARSD sobre la cinemática espermática en toros, 

encontrándose diferencias en el promedio post descongelado de VCL y VSL asociadas a variantes 

alélicas específicas. De manera similar, Gmel y col. (2021) identificaron en un QTL (Quantitative 

Trait Loci) un gen candidato en equinos, cuyas variantes alélicas también se asociaron con 

diferencias en la motilidad progresiva luego del descongelado. En este capítulo también se 

identificaron varios SNPs asociados a la variación cinemática individual en el tiempo. Varios de 

ellos se encontraron en desequilibrio de ligamiento con regiones genómicas que contienen genes 

específicos, algunos de los cuales estuvieron previamente relacionados con procesos de crio-

supervivencia. Estos hallazgos podrían contribuir a mejorar la comprensión de los mecanismos 

genéticos involucrados en la crio-supervivencia y posterior longevidad espermática. Teniendo en 

cuenta que la industria ganadera emplea principalmente muestras de semen congelado para 

inseminación artificial, identificar marcadores moleculares para esos fenotipos, significaría una 
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ventaja en la evaluación de calidad espermática. El trabajo desarrollado en este capítulo intenta 

establecer las bases para analizar caracteres complejos como la longevidad espermática, teniendo 

en cuenta el efecto genético individual de cada animal. 

Genes candidatos 

En este capítulo se identificaron varias regiones génicas que podrían explicar la 

supervivencia y longevidad espermática debido a su potencial rol en las vías relacionadas con este 

proceso. Por ejemplo, el gen ITPR2, que codifica para el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (uno 

de los principales canales intracelulares de Ca2+), se asoció significativamente con VAP y VCL en 

BTA5. Este receptor ha sido previamente relacionado con el inicio de la reacción acrosómica 

(Minelli y col., 2000) y con el inicio y mantenimiento de la motilidad hiperactivada (Ho y Suarez, 

2001) en mamíferos. Asimismo, ha sido demostrado que PLD1 se expresa principalmente en la 

región acrosomal de la cabeza del espermatozoide bovino, sugiriendo un posible rol en la reacción 

acrosómica (Garbi y col., 2000), aunque también fue asociado con formación de F-actina en los 

espermatozoides durante el proceso de adquisición de la hipermotilidad (Cohen y col., 2004). 

Siendo que ambos genes han sido significativamente asociados a variaciones en los fenotipos de 

velocidad espermática, podemos concluir que concuerdan con la teoría propuesta por Dorado y 

col. (2015), en la cual se sugiere que la longevidad de los espermatozoides en muestras crio-

preservadas podría estar afectada parcialmente por un temprano establecimiento de los procesos 

relacionados con la capacitación espermática e hipermotilidad, pudiendo afectar negativamente 

la fertilidad de dichos animales a campo.  

Adicionalmente, varios genes relacionados previamente con la fertilidad en diversas 

especies también fueron significativamente asociados a variaciones en la cinemática post 

descongelado en bovinos Retintos en este capítulo. Entre ellos, el gen VCPKMT, previamente 
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asociado con la implantación del embrión en conejos (Sosa-Madrid y col., 2020); el gen EPHB1, 

sobrexpresado en los testículos de los ratones en asociación con  la migración celular y la 

comunicación durante la espermatogénesis (Guo y col., 2004); el gen HSD17B6, asociado con la 

tasa de clivaje en embriones bovinos mediante la regulación de las concentraciones de esteroides 

sexuales en el ovario y el testículo (Cochran y col., 2013) ; y PTGES3, que codifica para una 

prostaglandina sintetasa expresada principalmente en el endometrio uterino (Seo y col., 2014). A 

su vez, la proteína PTGES3, cuya expresión es regulada por GSK3A, se encontró diferencialmente 

expresada en muestras de semen descongeladas, lo que podría indicar su papel en el proceso de 

daño criogénico (Wang y col., 2021).  

Curiosamente, variaciones en el gen RORA fueron recientemente asociadas 

significativamente con la variable VCL en el esperma bovino (Borowska y col., 2018). RORA es un 

miembro de la superfamilia de receptores huérfanos nucleares, que está sobreexpresado en 

espermátidas redondas en hombres con azoospermia obstructiva (Yao y col., 2017). Sayed y col. 

(2019) informaron que los ratones deficientes en RORA mostraron cambios patológicos en la 

morfología testicular. Del mismo modo, Sayed y col. (2020) indicaron que la falta de RORA  

provocaba un daño testicular que aumentaba con la edad afectando el normal desenvolvimiento 

de la espermatogénesis. Siendo que la variación de la calidad espermática es un carácter 

eminentemente cuantitativo y poligénico, los resultados de este capítulo sugieren que uno de los 

mecanismos involucrados en el control genético de la espermatogénesis puede estar asociado a 

variaciones en el gen RORA. 

Finalmente, es sabido que ciertos ARNm paternos son críticos para el normal desarrollo 

embrionario temprano. En este estudio, se detectó una asociación entre VSL y el gen PRM1, cuyo 

principal sitio de expresión es la célula espermática. Si bien PRM1 ha sido previamente relacionado 

con la fertilidad en humanos, afectando la motilidad espermática (Lambard y col., 2004; Oliva, 
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2006), es interesante resaltar que su expresión fue menor en muestras de semen descongelado, 

en comparación con semen fresco (Valcarce y col., 2013), indicando que variaciones en este gen 

podrían tener un papel importante en la disminución de la motilidad en semen descongelado, ya 

que estuvo asociado con la variable de velocidad VSL. Por otro lado, Gosálvez y col. (2011) 

demostraron que PRM1 está asociado con la estabilidad del ADN de las células espermáticas en 

un estudio que incluyó eyaculados de 11 especies mamíferas distintas, incluido el toro. Un 

reciente estudio demostró que toros con elevada fertilidad presentaban una mayor expresión de 

este gen, por lo cual propusieron su utilización como marcador de fertilidad (Pardede y col., 2022). 

Por tal motivo, se propone que la existencia de variaciones en el gen PRM1 entre individuos podría 

producir diferencias en la crio-resistencia de los espermatozoides afectando así la longevidad 

espermática, post descongelado.   

Conclusión 

Este estudio exploratorio identificó la existencia de un componente genético asociado a la 

longevidad espermática post-descongelado en el bovino. Adicionalmente, se pudieron detectar 

regiones genómicas que podrían tener un efecto en el control de dicha variación, en las cuales se 

localizan genes previamente relacionados con la espermatogénesis y capacitación temprana. Sin 

embargo, es importante destacar que estos resultados deben tomarse con cautela, debido al 

reducido número de muestras analizadas. Por tal motivo, aún son necesarias investigaciones de 

mayor escala, tanto en número de animales como en variabilidad racial para intentar dilucidar los 

mecanismos que subyacen a la variación de en la longevidad espermática post-descongelado en 

el ganado vacuno. 
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Endogamia 

     El estudio de la endogamia en el bovino ha cobrado relevancia debido a sus efectos 

perjudiciales en caracteres relacionados con la supervivencia, producción y/o reproducción. Si 

bien los efectos de la endogamia han sido estudiados previamente, los resultados son un poco 

discordantes. Esto puede deberse a varios motivos, entre los cuales se pueden mencionar: el 

origen de los datos, (pedigrí o genómicos) o a la carencia de individuos con elevado nivel de 

endogamia. A su vez, los datos obtenidos de pedigrí pueden variar en función del número de 

generaciones conocidas (Cassell y col., 2003), mientras que, para datos moleculares, la estimación 

del coeficiente depende de la densidad de marcadores y de los parámetros establecidos para su 

cálculo (Ferenčaković y col., 2013). En esta tesis se ha logrado cubrir varias de esas limitantes. En 

primer lugar, se estudió una población (Retinta) que contaba con datos de pedigrí con un 

promedio de seis generaciones equivalentes conocidas, lo cual es considerablemente razonable 

para este tipo de estudios. Asimismo, dicha población contaba con varios individuos con niveles 

de consanguinidad contrastantes, desde cero  hasta valores de 0,30 (Figura 1A). Por otra parte, en 

cuanto a las limitaciones derivadas de la densidad de marcadores moleculares, en el capítulo 1, 2 

y 4 se trabajó con SNP-array de alta densidad, mientras que en el capítulo 3, se usaron genotipos 

obtenidos a partir de SNP-array de mediana densidad, y, al evaluar la correlación entre los 

coeficientes FROH obtenidos a partir de ambos, se encontró una correlación alta (r=0,97, datos no 

mostrados), confirmando la hipótesis de Ferenčaković y col. (2013), quienes plantearon que un 

ajuste adecuado de los parámetros para la obtención de ROH, según la densidad del array, puede 

minimizar los potenciales errores derivados del uso de cada uno de ellos.   
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Evaluación molecular de la endogamia 

El uso de datos genómicos junto con el desarrollo de modelos estadísticos sofisticados ha 

mejorado la precisión y fiabilidad en el estudio de la endogamia. En esta tesis se utilizaron 

marcadores de tipo SNP para determinar el nivel de endogamia individual. En primera instancia, 

se utilizó un método básico implementado en el software cgaTOH (Zhang y col., 2013) para la 

identificación de TOH (Tracts of Homozygosity) mediante la evaluación de SNPs en homocigosis y 

una serie de parámetros, como número mínimo de SNP’s, número de genotipos heterocigotos y 

nulos permitidos. Posteriormente se utilizó la librería detectRUNS (Marras y col., 2015) 

implementada en R, empleando el algoritmo “consecutive.runs”, para detectar ROH (Runs of 

Homozygosity), utilizando también varios parámetros preestablecidos, como por ejemplo número 

mínimo de SNP’s, longitud mínima, y número de SNP heterocigotos y nulos permitidos. Por último, 

se empleó una metodología basada en modelos probabilísticos de Markov para determinar ROH, 

en este caso llamados HBD, ya que se estima de manera más precisa la presencia de segmentos 

homocigotos por descendencia (HBD: Homozygous-by-Descent). Este modelo se basa en asumir 

que el genoma de un individuo presenta dos posibles estados: HBD y no-HBD, de esta manera 

discrimina segmentos idénticos por descendencia de aquellos que son idénticos por estado; 

además, tiene en cuenta, para dicho cálculo, el desequilibrio de ligamiento, la frecuencia alélica 

en la población y la tasa de error de genotipado. Este método ha demostrado ser el más fiable, 

debido a que, al utilizar un método probabilístico, se encuentra menos sesgado por el 

establecimiento a priori de parámetros. Sin embargo, en esta tesis se demostró que los 

coeficientes obtenidos utilizando detectRUNS se correlacionaban con aquellos obtenidos con 

