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RESUMEN
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
INSTITUTO DE INGENIERIA
MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS E INGENIERIA
LABORATORIO DE BIOFOTONICA Y BIOINFORMATICA

Nuevas mas precisas y menos costosas técnicas de extraccidon y genotipado han sido
desarrolladas en los ultimos afos permitiendo el incremento en los usos y aplicaciones de los
Polimorfismos de Nucleétido Simple (SNP) en multiples areas, sustituyendo en algunos casos
Micro satélites o Repeticiones de Tandem Cortas (STR), sin disminuir la confianza o precisién de
los resultados de las pruebas. La prueba de paternidad usando marcadores genéticos ha
probado ser un excelente y veraz medio para demostrar la paternidad. El ganado para
produccidn de carne ha estado en las manos de la humanidad por miles de afos, en ese tiempo
ha soportado el método de apareamiento selectivo bajo los criterios que satisfacen al hombre.
Sin embargo las duras condiciones actuales como el calentamiento global, cambio climatico,
cambios culturales globalizados, sobre poblacién y otros riesgos relativos estan dificultando la
situacidon para los productores de carne, incrementando los requisitos de calidad de los
mercados internacionales (alimentos orgdnicos y libres de hormonas), costos extras,
incertidumbre en los recursos naturales que impide la planeacidon efectiva aumentando los
riesgos de perdida. La seleccion Gendmica, las pruebas de paternidad y trazabilidad (origen)
pronto seran las técnicas regulares para administrar los ranchos de ganado de carne y los
negocios dependen de eso. Para apoyar a los granjeros productores a tener éxito, los SNPchips
son la herramienta correcta por su confiabilidad, bajo costo y capacidad de genotipado.
Simultdneamente los cientificos del campo de la bioinformatica desarrollan algoritmos para
tomar decisiones de forma simple y asertiva. ISAG e ICAR certificaron un panel de 206
marcadores SNP’s para pruebas de paternidad de bovinos a nivel internacional en cualesquier
raza. La asociacion de criadores Hereford de México colabord para genotipar 1317 animales
para la prueba de paternidad. La informacién fue analizada para verificar y certificar registros
de pedigri, pero ademas fue aprovechada para responder si era posible utilizar menos
marcadores en la prueba, reduciendo costos pero manteniendo el nivel de confianza. Dos
fuentes de informaciéon fueron estudiadas México y un panel internacional del HapMap
Consortium. Filtros de control de calidad se desplegaron para asegurar completés, consistencia
y coherencia. Se desarrollé la reconstrucciéon de los haplotipos para el panel Mexicano y se
verificd usando los 2218 trios obtenidos de la muestra original de ganado. La variabilidad alélica
fue evaluada en ambos paneles usando MAF, Ho, He, HW y LD. El poder de exclusién
acumulado total de la prueba de paternidad (Q) se calculé para un conjunto de 80 marcadores
SNP’s, en tres posibles escenarios; ambos padres, el padre, la madre. Los resultados
demuestran que 63, 74 y 72 de los marcadores seleccionados pueden aportar valores de Q
equivalentes en confiabilidad al conjunto de 206 del panel original.
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New more precise and less expensive DNA extraction and genotyping techniques have been
developed in the last years allowing to increase the uses and applications of Single Nucleotide
Polymorphisms (SNP) in multiple areas, substituting in some cases Microsatellites or Short
Tandem Repetitions (STRs), without diminishing confidence or precision at the test results.
Paternity testing using genetic markers has proved to be an excellent and trustable way to
demonstrate parenthood. Beef cattle has been at human hand for thousands of years, in that
time it has endure the mating selection method to satisfy criteria defined by man. However
actual harsh conditions like global warming, climate change, globalized cultural changes, over
human population and other relative risks are struggling around beef producers, increasing
quality requirements from international markets (organic and certified food free from
hormones), costs, uncertainty in nature resources impeding better planning and increasing loss
risks. Genome selection, paternity testing and identification will be soon the regular techniques
to manage beef cattle ranches and the business depend on it. To allow farmers to succeed
SNPchips are the right tool because their high reliability, low cost, genotyping capacities.
Simultaneously bioinformatics field scientists developed algorithms to let decision making be
simple and asertive . ISAG and ICAR certified a 206 SNP's panel for bovine parental testing in
any breed. Hereford Mexican Breeders Asociation collaborate to genotype 1317 animals to be
paternity tested. The information was used to certified pedigree records but also analyzed to
find out if less SNP's can do the same test, reducing cost but keeping reliability. Two main
information sources were used Mexico and International Hap Map Consortium panels. Quality
control filters were used to assure completeness, consistency and coherency. Haplotype
reconstruction was performed for the Mexico panel, and verified with 218 trios obtained from
the original sample. Allelic variability in both panels was evaluated using MAF, Ho, He, HW and
LD. The Q cumulative exclusion power was calculated for a set of 80 markers, selected and
discriminated on Ho difference bases. To find out how many markers can do the test without
diminishing reliability, as many as 80 variants for the three possible tests were made. Both
parents, one parent, the other parent relatively. Results demonstrate that 63, 74, and 72 of the
selected markers can get Q values equally reliable as the 206 set.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Situacién actual de la ganaderia de engorda en México