RzooRoH (r=0,96). Con lo cual se puede concluir que los parámetros usados en esta tesis para 

aplicar la metodología implementada en detectRUNS son fiables para la determinación de 

segmentos homocigotas idénticos por descendencia.  
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A lo largo de esta tesis no solo se han implementado y comparado diferentes métodos de 

cálculo de la endogamia, sino también, se han demostrado las ventajas y desventajas de cada uno 

de ellos, y se determinaron las correlaciones correspondientes con FPED para validar estos 

resultados. Por ejemplo, en el capítulo 1 se demostró una correlación media-alta de 0,6 entre FPED6 

y FROH>8Mb (correspondiente a fragmentos producidos en las últimas seis generaciones). Un valor 

similar de correlación fue hallado en otros trabajos con un número promedio de generaciones 

conocidas de cinco, en Holstein (r=0,65) (Marras y col., 2015), ganado pardo suizo, (r=0,60) 

(Ferenčaković y col., 2013), y Simmental (0,68) (Ferencakovic, 2011). Estos trabajos señalan, 

además, la utilidad del estimador FROH para detectar endogamia reciente. Sin embargo, la 

correlación obtenida en esta tesis fue mayor cuando se tuvo en cuenta el FROH global (r=0,79), 

siendo los valores promedio de FPED mayores que FROH. Esta diferencia puede deberse a factores 

como: 1) la persistencia de ROH ancestrales a través del tiempo debido a las bajas tasas de 

recombinación, que se ignoran en la estimación de FPED, y, 2) el error estocástico de la herencia 

de fragmentos idénticos por descendencia (Curik y col., 2014). Por ejemplo, en el capítulo 1 

animales con FPED bajo, hipotéticamente carentes de eventos de endogamia recientes, 

presentaron fragmentos ROH de más de 20 Mb que corresponderían a eventos endogámicos 

ocurridos en las últimas tres generaciones (ver individuos 11, 12, 13 y 14 en Figuras 1A y 1B del 

capítulo 1). 
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Figura 1. Distribución de los coeficientes de consanguinidad F, obtenidos a partir de pedigrí, FPED 

(A) y a partir de ROH, FROH (B) 

Distribución de ROH 
 

La distribución y abundancia de ROH puede variar por raza, debido a la historia demográfica 

y/o proceso de selección que haya experimentado cada una de ellas (Purfield y col., 2012; 

Szmatoła y col., 2016; Toro-Ospina y col., 2022). Así, se demostró que existen regiones más 

A) 

B) 



149 
 

propensas a acumular ROH, denominadas ROHi, que se producen principalmente por eventos de 

selección en loci de caracteres cuantitativos (QTL) (Szmatoła y col., 2016) con alto desequilibrio 

de ligamiento o bien en regiones con bajas tasas de recombinación (Gibson y col., 2006; Bosse y 

col., 2012; Peripolli y col., 2018). Por otro lado, Curtis y col. (2008) plantearon que la acumulación 

de ROH en ciertas regiones podría deberse a pequeñas inversiones que suprimen la 

recombinación. En el capítulo 1 se determinó que la acumulación de ROH encontrados no estuvo 

correlacionada con la tasa de recombinación, con lo cual se descartó su posible origen por 

selección. Esta acumulación podría explicar la depresión endogámica, ya que se pudieron 

identificar regiones enriquecidas en ROH (totales y > 8Mb) en individuos Retintos endogámicos 

(FPED > 0,125), donde se encontraron genes asociados a la preñez (proteínas PAG), al sistema 

inmunológico (defensina B), microtúbulos y ensamblaje del flagelo. En paralelo, también se pudo 

evidenciar que varios individuos con el mismo nivel de consanguinidad (FPED3=0,125), presentaban 

una distribución desigual de ROH, remarcando la importancia de estudiar la localización de las 

regiones en homocigosis sobre el valor genómico total de F. Esta variabilidad entre individuos fue 

hallada en estudios previos y se propuso que una de las razones que podrían explicarla sería la 

diferencia en las generaciones en las que se produjeron (Mészáros y col., 2015), ya que la longitud 

de los fragmentos puede variar según la generación en la cual se formaron (Fisher, 1954). 

Siguiendo este supuesto, eventos de endogamia producidos en diferentes generaciones en 

distintos individuos generarían los fragmentos de diferente longitud y más aún, si en la misma 

línea genealógica de un individuo se produjeron varios eventos endogámicos, éste es más 

propenso a acumular una mayor cantidad de ROH y que además sean de diferente longitud.  

En el capítulo 3, se evidenció que la abundancia de fragmentos HBD a nivel cromosómico 

podía variar entre razas. En particular, se observaron diferencias significativas en los promedios 

de FHBD entre las razas en 10 cromosomas, siendo mayor en la raza Holstein para algunos de ellos. 
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Sin embargo, al estudiar las regiones enriquecidas en HBD, solo se detectó su presencia en dos de 

las tres razas estudiadas; en Retinta, las regiones se encontraron en BTA14, mientras que, en 

Angus, en BTA16. En ambos casos se encontraron genes relacionados a QTL’s de peso y 

crecimiento en Retinta, y QTL’s asociados al peso corporal, peso de la canal y área de ojo de bife 

en Angus. De esta manera se pudieron detectar regiones en homocigosis que afectaban 

exclusivamente a las razas, hipotéticamente formadas como consecuencia de la selección artificial 

y que no serían perjudiciales. La falta de ROHi en Holstein, a pesar haber presentado una 

abundancia significativamente mayor de fragmentos HBD en varios cromosomas, indica 

nuevamente que el valor absoluto de HBD resulta poco informativo, incluso a nivel cromosómico, 

precisando el estudio de las regiones específicas que presentan y acumulan significativamente 

fragmentos homocigotos. Adicionalmente, se detectaron ROHi en la población general que no 

estuvieron asociadas específicamente a las razas encontrándose regiones codificantes asociadas 

a ellos relacionadas con procesos catalíticos y actividad endo-peptidasa. Aunque estos grupos no 

estuvieron relacionados con la calidad espermática, sí se encontraron genes relacionados a 

motilidad espermática y fertilidad al considerar ROHi provenientes de fragmentos considerados 

recientes (>8 Mb), producidos en las últimas seis generaciones. 

Los resultados de esta tesis concuerdan con lo planteado en la bibliografía sobre la 

distribución desigual de los fragmentos ROH a lo largo del genoma y entre individuos. Por otro 

lado, a pesar de las diferencias de FHBD a nivel cromosómico, el análisis de las regiones enriquecidas 

en HBD por raza y a nivel poblacional aportó resultados más concluyentes e informativos. 

Adicionalmente, el estudio de regiones enriquecidas provenientes de HBD generados 

recientemente (últimas seis generaciones) permitió detectar genes previamente reportados 

asociados a motilidad espermática y fertilidad que podrían explicar parcialmente la depresión 

endogámica observada en las subpoblaciones espermáticas. 
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Potencial aplicación en Argentina 

Una característica común en las tres razas estudiadas es la incorporación de datos 

genómicos (en forma de genotipos SNP-array) en sus programas de mejora, tanto en pruebas de 

parentesco, como para su programa de selección. Por tal motivo, este tipo de información está 

actualmente disponible en Argentina (en manos de sus criadores), por lo que, en adecuadas 

circunstancias, podría utilizarse para profundizar el estudio de endogamia molecular.  

A modo de ejemplo, la Asociación de Criadores de Holando Argentino (ACHA) incorporó 

pruebas genómicas para evaluar la raza en el año 2013, mediante la utilización de paneles de 

6.909 (6K) y 50.000 (50K) marcadores SNP, que permiten evaluar en la actualidad más de 40 

caracteres de producción, tipo y conformación y un índice compuesto de producción y morfología. 

De este modo, la incorporación de estimadores de consanguinidad obtenidos a partir de datos 

moleculares resulta no solo factible, sino que además puede ser utilizada para la planificación de 

los cruzamientos con el objetivo de mitigar el aumento de la tasa de consanguinidad, pero 

también incorporando conceptos como endogamia reciente y ancestral. Si bien el nivel de 

consanguinidad promedio FPED estimado en la población de Holando Argentino para los años entre 

1990 y 2009 fue bajo, de 3,38%, su crecimiento presentó una marcada tendencia positiva (Andere 

y col., 2017). Sin embargo, dicho valor podría estar siendo subestimado debido a que el coeficiente 

FPED tradicional no tiene en cuenta el error de muestreo mendeliano ni el desequilibrio de 

ligamiento, como fue demostrado en una población argentina de Brangus (Forneris y col., 2021). 

Nuestros resultados, utilizando datos genómicos, han demostrado valores significativamente más 

altos.  

En cuanto a la raza Aberdeen Angus, es una de las principales razas bovinas carniceras 

criadas en Argentina, contando con más de 500.000 reproductores registrados. En 1989 la 
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Asociación Argentina de Angus, junto con el INTA incorporaron el programa E.R.A. (Evaluación de 

Reproductores Angus). A partir del año 2019 se dio un paso adicional, comenzando a realizar 

evaluaciones genómicas para obtener DEP enriquecidos de caracteres de producción. En la 

actualidad se cuenta con una población de referencia nacional de más de 2.000 reproductores 

Angus y más de 9.000 animales genotipados en SNP-array de 75.000 (75k) 

(https://www.angus.org.ar/archivos_era.php). Al igual que en la raza Holstein, la creciente 

genotipificación de animales de élite haría factible la utilización de información genómica para 

estimar coeficientes de endogamia molecular, tales como los FROH, y, además, permitiría mejorar 

la planificación los cruzamientos entre los mejores reproductores, evitando la posible depresión 

endogámica que puede afectar principalmente la fertilidad de los animales.  