Historicamente la domesticacidon de especies de interés para el Hombre implicé una
presion evolutiva paralela a la selecciéon natural ya encontrada en el estado salvaje, la
"seleccidn artificial" o mejora de las especies siguiendo criterios y patrones de fenotipos ad hoc
para satisfacer las preferencias del criador ha moldeado la genética de multiples especies,
algunas para servicio, otras para consumo e incluso ambos propdsitos simultdneamente. El
ganado bovino es parte del fendmeno desde hace aproximadamente 6000 afios que inicid el
proceso de su domesticacion. El bos-primigenius es al ancestro original de las vacas y toros
actuales, unos de sus descendiente el bos-primigenius-taurus predominaron en la zona
euroasiatica hasta que fueron cazados por el hombre y llevados a la extincidon. Actualmente las
razas bovinas se clasifican generalmente en tres grupos; Bos taurus (ganado Africano Europeo)
Bos Indicus (ganado Asidtico) y las mezclas entre ambos. Estas ultimas originadas por el
hombre, desde que los medios de transporte humanos facilitaron la movilidad del ganado en

todo el orbe mundial.

La produccion de leche y carne son los usos mas importantes del ganado bovino para el
consumo humano en la historia reciente, ademas de la alimentacidon de otras especies co-
dependientes del hombre como los perros, gatos, etcétera. La industria de la piel también se ha
favorecido de las propiedades admirables de los bovinos, incluso en el area del entretenimiento

existen tradiciones como "Las corridas de Toros", el "Rodeo" y todas sus mezclas o variedades.



En esta Tesis el propdsito central se focaliza en el uso del Ganado de Engorda Mexicano
de la raza Hereford (Bos Taurus) para la produccidn de carne con estandares internacionales y
su posible exportacion a mercados extranjeros, o como alternativa para el consumo nacional en

los segmentos del mercado que prefieren pagar un precio adicional por cortes de primera clase.

En el Grafico 1.1.a se presenta el consumo de carne de bovino en volumen total, por

paises o regiones, sin embargo el consumo per cdpita debe ser también considerado, sobre

Consumo mundial de carne de bovino, 2007-2017
(Millones de toneladas, equivalente en canal)
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Grafico 1.1.a. Consumo Mundial en toneladas por pais o regién en canal.

todo por la importancia de los cambios culturales globales y regionales, que ultimamente han
impactado a la baja el nivel de disposicion de los consumidores de carnes rojas, en la cantidad a
ingerir, pero también han afectado positivamente en un aumento en la disposicidon por pagar
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mayores precios por la aseguranza de la calidad de los cortes a consumir. La calidad del corte,

implica la trazabilidad (rastreabilidad), desde su origen hasta el consumidor final.