La calidad espermática como medida de fertilidad 

Los espermatozoides son células altamente especializadas que presentan una gran 

variabilidad. La heterogeneidad de la forma espermática ha sido planteada como una ventaja 

evolutiva, siendo asociada también con patrones de motilidad diferentes (Gomendio y Roldan, 

2008). Algunos de ellos han sido también asociados a mejoras en la fertilidad. En estudios previos 

se ha planteado que espermatozoides con cabezas alargadas tendrían mayor capacidad 

hidrodinámica de movimiento y, por ende, mayor potencial de fertilización (Malo y col., 2006). Sin 

embargo, al día de hoy no existe un estudio concluyente acerca de esta relación y los resultados 

de los diferentes trabajos realizados a la fecha son poco consistentes (Simmons y Fitzpatrick, 

2012). Esto puede deberse, en parte, a la elevada variabilidad individual (Fitzpatrick y col., 2010), 

como fue demostrado en el capítulo 2, donde cerca del 70% de la variabilidad observada fue 

explicada por el individuo. Por tal motivo, el análisis de la morfometría espermática realizado en 

esta tesis se basó en estudios de subpoblaciones, donde la variabilidad de cada individuo fue 

https://www.angus.org.ar/archivos_era.php
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resumida mediante las proporciones de cada subpoblación. Así, se pudo demostrar un efecto de 

la endogamia en la forma de la cabeza, aunque no se encontró relación con patrones de motilidad 

(datos no mostrados). Esto podría deberse a que no se tuvieron en cuenta los demás componentes 

del espermatozoide que intervienen en la motilidad, como el rol del flagelo y de la pieza media 

que contiene las mitocondrias, ni la relación longitudinal entre dichos componentes, los cuales 

serían necesarios para obtener resultados más precisos cuando se busca establecer una relación 

entre motilidad y morfología (Malo y col., 2006). No obstante, la importancia de la forma de la 

cabeza del espermatozoide no debería ser desestimada ya que su relación con la integridad de la 

cromatina y la fertilidad ha sido demostrada (Sailer y col., 1996; Enciso y col., 2011). 

A pesar de que en la actualidad no existe una prueba, (ni tampoco un conjunto de 

pruebas) que puedan determinar fielmente el potencial fertilizante de una muestra, se han 

logrado avances en la identificación de marcadores asociados a características seminales que 

podrían estar influenciando en mayor o menor medida el éxito en la fertilización (Fonseca y col., 

2018; Fortes y col., 2020). Dichos marcadores podrían ser incorporados en los programas de 

selección genómica, aumentando la precisión en la elección de reproductores con alta fertilidad. 

El aporte desde esta tesis ha sido la identificación de genes involucrados tanto en la morfometría 

como en los patrones de motilidad espermática (análisis cinemático). La morfometría espermática 

ha sido poco estudiada en la especie bovina, siendo esta tesis, uno de los primeros trabajos 

realizados aportando resultados significativos, ya que se demostró que su variación es afectada 

por la endogamia, lo cual podría explicar parcialmente la aparición de la depresión endogámica 

en la fertilidad, la cual es bien conocida. Además, los resultados de esta tesis pueden servir como 

base para buscar una asociación directa entre morfometría y fertilidad, tal cual lo han sugerido 

recientemente (Rubessa y col., 2020). Por otro lado, también se propuso un nuevo modelo para 

estudiar la variación en el tiempo de caracteres relacionados con la velocidad y trayectoria del 
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movimiento espermático, obteniendo pseudo-fenotipos que representen la variabilidad individual 

de cada animal. La obtención de este tipo de fenotipo, derivado de varios datos, permite estudiar 

de manera más simplificada algún carácter en particular, siendo un enfoque innovador e 

interesante para futuras investigaciones. 

Depresión endogámica 

En trabajos anteriores se ha estudiado el efecto de la depresión endogámica en la calidad 

espermática, evaluando caracteres como motilidad masal, progresiva, morfología, número total 

de espermatozoides y porcentaje de espermatozoides vivos (Ferenčaković y col., 2017; Santymire 

y col., 2019; Antonios y col., 2021). En todos ellos, se han realizado evaluaciones objetivas y se 

han utilizado modelos de regresión lineal. Sin embargo, la linealidad de la depresión endogámica 

es discutida, incluso llegándose a plantear que su efecto responde a un modelo umbral (Frankham, 

1995) . Esto se debe a varios factores, principalmente relacionados con la falta de variabilidad y 

fiabilidad de los coeficientes F, en particular aquellos obtenidos a partir de datos de pedigrí, o al 

reducido número de muestras con valores altos de consanguinidad, aunque también a la propia 

arquitectura del efecto deletéreo del aumento de la homocigosidad. En cualquier caso, los 

enfoques lineales y basados en datos de pedigrí pueden generar sesgos en la estimación del 

coeficiente de regresión. 

En esta tesis se han utilizado tanto modelos de umbral, para definir grupos de alta y baja 

consanguinidad (Capítulos 2 y 3), como también una correlación por rangos (Capítulo 4) para 

evaluar la depresión endogámica en caracteres de morfometría y cinemática espermática 

asociada a longevidad. En el caso del análisis por umbrales, si bien se tiene conocimiento de que 

establecer el límite adecuado no es una tarea fácil, se consideró una endogamia de 0,125, basado 
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en estudios previos en bovinos que demostraron que dicho valor podría ser significativo para 

caracteres de producción (Sewalem y col., 2006) y de fertilidad (González-Recio y col., 2007). 

En el estudio de morfometría, se pudieron distinguir diferentes patrones de 

subpoblaciones entre los grupos de alta y baja endogamia. Estas diferencias se evidenciaron 

principalmente en dos grupos de espermatozoides: pequeños y con cabezas alargadas y, grandes 

y anchas, siendo los primeros significativamente más abundantes en el grupo de alta 

consanguinidad, y los segundos en el grupo de baja consanguinidad. Si bien varios trabajos han 

asociado los espermatozoides de cabezas alargadas con una mayor capacidad de motilidad, 

hipotetizando que la forma alargada optimizaría la progresión dentro del aparato reproductor 

femenino (Malo y col., 2006) , en esta tesis, no se encontró correlación entre la elongación de la 

cabeza y una mayor progresividad (datos no mostrados). Estos resultados concuerdan con un 

estudio llevado a cabo en toros donde tampoco se detectó dicha relación (Gravance y col., 2009). 

Una de las posibles razones de dicha discordancia podría ser que, en ambos casos se realizaron 

comparaciones de los valores promedios de las variables, y dada la alta variabilidad intra-

individual mencionada anteriormente, estos análisis no serían los más adecuados para esta clase 

de datos. En este sentido, esta tesis permitió evidenciar la importancia y fiabilidad del uso de 

análisis estadísticos de agrupamiento para identificar y caracterizar la variabilidad de una muestra 

espermática, en comparación con aquellos que solo determinan el valor promedio y la dispersión 

de cada variable, permitiendo predecir su potencial capacidad de fertilización con más precisión.  

Adicionalmente, se encontraron genes candidatos diferencialmente afectados por la 

endogamia en el grupo de alta endogamia que se relacionaron con procesos asociados con la 

espermatogénesis. Estos resultados, aunque no fueron validados mediante estudios funcionales, 

sirven como base para estudiar su posible mecanismo de acción y su efecto en la determinación 

de un carácter poco estudiado como es la morfometría. 
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Depresión endogámica a nivel cromosómico y por longitud 
 

La longitud de fragmentos puede influir en el efecto de la depresión endogámica, de modo 

que fragmentos largos, correspondientes a eventos de endogamia ocurridos más recientemente, 

serían más perjudiciales que aquellos más cortos producidos en generaciones más remotas 

(Antonios y col., 2021; Lozada-Soto y col., 2021). En esta tesis se hallaron resultados consistentes 

con esta teoría. Por ejemplo, en el capítulo 1, donde el estudio de regiones >8Mb 

(hipotéticamente generados en las últimas seis generaciones) resultó en la identificación de 

regiones que albergaban genes que podrían afectar la motilidad espermática como, por ejemplo, 

genes relacionados con microtúbulos, ensamblaje del flagelo, y la actividad de la quinasa inositol 

polifosfato.  

En el capítulo 3 y 4 se estudió la depresión endogámica utilizando dos enfoques: a nivel 

cromosómico y por categoría de longitud. Una de las ventajas de la utilización de marcadores 

genómicos y el desarrollo de nuevas metodologías para analizar los fragmentos en homocigosis, 

ha sido la posibilidad de poder abordar este tipo de estudios. Aunque la depresión endogámica a 

nivel cromosómico ha demostrado algunas inconsistencias (Laseca y col., 2022), existen trabajos 

recientes que publicaron resultados interesantes, planteándose incluso la utilización de 

haplotipos para determinar el efecto depresión endogámica cromosómica (Martikainen y col., 

2018; Pilon y col., 2021). Por otro lado, las diferencias de magnitud en el efecto negativo 

provocado por un aumento de la endogamia ancestral o reciente, han sido también demostradas 

en trabajos recientes. En este sentido, Makanjuola y col. (2020) demostraron un efecto 

desfavorable de la endogamia reciente en la producción de proteínas de la leche en vacas Holstein, 

mientras que el aumento de la endogamia ancestral mostró efectos favorables, incrementando 

incluso su producción.  
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En el capítulo 3, se encontró un efecto de depresión endogámica a nivel cromosómico, 

en tres cromosomas diferentes, BTA11, BTA13, y BTA16; mientras que, a nivel de categoría de 

longitud, se encontró depresión endogámica en una categoría FHBD 6G (endogamia reciente 

correspondiente a las últimas seis generaciones), afectando principalmente a las subpoblaciones 

de espermatozoides hiperactivos y medios progresivos. Sin embargo, los resultados a nivel 

cromosómico fueron opuestos a los encontrados en la categoría de endogamia reciente. Una de 

las posibles razones que explicaría esta discordancia es que para el análisis por cromosoma se 

tuvieron en cuenta tanto los fragmentos cortos como los largos (ancestrales y recientes), y como 

plantearon Howard y col. (2017), los fragmentos cortos pueden generar sesgos en el análisis de 

depresión endogámica debido a que, por efecto de la purga genética, los alelos desfavorables son 

eliminados de la población, sugiriendo que estos fragmentos cortos que permanecen en la 

población no deberían ser contabilizados en el análisis de depresión endogámica, ya que no 

producirían un efecto deletéreo. Por otro lado, al estudiarse las regiones enriquecidas en HBD, 

solo BTA11 coincidió con lo encontrado en el análisis de depresión endogámica. Sin embargo, las 

regiones afectadas contenían solo un gen, el cual no estaba relacionado con el movimiento 

espermático. Por su parte, al estudiarse las regiones enriquecidas en HBD correspondientes a las 

últimas seis generaciones, se encontraron varios genes, dos de los cuales, PRDM14 y NPHP4, 

fueron previamente asociados con la fertilidad y la motilidad espermática, permitiendo explicar, 

al menos parcialmente, la componente genética de la depresión endogámica en las 

subpoblaciones espermáticas en bovinos.  

Adicionalmente, la inclusión de tres razas en nuestro análisis permitió diferenciar las 

regiones en homocigosis propias de cada raza de aquellas debidas a la depresión endogámica. En 

este sentido, a pesar de contar con una población pequeña y que algunas razas estuvieron menos 

representadas que otras, se pudo evidenciar un efecto racial, tanto a nivel fenotípico como 
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genómico, lo que sirvió como base para explicar el efecto de la depresión endogámica en la 

cinemática espermática.  

En el capítulo 4 se analizó la correlación entre el coeficiente de endogamia y los pseudo-

fenotipos de cinemática espermática mediante un test de correlación de Spearman, que mide la 

relación por rangos de ambas variables. En este capítulo sólo se analizaron las muestras de la raza 

Retinta, así que no fue necesario tener en cuenta el efecto raza. Si bien se analizaron las variables 

cinemáticas por separado, los resultados, fueron coincidentes con lo hallado en el capítulo 3, ya 

que las variables afectadas, VCL, ALH y BCF fueron positivamente correlacionadas, en diferentes 

grados, con el nivel de consanguinidad siete cromosomas diferentes, indicando que un aumento 

en el nivel de endogamia provocaría un aumento del conjunto de dichas variables, que 

caracterizan a un patrón hiperactivo. Por otro lado, se encontró efecto de depresión endogámica 

en la variable BCF y todas las categorías con excepción de la categoría 1-2Mb, correspondiente a 

eventos de endogamia producidos hace aproximadamente 50 generaciones atrás. Si bien las 

correlaciones fueron moderadas en las demás categorías, la categoría que presentó mayor 

correlación (0,37) fue la de 8-16 Mb, correspondiente a eventos endogámicos producidos entre 

tres y seis generaciones atrás. Esta generación, considerada como reciente, ha demostrado ser 

más perjudicial que la endogamia ancestral, como fue demostrado en varios capítulos de esta 

tesis. 

Efecto de la endogamia en la hiperactivación temprana 
 

Tanto en el capítulo 3 como en el 4, la depresión endogámica afectó el patrón de 

hiperactivación espermática. Este patrón de movimiento es caracterizado por un batido flagelar 

ancho y rápido pero errático, no progresivo. Yanagimachi (1970) fue el primero en reconocer este 

patrón y propuso que dicho movimiento facilitaba la entrada del espermatozoide al ovocito, a 
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través de la zona pelúcida. Con los años, fue reconocido como parte del proceso de capacitación 

espermática, aunque con una vía de señalización de inicio diferente, activándose en un tiempo y 

espacio determinado (en el oviducto y cercano al ovocito (Suarez y col., 1991; Demott y Suarez, 

1992)). Sin embargo, debido a los requerimientos energéticos de la hiperactivación (Sansegundo 

y col., 2022), se ha planteado que su duración debería ser óptima y precisa, evitando desgastes 

innecesarios. 

Es importante destacar que el proceso de hiperactivación fue mencionado varias veces a 

lo largo de esta tesis. En primer lugar, en el análisis funcional del capítulo 1 se encontraron genes 

asociados con el ensamblaje flagelar, que explicaron el patrón de hiperactivación evidenciado en 

un estudio anterior con los mismos animales y que provocó una disminución en la fertilidad 

(Dorado y col., 2015). Por otro lado, más adelante, en los capítulos 3 y 4, de subpoblaciones y 

variación cinemática en el tiempo, se volvió a presentar este patrón hiperactivado, donde fue 

mencionado como una consecuencia del proceso de crio-preservación y que, a su vez, estaría 

afectado por la depresión endogámica, con lo cual los genes de las vías que indician y/o mantienen 

este tipo de movimiento se verían más afectados al encontrarse en homocigosis. Si bien esta 

teoría no está validada, en un estudio anterior se encontró un haplotipo que abarcaba genes que 

afectaban la función espermática en la fertilización, estaba asociado con una hiperactivación 

temprana en una cepa de ratones (Olds-Clarke, 1989), evidenciando un componente genético que 

podría afectar las vías de señalización del inicio de la hiperactivación. Nuestro trabajo ha 

encontrado bases para profundizar esta teoría, incluso empleando diversas aproximaciones 

metodológicas. Sin embargo, quedan pendientes estudios poblacionales de mayor amplitud para 

su validación.  
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Evaluación genómica de los mecanismos asociados al 

movimiento espermático en el tiempo 

Por último, en el capítulo 5 se evaluaron las regiones genómicas que podrían afectar la 

cinemática espermática. Como se mencionó con anterioridad, los ensayos de longevidad 

mediante CASA permiten evaluar no solo la resistencia a la crio-preservación, sino también la 

evolución cinemática a lo largo del tiempo, lo cual se ha asociado a su potencial de fertilización. 

Mediante el desarrollo de un modelo estadístico se pudo obtener un pseudo-fenotipo que 

explique la variación cinemática en el tiempo, para luego realizar un estudio de asociación 

genómica. En un estudio previo, se identificaron cambios en la expresión de ciertas proteínas, 

principalmente por fosforilación, asociados al proceso de crio-preservación y que afectaban la 

motilidad espermática (Wang y col., 2021). En este capítulo, se obtuvieron resultados que 

involucraron genes asociados con la capacitación espermática, como la reacción acrosómica y la 

hiperactivación, sugiriendo que la longevidad podría verse condicionada por el inicio temprano de 

la hiperactivación, cuyo origen se debe tanto a la crio-preservación como a la consanguinidad. 

Estos hallazgos son consistentes con lo que se viene planteando desde un principio en esta tesis, 

referente al establecimiento temprano de un patrón de motilidad hiperactivado y sus potenciales 

consecuencias en la fertilización. Entre los genes encontrados, uno de los más relevantes fue el 

gen ITP2 que codifica para el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (uno de los principales canales 

intracelulares de Ca2+), y se asoció significativamente con las variables de velocidad VAP y VCL en 

BTA5. Este receptor fue asociado con el inicio de la reacción acrosómica (Minelli y col., 2000) y 

con el inicio y mantenimiento de la motilidad hiperactivada (Ho y Suarez, 2001) en mamíferos. 

Otro de los genes relevantes fue PTGES3 que codifica para una prostaglandina sintetasa que se 

expresa principalmente en el endometrio uterino (Seo y col., 2014). Además, al estudiar la 
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expresión del gen PTGES3 en muestras de semen congelado-descongelado, se observó una 

disminución de la misma, mediada por la proteína GSK3A, que se activa durante el proceso de 

crio-preservación de esperma (Wang y col., 2021). A su vez, en el capítulo 1, uno de los principales 

genes afectados por la acumulación de ROH fue el de las prostaglandinas. Estos trabajos apoyan 

la hipótesis de que la expresión de las variables cinemáticas estaría afectada por la acumulación 

de regiones genómicas en homocigosis relacionadas a la crio-preservación, con potencial efecto 

en la fertilidad de la hembra. Por otro lado, el gen RORA, que fue asociado con la variable VCL, se 

encontró significativamente asociado con la misma variable en otro estudio previo llevado a cabo 

en bovinos (Borowska y col., 2018). Se ha encontrado que su expresión aumentada en 

espermátidas redondas en hombres con azoospermia obstructiva en comparación con la 

azoospermia no obstructiva (Yao y col., 2017). Considerando este estudio, se puede plantear que 

existe una relación entre la forma y la función espermática y que este gen sería uno de los 

involucrados en tal relación. Finalmente, los demás genes se relacionaron con procesos de 

implantación y clivaje de embriones. 

Esta tesis ha contribuido en la investigación de estimadores de endogamia individual 

basados en datos moleculares, así como su utilidad para estudiar la depresión endogámica, en 

caracteres reproductivos importantes en el bovino, como lo es la calidad espermática. Además, 

se pudo comprobar la fiabilidad del coeficiente molecular, comparándolo con el coeficiente de 

endogamia obtenido a partir de pedigrí. Paralelamente, se lograron identificar regiones 

genómicas importantes significativamente afectadas por la endogamia que ayudan a explicar la 

depresión endogámica en caracteres como la motilidad y morfometría espermática. Por otro lado, 

se logró identificar un patrón de motilidad hiperactivado que estuvo afectado por el aumento de 

la endogamia, y que coincide con estudios previos llevados a cabo por el mismo grupo de trabajo.  

 



162 
 

CONCLUSIONES 
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 El coeficiente FROH obtenido a partir de ROH es un método molecular altamente fiable 

para determinar el nivel de consanguinidad y es más preciso que FPED  

 El nivel de consanguinidad molecular global resulta moderadamente informativo para 

estimar su posible efecto fenotípico negativo (depresión consanguínea) debido a que 

tanto la abundancia como la distribución de ROH no presentan un patrón constante, sino 

que existe una amplia variabilidad entre individuos y por cromosoma. 

 El estudio de ROH island originadas en ROH > 8Mb) en individuos consanguíneos (FROH> 

0,125) permitió encontrar genes asociados a los microtúbulos, el flagelo y la 

espermatogénesis, sugiriendo que la consanguinidad reciente puede afectar la calidad 

espermática en el bovino. Sin embargo, estos genes necesitan ser validados en un mayor 

número de muestras. 