Los productores y las asociaciones de criadores, enfrentan ademas de las condiciones
adversas relacionadas con los mercados y la economia globalizada, el fenédmeno del cambio
climatico, el cual amenaza el flujo de los recursos naturales necesarios para la sustentabilidad
de su industria. Mantener los niveles de produccién mientras simultdneamente se elevan los
estdndares de calidad y los requisitos para cumplirlos, logrando salir a los mercados confiando
en que su producto no puede ser rechazado o verse involucrado en situaciones indeseables de
afectacién a la salud de los consumidores, representa un reto mayusculo y requiere de todas las

herramientas cientificas posibles y disponibles. El Grafico 1.1.b muestra la produccidn a nivel

Produccion mundial de carne de bovino, 2007-2017
(Millones de toneladas, equivalente en canal)
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Grafico 1.1.b. Produccidon Mundial en toneladas por pais o region, en canal.




mundial, México aun sin contar con la extension territorial de los principales paises productores

de carne, aparece en el panorama mundial en el grupo de los mds relevantes.

En la ultima década, la produccién nacional de carne de bovino ha presentado un
continuo crecimiento, con excepcién de 2013. Asi, entre 2007 y 2016, crecid a una tasa media
anual de 1.6 por ciento, para ubicarse en 1.88 millones de toneladas de carne en canal. [1]

Para 2017, de acuerdo con el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), la
produccién de carne de res se ubicé en un maximo histérico de 1.91 millones de toneladas, es

decir, registré un crecimiento anual de 1.6 por ciento.
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Grafico 1.1.c Produccion de carne de bovino en México, 2007-2017
En 2016, el 62.5 por ciento de la produccién nacional de carne de bovino se concentrd

en diez entidades: Veracruz (13.4 por ciento), Jalisco (11.5 por ciento), Chiapas (6.1 por ciento),

San Luis Potosi (5.5 por ciento), Sinaloa (4.9 por ciento), Baja California (4.8 por ciento),



Durango (4.5 por ciento), Michoacan (4.1 por ciento), Chihuahua (4.0 por ciento) y Sonora (3.7

por ciento).
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Grafico 1.1.d. Principales estados productores de carne de bovino, 2014-2016.

La amplia disponibilidad de granos forrajeros, asi como de pastizales, combinado con los
elevados precios de la carne de bovino en el pais, incentivan a que los ganaderos mantengan
por mas tiempo las reses en engorda. Asi, por tercer aio consecutivo, el incremento en la
produccién de carne seria resultado del mayor peso al sacrificio, que compensaria la
disminucion del numero de numero cabezas sacrificadas.

Se estima que en 2018 continue la recuperacién del hato ganadero nacional, y que igual

gue en anos previos, contribuya a lo anterior la existencia de incentivos financieros y los

programas de mejoramiento genético, a través de apoyos gubernamentales. [2]



1.2 El mejoramiento Genético

1.2.1 Método tradicional de mejora genética de ganado

El mejoramiento genético con fines de aumentar la productividad del ganado bovino
comenzé a lograrse mucho antes de que el mecanismo hereditario fuera entendido. Siempre se
ha buscado maximizar la probabilidad de que los padres transmitan sus caracteristicas
productivas a sus crias. Esto se ha venido realizando de forma sistemadtica haciendo

cruzamiento de lo mejor con lo mejor.

¢ Haciendo cruzamiento de lo mejor
con lo mejor hemos estado
mejorando las especies por
milenios

* Desde un inicio se a buscado e e
maximizar la probabilidad de B '
que los padres transmitan sus !.”"“. TRy wmS e
caracteristicas productivas a sus i
crias &

Figura 1.2.1.a. Haciendo cruzamiento de los mejores sementales con las mejores vacas se ha logrado
que los padres trasmitan sus caracteristicas productivas a sus crias.

La recopilacién organizada de pedigris y rendimiento productivo del ganado, a través de
la formacidon de registros de manadas y asociaciones de razas, se inicié hace mds de 100 afios.
Esta informacidon condujo eventualmente a experimentos efectivos de crianza selectiva, con el
fin de incrementar la productividad, salud y conformacién. Muchas razas de ganado bovino son
ahora sujetas a seleccion de multiple rasgos usando estimaciones del mérito genético,

producido por métodos estadisticos y computacionales complejos [3,4]. Por ejemplo, el mérito



genético para la entrega de leche en ganado lechero Holstein incrementa actualmente a una
tasa de 1%, o 21 galones por afio.