 El estudio de ROH island en una población compuesta por tres razas, una autóctona, otra 

de propósito lechero y otra de propósito de carne permitió diferenciar regiones 

homocigotas asociadas a la raza, de aquellas relacionadas con la depresión endogámica. 

 La utilización del sistema CASA es una opción confiable para evaluar la calidad 

espermática, permitiendo además estudiar caracteres poco evaluados en los centros de 

inseminación como la morfometría y la variación de los patrones de cinética espermática 

en el tiempo. Sin embargo, debido a la gran cantidad y calidad de datos producidos 

requiere el uso de métodos multivariados para su análisis para capturar la variabilidad 

existente entre los diferentes espermatozoides de un mismo individuo, tanto en términos 

de motilidad como de morfometría. 

 La morfometría espermática en el bovino es afectada por la consanguinidad, que provoca 

un aumento en la proporción de espermatozoides de cabeza alargada. La detección de 
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dicho efecto depende del tipo de método estadístico empleado, evidenciándose que el 

análisis por subpoblaciones es el más adecuado. 

● La depresión endogámica puede ser estudiada considerando tanto la endogamia por 

cromosoma como por longitud. En caracteres cinemáticos puede ser parcialmente 

explicada por el aumento del nivel de endogamia en cromosomas específicos y por el 

aumento de endogamia reciente. Se necesitan más estudios con un mayor número de 

muestras para confirmar este hallazgo.  

●      Existe un componente genético que afecta longevidad espermática en bovinos, que se 

puede detectar mediante GWAS. En este estudio se identificaron SNP’s candidatos 

localizados en fase de ligamiento con genes relacionados con el proceso de capacitación 

espermática, hiperactivación, reacción acrosómica y espermatogénesis.  
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Material suplementario del capítulo 1 
 

Tabla Suplementaria 1. Parámetros para identificar ROH por cromosoma con diferentes 

longitudes mínimas. Cr: cromosoma; L: número mínimo de SNP’s; nH: número de genotipos 

heterocigotos permitidos por ROH; nM: número de genotipos faltantes permitidos por ROH. 

Cr L 
nH>

1Mb 

nM>

1Mb 

nH>2

Mb 

nM>

2Mb 

nH> 

4Mb 

nM> 

4Mb 

nH> 

8Mb 

nM> 

8Mb 

nH> 

16Mb 

nM> 

16Mb 

BTA1 83 1 1 1 2 2 5 5 10 10 19 

BTA2 81 1 1 1 2 2 5 5 9 10 18 

BTA3 77 1 1 1 2 2 4 5 8 9 16 

BTA4 78 1 1 1 2 3 5 5 10 10 19 

BTA5 76 1 1 1 2 2 4 4 8 9 16 

BTA6 74 1 1 1 2 2 5 5 10 9 19 

BTA7 76 1 1 1 2 2 4 5 9 9 18 

BTA8 81 1 1 1 2 2 4 5 8 10 17 

BTA9 79 1 1 1 2 3 5 5 9 10 18 

BTA10 79 1 1 1 2 3 4 5 9 11 18 

BTA11 83 1 1 1 2 2 4 5 8 10 17 

BTA12 77 1 1 1 2 2 5 5 9 10 19 

BTA13 83 1 1 1 2 2 4 5 7 9 14 

BTA14 81 1 1 1 2 2 4 4 7 9 15 

BTA15 76 1 1 1 2 3 5 5 9 10 18 

BTA16 74 1 1 1 2 2 5 5 9 10 18 

BTA17 78 1 1 1 2 2 4 5 8 9 17 

BTA18 75 1 1 1 2 2 4 5 7 9 14 

BTA19 88 1 1 1 2 2 3 4 7 8 14 

BTA20 71 1 1 1 2 3 5 5 10 10 19 

BTA21 76 1 1 1 2 3 5 5 9 10 18 

BTA22 77 1 1 1 2 2 4 5 8 10 16 

BTA23 70 1 2 2 3 3 6 7 12 13 24 

BTA24 77 1 1 1 2 3 5 5 10 11 19 

BTA25 71 1 1 1 2 3 4 5 8 11 16 

BTA26 76 1 1 1 2 3 5 6 9 12 18 

BTA27 74 1 1 2 2 3 5 6 10 13 20 

BTA28 71 1 1 1 3 3 5 6 10 12 21 

BTA29 75 1 1 1 2 3 5 5 9 11 19 
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Tabla suplementaria 2. Estadística descriptiva de la longitud del ROH (pb) en toros altamente endogámicos (AE) y de baja endogamia (BE). 

 Grupo AE   Grupo BE 

Muestra Promedio D.E. Mínimo Máximo  Muestra Promedio D.E. Mínimo Máximo 

A1 5482497,04 7094776,71 1008605 51517368  B1 2227440,89 2623076,59 1012304 13003341 

A2 3507576,81 4849770,09 1015043 41160383  B2 2742210,82 4271606,07 1018344 23218411 

A3 4107950,65 4744855,28 1011434 26418452  B3 2030743,37 2002657,11 1007543 10449334 

A4 6706719 10432050,8 1004731 66879696  B4 1389561,5 364982,637 1001637 2208308 

A5 2901444,77 3334005,7 1010904 23663651  B5 1439538,79 475330,236 1009093 2752330 

A6 4732450,53 5390462,68 1022652 24888481  B6 1731402,11 640049,969 1054930 3643544 

A7 1756420,13 1066275,53 1002917 8511881  B7 2195795,57 2084729,09 1008736 8234592 

A8 1732185,62 883397,665 1003249 5509317  B8 3012304,93 5054517,08 1056652 26970647 

A9 3111560,68 3809878,47 1009918 19271881  B9 4741477,78 9499514,12 1011388 56725707 

A10 1917219,68 1401528,6 1016036 10348113  B10 1330967,08 301664,126 1029134 2108767 

A11 3053240,67 3115509,54 1017277 20812219  B11 1990337,09 2044519,94 1005545 10363653 

A12 6204957,18 9647749,75 1017653 54013799  B12 1352846,18 437324,729 1002746 2267918 

A13 2597737,07 2938169,47 1007154 25169525  B13 1951438,72 1727459,6 1007241 11295869 

A14 1479117,86 628323,577 1000831 4714209  B14 1507382,07 697913,42 1002496 4357361 

A15 3786539,98 5447906,24 1006403 37449008  B15 1600610,51 962059,541 1010620 7074658 

A16 5283428,74 6889048,85 1038592 31362006  B16 2802283,64 3041891,19 1013470 18104694 

A17 6099787,42 9066698,1 1005183 43916167  B17 2724496,07 3021514,18 1002066 21567567 

A18 2058350,89 2361346,01 1012818 25213707  B18 1773197,34 1205980,75 1005410 9493902 

A19 4150750,65 5407313,08 1004073 42816922  B19 1985803,17 1654132,48 1018561 9166594 

A20 2441153,72 2652245,09 1012295 18732993  B20 1934916,19 1760128,25 1001323 13890415 

A21 3877864,85 4630175,07 1000875 28889503  B21 1491033,17 529609,876 1014478 2764318 

A22 5210362,16 6434505,18 1026464 26523878  B22 4003311,11 4746368,69 1012304 26901656 

A23 3634251,35 4018045,16 1014422 23276421       
A24 2281131,99 1948470,02 1022287 11487610       
A25 4537797,65 6032812,99 1008425 31579669       
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A26 4573462,04 5601122,35 1021285 31279924       
A27 4806631,13 7095256,55 1000236 41658876       
A28 2573482,38 2282433,58 1003866 16228369       
A29 5050236,08 7914195,51 1028169 47637106       
A30 2271225,77 1795635,09 1001829 10898496       
A31 3270703,74 3493101,91 1003242 24639985       
A32 4661602,04 5459788,64 1024475 35357745       
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Tabla suplementaria 3. Estadística descriptiva de la longitud de ROH por cromosoma y grupo  

 Grupo AE  Grupo BE 

Cromosoma Promedio D.E. Máximo Mínimo  Promedio D.E. Máximo Mínimo 

BTA1 2985576,46 3771799,63 29537007 1008620  1721031,89 928171,33 4579708 1001323 
BTA2 3820407,46 6406720,56 54013799 1008425  2236382,96 2878441,37 21567567 1018561 
BTA3 3863936,01 5684167,57 31579669 1024329  2498191,21 3009305,19 16166511 1007241 
BTA4 3330402,12 4868889,47 37449008 1015789  1576678,33 560889,17 2846134 1028852 
BTA5 3325258,37 4493306,58 33906524 1000899  2323812,01 3338137,49 26970647 1005410 
BTA6 3374571,88 5200578,45 41658876 1008659  2219901,76 3338674,73 23218411 1005497 
BTA7 3538747,50 5379944,71 44611735 1008605  1651904,51 822811,93 5184956 1009093 
BTA8 3350149,80 5810942,30 66879696 1000236  1688105,68 1103813,20 5294061 1014478 
BTA9 3952836,43 6049738,88 51517368 1007639  2487777,02 2363319,77 11589181 1008910 

BTA10 3478873,92 4331302,31 22386497 1011210  1854761,61 1873378,53 11295869 1022144 
BTA11 3497975,78 4601733,04 25213707 1018322  4115025,44 9265841,08 56725707 1002066 
BTA12 3401906,68 4386214,80 37879837 1001829  2929461,13 3837257,34 22197815 1001913 
BTA13 4767056,63 6914243,97 43916167 1009918  2136562,06 2397019,01 13890415 1017640 
BTA14 4702572,24 5943878,62 30663523 1016413  3029252,73 4579787,76 26901656 1002496 
BTA15 3515761,42 4172082,73 25720047 1006294  2429946,71 2407389,02 8329337 1017065 
BTA16 2556440,42 3394182,73 24967019 1002258  1692716,37 924513,68 4671945 1005545 
BTA17 3505541,52 5085834,06 41887440 1000875  1683669,82 1470194,67 6070409 1009875 
BTA18 3802326,45 5374779,53 31350096 1017443  1491616,86 526081,08 2818781 1020625 
BTA19 2591567,00 2896306,42 24359948 1004073  1774665,96 965721,33 5538139 1029134 
BTA20 3357549,33 4089433,87 22923340 1012382  1268428,00 252034,35 1670826 1006588 
BTA21 2643216,06 3021762,19 22875275 1003242  2268541,76 2583076,05 14453656 1001637 
BTA22 5400697,57 7281702,18 34480498 1016036  2137703,45 2097357,36 10449334 1029430 
BTA23 3324542,74 3676219,89 16451909 1000831  2505763,21 2640889,46 9712899 1002746 
BTA24 4626856,07 5836505,09 32463608 1045990  1632386,94 637443,08 3786582 1127455 
BTA25 3563112,46 6095957,06 42816922 1012818  1823416,74 866212,61 4357361 1035901 
BTA26 3160419,13 2670259,35 12253536 1063533  3603724,42 2935442,12 9680528 1147816 
BTA27 2629314,80 4284907,93 35357745 1003866  1874270,95 1136808,93 5931324 1022394 
BTA28 3404495,98 3769016,36 18868224 1015987  1979863,08 1638566,50 5635389 1093694 
BTA29 2981186,33 3333016,43 15282909 1006403  1832371,52 956434,86 4639325 1051461 
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Tabla suplementaria 4. Correlación entre la tasa de recombinación y la abundancia de ROH por 

cromosoma. 