Durante los ultimos 50 afios, los programas de mejoramiento genético en ganado
lechero han sido muy exitosos en la mejora de la productividad [5]. EIl modelo tradicional de
crianza selectiva, basada en principios sofisticados de seleccidon cuantitativa, ha rendido frutos
satisfactorios, aun cuando no sabemos con exactitud cuales son los genes que han
incrementado o decrementado su frecuencia en las poblaciones de ganado. Generalmente se
describe el método de seleccion como una “caja negra” debido a que no se sabe exactamente
cuales genes han sido afectados. La implementacién de programas de pruebas efectivas de
progenie y de sementales élites bien validados se ha convertido en el método que mejores
resultados arroja en programas de mejora genética. Varios avances han hecho que éste método
basico haya mejorado de una forma sustancial; la adopcidon de comparaciones con animales
contempordneos y posteriormente del modelo animal para realizar la evaluacidn genética son
ejemplo de ello. En décadas recientes, los productores y genetistas han reconocido la
importancia de la crianza en la mejora de la salud, reproduccién y longevidad, por lo que rasgos
de salud, reproduccién y vida productiva se han convertido en una parte muy importante para
la seleccidén de ganado. En un programa de seleccidn tradicional, el valor genético de crianza de
un animal (EBV, “Estimated Breeding Value”, por sus siglas en inglés) es estimado para cada
rasgo de importancia econdmica. Métodos estadisticos avanzados evalian de forma simultanea
a sementales y vacas, integrando una gran gama de informacién fenotipica y de pedigri, tal

como:



produccion ] Produccien misima
/

* Fenotipos < salud

Rasgos visuales

3.
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 S2
Semana despues del parto

* La informacion es combinada para estimar el valor genético (EBVs)
* BLUP — Best Linear Unbiased Predictor

Figura 1.2.1.b. El método tradicional de seleccién esta basado en el mérito genético, calculado de
informacién fenotipica y de pedigri.

datos sobre los padres y/o hijos y hermanos, distribucién de las hijas en el hato, longitudes de
lactancia, numero de records de lactancia por hija y diferencia genéticas entre miembros del
hato, entre otros. Estos métodos son ejecutados en computadoras de alta velocidad para
estimar de forma precisa el mérito genético de un animal (Ej. BLUP [6] es el método mas
utilizado actualmente para evaluar sementales). En este proceso deben ser identificadas todas
las posibles fuentes de variacion ambiental, y cada animal debe ser evaluado en relacion a otros
animales criados bajo un manejo igual o similar. De esta forma, el mérito genético para un
animal especifico es calculado como la desviacion de su valor genético de crianza estimado con
respecto a la media en su hato, o en hatos con condiciones de manejo similar [7].

El EBV representa la contribucién genética en el record del animal. Por ejemplo; un EBV
= +2000 Ibs. para una vaquilla, nos indica que bajo las mismas condiciones de manejo, cuando
esta vaquilla sea madura, se espera que produzca 2000 Ibs. mas que una vaquilla con un EBV =

0. La mitad del EBV de un animal es utilizado para predecir su habilidad de transmitir su valor
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genético a sus crias (PTA, “Predicted Transmmiting Ability”, por sus siglas en ingles). Por
ejemplo; un PTA = +1000 lbs. para la vaquilla del ejemplo anterior, nos indica que bajo las
mismas condiciones de manejo, se espera que una hija madura de esta vaca, produzca 1000 Ibs.
mas que una vaca con PTA = 0. En el caso de animales jovenes sin record, se obtiene el
promedio de la habilidad transmisora de sus padres (PA, “Parent Average”, por sus siglas en
ingles). Esto es:
PA =% PTA del padre + % PTA de la madre

La certeza de la estimacion del mérito genético se calcula una vez teniendo el rendimiento del
animal, o sus crias, segun el caso. Se utiliza el record del animal y su informacién de pedigri. Con
esto se mide la precisién de PTA, que es el cuadrado del grado de correlacion de los valores de
rendimiento real y los estimados de PTA. Se puede estimar el valor de certeza para animales
jévenes sin record utilizando la certeza de sus padres:

Certeza = (certeza padre + certeza madre)/4
Este es un valor estimado que utiliza la informacidn se los padres pero no garantiza que las crias

hereden los rasgos genéticos deseados de sus padres.

1.2.2 Método de mejora genética asistida por marcadores

Con el método de seleccidon tradicional, que utiliza informacidén fenotipica y de pedigri,
se logra tener una efectividad del 30 — 40% en las predicciones. Esto se debe en gran parte a
gue, aun cuando logramos la mejora genética al ver un aumento en nuestra produccién, el
conjunto de genes que han sido favorecidos (o desfavorecidos) en nuestro programa de
seleccion sigue siendo una caja negra. Se sabe que un buen balance entre el manejo adecuado

de la crianza y la seleccién minuciosa de animales con caracteristicas fenotipicas mayores en los
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rasgos que deseamos, ha conducido a lograr progreso, pero de igual forma se sabe que muchos
de los rasgos observables (fenotipos) de fisiologia del animal, de sus propiedades bioquimicas,
de su morfologia, de desarrollo, comportamiento y produccién, son epigenéticos. Esto es, son
regulados por la interaccion de los genes con el medio ambiente. Lo que hace que segun los
factores de manejo, la raza, la regidn geografica, la época del afio y el estado de lactancia, entre
otros, sumado a la naturaleza dominante de algunos genes que posee el animal, al efecto
aditivo de genes que actuan de forma independiente y al efecto epispastico de genes que
actuan de forma interactiva para controlar los rasgos del animal, influya de forma determinante

en el rendimiento productivo.

Fenotipo = Ambiente + Genética
. . * Producciénde leche
= Produccién de grasa
= f -+ = Porcentaje de grasa
A = Produgcion de proteinas
N » * Resistencia a enfermedades
Rasgos observables Factores de manejo G=A+D+I
Fisiologia Raza A: Efecto Aditivo
Propiedades bioquimicas Regidn geografica D: Efecto Dominante
Morfologia Afo, mes, estacion I: Efecto Epistatico
Comportamiento Estado de lactancia
Desarrollo

Figura 1.2.2.a. La mayor parte de los rasgos de importancia econédmica en el ganado bovino son
epigenéticos. La mayor parte de los fenotipos son regulados por la interaccion de los
genes con el medio ambiente.

Un adelanto crucial en la integracion del analisis genético en los esquemas de seleccién
fue la inclusion de los marcadores moleculares, con los cuales se integra de forma especifica el
efecto de los genes en el rendimiento productivo del animal. Un marcador de ADN es una
posicidn, o regién, dentro de un cromosoma, fisicamente identificable y cuya heredabilidad
puede ser monitoreada. La funcion inicial y basica de los marcadores es identificar la expresion
de genes relacionados con las caracteristicas de importancia econdmica, y utilizar esta

informacidn para hacer una estimacién mas acertada de los EBVs.
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Aun cuando la idea de usar marcadores de ADN para incrementar la tasa de ganancia
genética en el ganado lechero, ha existido por décadas(ej. [8, 9]), la adopcion de la seleccién
asistida por marcadores (MAS, “Marker Asisted Selection”, por sus siglas en ingles) en la
industria lechera habia estado limitada, hasta hace muy poco tiempo. Existian deferentes
razones para esto; para muchos rasgos cuantitativos, de importancia econémica, tales como los
rasgos de produccion y salud, en el ganado lechero, una gran cantidad de locus afectan a cada
rasgo, donde cada locus captura una proporcion limitada de la varianza genética total (ej. [10-
13]). Consecuentemente, solo una ganancia relativamente pequena era posible con el nimero
limitado de marcadores que se tenian disponibles, y el costo de genotipificacion de estos era
alto. En adicidn, la complejidad para el célculo de los valores genéticos de cria incluyendo la
informacién de los marcadores era una barrera mds para la aplicacién de la seleccién asistida
por marcadores [14].