  ROH Total  ROH > 8Mb 

Cromosoma  
Población 

total 
 AE  BE  

Población 
total 

 AE  BE 

BTA1  -0,0293  -0,0073  -0,0571  0,0067  0,0067  NA 

BTA2  -0,0560  -0,0522  -0,0199  0,0497  -0,0481  -0,0177 

BTA3  -0,0138  -0,0279  0,0093  0,0068  -0,0119  0,0505 

BTA4  -0,0329  -0,0336  0,0032  -0,0607  -0,0607  NA 

BTA5  -0,0491  -0,0630  -0,0008  -0,0112  -0,0404  0,0671 

BTA6  0,0309  0,0542  -0,0626  0,0000  -0,0002  -0,0093 

BTA7  -0,0681  -0,0816  -0,0307  -0,0539  -0,0540  NA 

BTA8  -0,0541  -0,0370  -0,0704  0,0522  0,0522  NA 

BTA9  -0,0607  -0,0553  -0,0527  -0,0484  -0,0522  0,0136 

BTA10  -0,0431  -0,0324  -0,0667  0,0177  0,0211  0,0149 

BTA11  -0,0013  0,0083  -0,0196  0,0325  0,0341  -0,0138 

BTA12  0,0942  0,0897  0,0067  0,1214  0,1328  0,0136 

BTA13  0,0018  0,0257  -0,0592  0,0061  0,0293  -0,0976 

BTA14  -0,1126  -0,0858  -0,1163  -0,0951  -0,0733  -0,0966 

BTA15  0,0061  -0,0028  -0,0009  0,0568  0,0701  -0,0400 

BTA16  -0,0146  -0,0264  0,0271  -0,1070  -0,1070  NA 

BTA17  0,0234  0,0448  -0,0920  0,0289  0,0289  NA 

BTA18  0,0256  0,0353  -0,0425  0,0945  0,0945  NA 

BTA19  0,0286  0,0825  -0,1435  0,0109  0,0109  NA 

BTA20  -0,0439  -0,0341  -0,0342  -0,0565  -0,0565  NA 

BTA21  -0,0618  -0,0272  -0,0806  -0,0835  -0,0749  -0,0371 

BTA22  -0,0499  -0,0648  0,0124  -0,0540  -0,0604  0,0409 

BTA23  0,1085  0,0874  0,0063  0,1552  0,1342  0,0774 

BTA24  -0,0055  0,0014  -0,0570  -0,0042  -0,0042  NA 

BTA25  0,0577  0,0563  0,0316  0,0941  0,0941  NA 

BTA26  0,0174  -0,0211  0,0819  0,0413  0,0254  0,0845 

BTA27  -0,0299  -0,0246  -0,0372  -0,0264  -0,0264  NA 

BTA28  0,0995  0,1089  0,0461  0,1682  0,1682  NA 

BTA29  -0,0616  -0,0223  -0,0851  0,0059  0,0059  NA 
Los datos se analizaron por cromosoma en toda la población (PT), así como en AE y BE por separado, 

utilizando la abundancia de ROH de cualquier longitud o ROH>8Mb. Correlación de Spearman. Las 

correlaciones se estimaron por SNP dentro del cromosoma. 
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Material suplementario del capítulo 2 
 

Tabla suplementaria 1. Parámetros para identificar ROH por categoría de longitud 

 
Longitud de 
ROH  

MinSNP 
 

MaxGap 
 

Het 
 

Missing 
 

 1-2 Mb  20  1 Mb  1  1  

 2-4 Mb  20  1 Mb  1  2  

 4-8Mb  20  1 Mb  2  5  

 8-16 Mb  20  1 Mb  5  9  

 >16 Mb  20  1 Mb  10  18  

 Min SNP: mínimo número de SNP por ROH 

MaxGap: máxima distancia permitida entre dos SNP consecutivos por ROH 

Het: número de genotipos heterocigotos permitidos por ROH 

Missing: número de genotipos faltantes permitidos por ROH 
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Tabla suplementaria 2. Intervalos genómicos diferencialmente afectados por la endogamia 

  Intervalo   Cromosoma   Inicio   Fin   Ancho   SNP’s   p promedio   p mínimo   p máximo 

 Intervalo-1  BTA1  37824102  41533247  3709146  833  0,01268924  0,005096  0,033487 

 Intervalo-2 BTA6  56402475  56727092  324618  56  0,01364118  0,013363  0,01392 

 Intervalo-3 BTA6  62575605  63190024  614420  142  0,01377161  0,013375  0,033079 

 Intervalo-4 BTA6  76884188  76885239  1052  1  0,013578  0,013578  0,013578 

 Intervalo-5 BTA11  53747829  53762517  14689  3  0,01359767  0,01356  0,013643 

 Intervalo-6 BTA11  56391562  58222877  1831316  348  0,00417653  0,001115  0,0139 

 Intervalo-7 BTA11  83666565  83910870  244306  69  0,01364112  0,013376  0,01395 

 Intervalo-8 BTA12  76528110  76680987  152878  5  0,0069784  0,005275  0,013558 

 Intervalo-9 BTA13  4867102  6995444  2128343  643  0,00903882  0,002413  0,033053 

 Intervalo-10 BTA 13  9598042  10139206  541165  201  0,01372673  0,013292  0,033092 

 Intervalo-11 BTA 13  19436418  19839059  402642  138  0,0137878  0,01337  0,033046 

 Intervalo-12 BTA 13  22769773  28236045  5466273  1357  0,01402022  0,005109  0,033369 

 Intervalo-13 BTA 14  3862036  5688479  1826444  342  0,02091981  0,013283  0,033528 

 Intervalo-14 BTA 16  44651168  45705292  1054125  107  0,00103237  0,000181  0,002661 

 Intervalo-15 BTA 16  45936742  45988251  51510  11  0,00796173  0,001191  0,01375 

 Intervalo-16 BTA 17  19931299  21353539  1422241  308  0,01130896  0,005114  0,03319 

 Intervalo-17 BTA 18  7302665  7384959  82295  21  0,01367457  0,013368  0,013966 

 Intervalo-18 BTA 18  8438714  9447570  1008857  365  0,00571107  0,002514  0,013844 

 Intervalo-19 BTA 19  11887920  12242221  354302  103  0,01365282  0,013355  0,013914 

 Intervalo-20 BTA 22  44412647  46199984  1787338  441  0,02145624  0,013236  0,082341 

 Intervalo-21 BTA 22  47246440  49433330  2186891  501  0,013718  0,013289  0,032956 

 Intervalo-22 BTA 23  6227884  8728552  2500669  606  0,01314022  0,005223  0,033034 

 Intervalo-23 BTA 29  6792179  8127288  1335110  449  0,01251657  0,005171  0,03276 

Intervalo: regiones genómicas significativamente afectadas por la endogamia; inicio, fin y ancho son expresados en pb; SNP’s: cantidad de marcadores 

SNP dentro del intervalo; p (mínimo, máximo y promedio): fueron calculados teniendo en cuenta los valores p individuales de todos los SNPs localizados 

dentro de cada intervalo.      
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Tabla suplementaria 3. Genes diferencialmente afectados por la endogamia 

Índic
e 

  Gen   
Cromo
soma 

  Inicio   Fin   Ancho   SNPs   
p 

promedio 

1  NSUN3  BTA1  38360629  38420857  60229  16  0,013654 

2  STX19  BTA1  38315109  38331093  15985  8  0,013664 

3  ARL13B  BTA1  38275547  38353321  77775  29  0,021635 

4  EPHA6  BTA1  40974249  41996479  1022231  276  0,026577 

5  PROS1  BTA1  38203318  38267163  63846  16  0,032932 

6  NWD2  BTA6  56603723  56734199  130477  28  0,013635 

7  KCTD8  BTA6  62834653  63097599  262947  67  0,01393 

8  ADGRL3  BTA6  76716306  77658770  942465  114  0,091469 

9  REG3A  BTA11  56716800  56719619  2820  1  0,001186 

10  REG3G  BTA11  56606755  56609713  2959  1  0,002501 

11  FAM84A  BTA11  83670822  83676255  5434  2  0,013677 

12  CLYBL  BTA12  76430699  76628229  197531  6  0,008094 

13  MSRB2  BTA13  24116088  24140974  24887  4  0,005311 

14  PIP4K2A  BTA13  23621605  23808162  186558  34  0,005315 

15  ARMC3  BTA13  23964717  24057072  92356  19  0,005344 

16  C13H10orf67 BTA13  24215918  24271700  55783  14  0.005344 

17  OTUD1  BTA13  24387754  24390638  2885  1  0,005404 

18  THNSL1  BTA13  25844116  25858781  14666  1  0,005431 

19  SPAG6  BTA13  23455035  23517702  62668  11  0,006103 

20  ENKUR  BTA13  25807989  25844261  36273  21  0,006948 

21  GPR158  BTA13  25713069  26260260  547192  150  0,011603 

22  KIAA1217 BTA13  24591905  25412646  820742  221  0.012182 

23  SEPHS1  BTA13  28008020  28034343  26324  16  0,013607 

24  NRP1  BTA13  19633437  19782189  148753  58  0,013622 

25  ISM1  BTA13  6817182  6909121  91940  23  0,013633 

26  DNAJC1  BTA13  22968670  23148828  180159  18  0,013634 

27  COMMD3 BTA13  23425884  23429678  3795  1  0.013642 

28  FZD8  BTA13  26784524  26788085  3562  2  0,013646 

29  BMI1  BTA13  23430480  23441040  10561  4  0,013647 

30  GJD4  BTA13  26756928  26760409  3482  1  0,013648 

31  BEND7  BTA13  28141625  28228467  86843  24  0,013656 

32  MYO3A  BTA13  26491747  26661527  169781  42  0,013665 

33  MCM10  BTA13  27854539  27891323  36785  9  0,013669 

34  GAD2  BTA13  26666170  26728037  61868  15  0,013673 

35  PHYH  BTA13  27975606  27996313  20708  4  0,013744 

36  SPTLC3  BTA13  6599446  6751436  151991  55  0,014019 

37  MLLT10  BTA13  22747499  22955685  208187  50  0,015975 

38  OPTN  BTA13  27800737  27841110  40374  20  0,026233 
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39  TASP1  BTA13  6933390  7250930  317541  86  0,029257 

40  PRTFDC1  BTA13  25673135  25775833  102699  35  0,030743 

41  ARHGAP21 BTA13  25462884  25592959  130076  40  0.032971 

42  MACROD2 BTA13  7552581  9879015  2326435  671  0.037175 

43  KIF16B  BTA13  10070015  10377530  307516  78  0,075091 

44  FAM135B BTA14  4387975  4651873  263899  28  0.013659 

45  COL22A1  BTA14  4095051  4319199  224149  35  0,032921 

46  SLC45A1  BTA16  45035441  45057607  22167  1  0,000657 

47  VAMP3  BTA16  45607169  45616702  9534  5  0,000679 

48  PER3  BTA16  45533849  45602488  68640  9  0,000681 

49  ERRFI1  BTA16  45352249  45366512  14264  4  0,000681 

50  TNFRSF9  BTA16  45439420  45457708  18289  1  0,000684 

51  UTS2  BTA16  45523912  45530515  6604  1  0,000696 

52  PARK7  BTA16  45400216  45417097  16882  2  0,000698 

53  RERE  BTA16  44615890  45030951  415062  35  0,0064 

54  CAMTA1  BTA16  45618310  46612359  994050  153  0,118927 

55  PCDH18  BTA17  20287884  20302108  14225  2  0,0137 

56  HSD17B2  BTA18  8586156  8679914  93759  33  0,005313 

57  SDR42E1  BTA18  8543653  8588257  44605  18  0,005342 

58  MPHOSPH6 BTA18  8717274  8729011  11738  1  0.005363 

59  DYNLRB2  BTA18  7325774  7335889  10116  6  0,013756 

60  CDH13  BTA18  9138128  10154233  1016106  394  0,048352 

61  PLCG2  BTA18  8313675  8471052  157378  33  0,060544 

62  BCAS3  BTA19  11699712  12286154  586443  195  0,022459 

63  GNL3  BTA22  48169495  48176059  6565  1  0,013486 

64  GLYCTK  BTA22  48589691  48595083  5393  2  0,013552 

65  TKT  BTA22  47707320  47730815  23496  3  0,013576 

66  IQCF2  BTA22  49024698  49065832  41135  1  0,013579 

67  ITIH4  BTA22  48057333  48075272  17940  4  0,0136 

68  BAP1  BTA22  48479278  48487703  8426  1  0,013603 

69  DCAF1  BTA22  49282339  49371088  88750  5  0,01361 

70  SMIM4  BTA22  48286484  48289704  3221  1  0,013613 

71  PBRM1  BTA22  48176056  48283003  106948  25  0,013613 

72  GLT8D1  BTA22  48157167  48169414  12248  4  0,013618 

73  ITIH3  BTA22  48078022  48091969  13948  5  0,01362 

74  POC1A  BTA22  48705397  48806597  101201  20  0,013626 

75  ACY1  BTA22  48948289  48953409  5121  2  0,013628 

76  NISCH  BTA22  48370594  48432825  62232  14  0,013639 

77  STAB1  BTA22  48343000  48368471  25472  5  0,013642 

78  RAD54L2  BTA22  49168479  49255661  87183  18  0,013643 

79  RFT1  BTA22  47812817  47861213  48397  15  0,013644 
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80  SFMBT1  BTA22  47876881  47997833  120953  48  0,013651 

81  ITIH1  BTA22  48099217  48114411  15195  7  0,013653 

82  WNT5A  BTA22  45540765  45561515  20751  3  0,013656 

83  DNAH1  BTA22  48488236  48585159  96924  20  0,013657 

84  PRKCD  BTA22  47746199  47780548  34350  5  0,01366 

85  PHF7  BTA22  48466107  48479037  12931  3  0,013661 

86  TMEM110 BTA22  48000251  48054406  54156  16  0.013668 

87  NEK4  BTA22  48124581  48152516  27936  8  0,013673 

88  SEMA3G  BTA22  48445721  48457031  11311  2  0,013682 

89  WDR82  BTA22  48629513  48648119  18607  1  0,013689 

90  TEX264  BTA22  49131857  49162133  30277  1  0,013699 

91  DUSP7  BTA22  48825120  48832346  7227  1  0,013703 

92  NT5DC2  BTA22  48291608  48343085  51478  4  0,013704 

93  ALAS1  BTA22  48689688  48703752  14065  1  0,013706 

94  RPL29  BTA22  48942035  48947328  5294  2  0,013709 

95  TWF2  BTA22  48665271  48674428  9158  1  0,013743 

96  PCBP4  BTA22  48966814  48976855  10042  1  0,013744 

97  ABHD14B  BTA22  48961511  48965813  4303  1  0,013878 

98  DCP1A  BTA22  47646509  47690571  44063  28  0,014304 

99  CCDC66  BTA22  44401632  44442769  41138  6  0,019983 

100  ERC2  BTA22  44539302  45520136  980835  254  0,027206 

101  CACNA1D BTA22  47161951  47508934  346984  130  0.028022 

102  DOCK3  BTA22  49384664  49688439  303776  64  0,030836 

103  MANF  BTA22  49379788  49383627  3840  1  0,032956 

104  CACNA2D3 BTA22  45924532  46818527  893996  238  0.0623 

105  MLIP  BTA23  6195936  6492034  296099  124  0,012876 

106  IP6K3  BTA23  7852686  7877221  24536  2  0,013542 

107  RGL2  BTA23  7465581  7473201  7621  3  0,013545 

108  ZBTB22  BTA23  7483612  7486903  3292  1  0,013556 

109  SPDEF  BTA23  8591536  8608900  17365  3  0,013558 

110  RING1  BTA23  7395562  7399419  3858  1  0,013572 

111  TAPBP  BTA23  7473583  7483259  9677  6  0,013593 

112  VPS52  BTA23  7428093  7446221  18129  4  0,013594 

113  RPS18  BTA23  7446290  7451048  4759  2  0,0136 

114  DAXX  BTA23  7487552  7492251  4700  1  0,013615 

115  CUTA  BTA23  7592050  7593652  1603  1  0,013622 

116  TAP2  BTA23  7138820  7146579  7760  4  0,013622 

117  TAP1  BTA23  7177596  7186556  8961  4  0,013628 

118  BOLA.DMB BTA23  7246590  7253434  6845  7  0.013629 

119  RPS10  BTA23  8488466  8495419  6954  2  0,01363 

120  LRRC1  BTA23  6593015  6727981  134967  46  0,013638 
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121  RXRB  BTA23  7379995  7386713  6719  1  0,013638 

122  KIFC1  BTA23  7569904  7585473  15570  2  0,013639 

123  SYNGAP1  BTA23  7594078  7625618  31541  11  0,013641 

124  KLHL31  BTA23  6831320  6845419  14100  4  0,013646 

125  HMGA1  BTA23  8313803  8322723  8921  1  0,01365 

126  BOLA.DOB BTA23  7114328  7122816  8489  1  0.013654 

127  PFDN6  BTA23  7463411  7464809  1399  1  0,01366 

128  DSB  BTA23  7035502  7055197  19696  9  0,013662 

129  MNF1  BTA23  7814519  7840352  25834  1  0,013665 

130  MLN  BTA23  7921495  7929357  7863  2  0,013671 

131  COL11A2  BTA23  7349362  7378835  29474  9  0,013675 

132  PACSIN1  BTA23  8523678  8588640  64963  1  0,013675 

133  GRM4  BTA23  8140143  8254606  114464  9  0,013689 

134  ITPR3  BTA23  7745425  7821583  76159  10  0,0137 

135  BOLA.DYA BTA23  7072088  7077975  5888  3  0.013701 

136  GCLC  BTA23  6982199  7026875  44677  7  0,013704 

137  WDR46  BTA23  7453803  7463139  9337  2  0,013704 

138  ZBTB9  BTA23  7626590  7629414  2825  3  0,013718 

139  PSMB9  BTA23  7186354  7193346  6993  1  0,013719 

140  BOLA.DMA BTA23  7263693  7269361  5669  4  0.013721 

141  PSMB8  BTA23  7173032  7177044  4013  1  0,013728 

142  BOLA.DYB BTA23  7096988  7113266  16279  1  0.013731 

143  PHF1  BTA23  7586177  7591948  5772  2  0,013782 

144  NUDT3  BTA23  8345335  8468528  123194  25  0,014419 

145  C23H6orf106 BTA23  8635947  8743464  107518  30  0.0162 

146  CTSC  BTA29  7375382  7415746  40365  10  0,013627 

147  RAB38  BTA29  7501608  7568917  67310  22  0,013654 

148  GRM5  BTA29  6557063  7201730  644668  207  0,021582 

Genes expresados según el símbolo oficial de genes; inicio, fin y ancho son expresados en pb; número de SNPs: 

cantidad de marcadores SNP dentro del gen; p (mínimo, máximo y promedio) fueron calculados teniendo en 

cuenta los valores p individuales de todos los SNPs localizados dentro de cada gen. 
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Material suplementario del capítulo 3 
 

 Protocolo de extracción de ADN a partir de semen bovino  

Primera parte: pretratamiento con buffer de lisis para desestabilizar la membrana plasmática y el 

acrosoma. 

1. En 65ul de muestra de semen colocar 650ul de PBS, centrifugar 10’ a 3000rpm y tirar el 

sobrenadante. Repetir. 

2. Retirar el sobrenadante de PBS, dejando solo el pellet y añadir 200ul de buffer de lisisa. 

Incubar a 4°C durante ~40’, en ese tiempo vortear de vez en cuando. 

Segunda parte: extracción convencional orgánica para muestras de sangre 

1. A la muestra anterior con el buffer de lisis, agregar 500ul de buffer Sb, 20ul de Proteinasa 

k (10mg/ml) y 30 ul de ditiotritol (DTT) 0,5M 

2. Incubar en un bloque a 55°C durante 3 horas o toda la noche. 

3. Luego de la digestión, agregar 500ul de cloroformo, mezclar invirtiendo el tubo. 

4. Centrifugar 5’ a 6000 rpm. Pasar la fase acuosa (superior) a un nuevo tubo y repetir 

extracción orgánica. 

5. Agregar 200ul de Acetato de Amonio 10M y centrifugar 5’ a 6000 rpm. 

6. Volcar la solución en un nuevo tubo. Mezclar suavemente. Dejar una hora a -20°C. 

7. Centrifugar 15’ a 6000 rpm, volcar el sobrenadante, secar la boca del tubo sobre papel. 

8. Agregar 1ml de alcohol 70% frío y hacer girar el tubo en posición horizontal, para lavar las 

paredes. Centrifugar nuevamente 5’ a 6000 rpm, volcar suavemente, secar la boca del 

tubo sobre papel. 

9. Dejar secar a temperatura ambiente y luego disolver en 100 ul de agua destilada. 

Resuspender durante toda la noche a 37°C.  
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aBuffer de lisis: para el buffer:0,73g de NaCl, 1,88 g de EDTA, 0,06g de Tris Base, 1ml de 

NaOH 2g/ml, 50 ml H20 

DTT0,01G/ml, triton, buffer 

bBuffer S: 50mM de HCl-Tris, 25mM de DTT, 2% de N-Laurylsarcosine 
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Tabla suplementaria 1. Intervalos genómicos diferencialmente afectados por la endogamia 

Población 
  Intervalo   

Cromoso
ma 

  Inicio   Fin   Ancho   SNP’s   
p 

promedio 
  

p 
mínimo 

  
p 

máximo 

Total 
 

Intervalo-1 
 

BTA5 
 

76317361 
 

76682917 
 

365557 
 

8 
 

0,02275 
 

0,007 
 

0,06 

Total 
 

Intervalo-2 BTA14 
 

25802251 
 

26508236 
 

705985 
 

17 
 

0,02170 
 

0,009 
 

0,04 

Total 
 

Intervalo-3 BTA14 
 

26656634 
 

26836013 
 

179379 
 

7 
 

0,0115 
 

0,005 
 

0,02 

Angus  Intervalo-4 BTA16  39479759  39661540  181781  5  0,0136  0,008  0,03 

Angus  Intervalo-5 BTA16  39846669  40102423  255754  7  0,01771  0,01  0,04 

Angus  Intervalo-6 BTA16  40223873  40457428  233555  6  0,015666  0,01  0,02 

Angus  Intervalo-7 BTA16  41016073  41376739  360666  9  0,013333  0,01  0,02 

Angus  Intervalo-8 BTA16  41542076  41659139  117063  3  0,0113333
3 

 0,01  0,014 

Angus  Intervalo-9 BTA16  41949968  42497732  547764  14  0,0172142  0,009  0,05 

Retinta  Intervalo-10 BTA14  25802251  26542736  740485  18  0,0165  0,01  0,03 

Intervalo: regiones genómicas significativamente afectadas por la endogamia; inicio, fin y ancho son expresados en pb; SNP’s: cantidad de marcadores 

SNP dentro del intervalo; p (mínimo, máximo y promedio) fueron calculados teniendo en cuenta los valores p individuales de todos los SNPs localizados 

dentro de cada intervalo.
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Material suplementario del capítulo 4 
Tabla suplementaria 1. Pseudo-fenotipos por individuo y carácter 

Muestra VCL VSL VAP ALH BCF 

1 -2,0899 2,6218 1,0717 -0,1657 -0,5503 

2 2,0334 5,7782 4,4695 -0,1806 0,2801 

3 2,78 -6,706 -4,4601 0,6167 -1,0708 

4 0,1995 5,1867 2,7315 -0,1203 0,5689 

5 -11,276 -3,6274 -8,226 -0,3739 -0,3783 

6 -0,614 -5,0789 -5,1737 0,0861 0,5837 

7 7,754 1,8186 2,8432 0,4177 0,1308 

8 -10,2797 3,9974 3,3253 -0,7497 -0,757 

9 -9,0771 -5,3879 -6,5076 -0,298 -0,046 

10 -12,9853 -11,4752 -11,4985 -0,2011 -0,8141 

11 -7,7997 -5,0337 -5,941 -0,1679 -0,6439 

12 -5,1544 -1,291 -3,6745 -0,1031 0,2794 

13 -4,2253 -1,2599 -3,8937 -0,1154 0,3665 

14 -10,0995 -6,8137 -7,853 -0,2718 -0,7989 

15 -14,3896 -7,915 -8,6288 -0,4581 -1,2364 

16 -4,9183 2,2405 1,8533 -0,4759 0,1931 

17 6,9585 -0,6644 0,5578 0,414 0,4886 

18 1,3756 7,8697 8,1007 -0,2624 0,3206 

19 11,9623 8,7424 10,9179 0,2616 0,8507 

20 -3,0169 3,8782 -2,1932 -0,181 0,738 

21 10,2767 7,9923 10,1785 0,2523 -0,7227 

22 7,2415 5,9598 4,7508 0,3492 0,2944 

23 4,9606 1,616 3,1201 0,2125 0,408 

24 4,2886 0,9369 2,1564 0,2514 -0,694 

25 12,3711 3,8584 6,581 0,3704 0,3654 

26 -11,4693 -4,6673 -7,9744 -0,4338 0,1933 

27 1,1264 3,666 3,0542 0,0248 -0,0541 

28 -3,1307 -0,3382 -0,3078 -0,1627 0,6004 

29 -7,0964 -3,2683 -4,1663 -0,215 -0,8088 

30 -5,0307 -4,8128 0,9763 -0,301 -1,1803 

31 7,9092 5,5843 7,1421 0,0385 1,0072 

32 1,8375 6,3321 3,1793 -0,1186 0,1958 

33 7,7677 6,7495 8,193 0,0405 -0,4135 

34 -4,3046 -6,7361 -6,6518 0,0953 0,14 

35 -5,014 -3,2532 -8,3339 0,0288 0,1305 

36 -10,119 -3,9698 -5,7393 -0,3831 -0,5066 
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37 17,396 -0,9394 5,8685 1,0258 0,0494 

38 -0,5146 -1,8599 -1,0707 0,0897 0,0014 

39 -2,9047 -8,9221 -4,708 0,0102 -0,9267 

40 6,8387 -1,3849 0,6111 0,4779 -0,6181 

41 14,0295 6,0349 8,2891 0,3935 0,8049 

42 1,2684 1,4605 2,8339 -0,169 0,4984 

43 5,2152 2,4121 4,018 0,0878 -0,06 

44 -6,0201 -6,0134 -5,8854 -0,0286 -0,8141 

45 2,1891 -3,1253 -5,1943 0,473 -0,0063 

46 -14,2775 -7,1959 -10,4479 -0,4639 -0,7822 

47 7,0467 4,0893 5,0253 0,2246 0,3308 

48 -5,6723 -6,7196 -7,1011 -0,0325 -0,0602 

49 -10,414 -9,4464 -7,5031 -0,2772 0,3404 

50 9,163 6,1401 6,8009 0,2727 -0,0249 

51 10,9752 10,0929 10,6898 0,1137 0,8657 

52 6,3073 6,0014 5,4298 -0,0309 2,0948 

53 10,6223 6,8455 8,3651 0,1124 0,8469 

VCL: velocidad curvilínea (expresada en µm/s); VSL: velocidad en línea recta (VSL, expresada en 

µm/s); velocidad media de la trayectoria (VAP, expresada en µm/s); ALH: amplitud de desplazamiento 

lateral (expresado en µm); BCF: frecuencia del cruce de la cabeza con respecto a su trayectoria 

promedio (BCF, expresado en Hz) 
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Tabla suplementaria 2, Coeficientes FROH por individuo 

Muestra FROH Grupo  Muestra FROH Grupo 

1 0,0064 BE  33 0,1264 AE 

2 0,0084 BE  34 0,1295 AE 

3 0,011 BE  35 0,1305 AE 

4 0,0112 BE  36 0,1322 AE 

5 0,0127 BE  37 0,1343 AE 

6 0,0141 BE  38 0,1361 AE 

7 0,0167 BE  39 0,1483 AE 

8 0,0197 BE  40 0,1497 AE 

9 0,0239 BE  41 0,1545 AE 

10 0,024 BE  42 0,1593 AE 

11 0,0296 BE  43 0,1634 AE 

12 0,0306 BE  44 0,1643 AE 

13 0,0312 BE  45 0,1657 AE 

14 0,0355 BE  46 0,1665 AE 

15 0,0359 BE  47 0,176 AE 

16 0,0417 BE  48 0,1862 AE 

17 0,0434 BE  49 0,1863 AE 

18 0,0514 BE  50 0,2015 AE 

19 0,0621 BE  51 0,2354 AE 

20 0,0622 BE  52 0,2704 AE 

21 0,0701 BE  53 0,2723 AE 

22 0,0723 BE     

23 0,0726 BE     

24 0,0837 BE     

25 0,0839 BE     

26 0,0929 BE     

27 0,0955 BE     

28 0,0999 BE     

29 0,1121 BE     

30 0,1125 BE     

31 0,1153 BE     

32 0,1193 BE     

 

 

 