En el afio 2001, investigadores de Holanda y Australia demostraron a través de
simulaciones por computadora, que usando marcadores de ADN distribuidos a lo largo de todo
el genoma permitia capturar de forma simultanea los efectos de todos los genes que afectan y
regulan las caracteristicas de importancia econémica, aumentando con esto de forma
substancial la precisidn de la seleccién asistida por marcadores [15]. Este trabajo inicial sobre
los beneficios de utilizar informacién de todo el genoma sirvié para establecer las necesidades
tanto de informacion como de tecnologia para lograr los avances demostrados en las
simulaciones. Estos requerimientos incluian: 1) contar con poblaciones de animales con
mediciones fenotipicas precisas y sus muestras de ADN gendmico, 2) marcadores polimorficos

de ADN posicionados en todo el genoma, 3) tecnologia de laboratorio para realizar analisis de
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una alta densidad de marcadores y 3) algoritmos y métodos para el andlisis de datos

genotipicos y fenotipicos.

1.2.3 Método de mejora genética por Seleccion Gendmica

La revolucidn de la seleccion gendmica empezd con dos desarrollos claves. El primero
fue la reciente secuenciacién del genoma bovino [16], lo cual habilité el descubrimiento de
miles de marcadores de ADN, en forma de polimorfismo de nucleétido simple, SNPs [17]. El
descubrimiento y caracterizacion de miles de marcadores SNPs en el genoma bovino y otros
genomas de especies pecuarias trajo como consecuencia una reduccion dramdtica en los costos

de genotipificacion.

SNP SNP
AACGGATCGTG...
TTGCCTAGCAC...

AACGAATCGTG...
TTGCTTAGCAC...

* Los SNPs son la forma mas comun de variaciéon genética entre individuos

+ Se estima que el genoma humano contiene mas de 10 millones de SNPs, lo
que equivale a un SNP cada 300 bases

+ ¢, Cuantos SNPs contiene el genoma bovino?

Figura 1.2.3.a. La forma mas comun de polimorfismos en los genomas son los SNP. Un SNP es una
posicién en el genoma, en la cual, al menos el 5% de los individuos de una poblacién
tienen un alelo distinto.

Se Realizé un estudio de descubrimiento de polimorfismos de nucleétido simple en la
especie bovina, obteniendo como resultado mas de 6 millones de SNPs putativos. Inicialmente
de validaron 54,609 SNPs y se realizaron los primeros estudios de caracterizaciéon de la
estructura genética de la especie [18, 19]. Se muestrearon 565 animales de 19 razas distintas,

ubicadas alrededor de mundo.
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TABLE 3: BOVINESNPS0 BEADCHIP CONTENT VALIDATION
BREED sampLes  POLTMORPHIC e e
Angus 60 41,491 0.21 0.21
Beefmaster 24 42,925 0.22 0.21
g‘l’: ndios 24 23971 0.11 0.02
::?::i‘“’ 21 25,814 0.1 0.02
Brahman 25 30,284 0.13 0.08
Brown Swiss 24 36,347 0.19 0.17
Charolais 26 42,589 0.22 0.21
Guernsey 21 38,632 0.19 0.17
Hereford 32 42,992 0.20 0.23
Holstein 64 42,730 0.22 0.22
Jersey 28 35976 0.18 0.14
Limousin 45 42,821 0.22 0.22
N'Dama 25 29,049 0.14 0.08
::d""’gi‘“ 21 42,782 0.22 0.21
Piedmontese 24 42,185 0.22 0.21
Red Angus 15 40,188 0.21 0.20
Romagnola 24 38,830 0.20 0.19
Z:':::u o 24 42,064 0.22 0.21
Sheko 20 35,726 0.17 0.12
Outgroup? 18 11,206 0.05 0.00
Overall 565 47,545 0.25 0.24

Figura 1.2.3.b. Se tomaron muestras de 565 animales pertenecientes a 21 rasas de ganado bovino y se realizaron
los primeros estudios de estructura genética de genoma completo (imagen
tomada de lllumina.com).

Este estudio de validacién de SNP’s detond el desarrollo de la tecnologia de genotipado

de salida masiva para hacer captura de polimorfismos en poblaciones grandes de animales.
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SNPChipS Tealieaiieail

WGA sin PCR

| —— R — [t [ I ||

200ng de ADN genémico

Hibridacién del AND

T T

Tecnologia BeadChip ‘\
- ddNTP

© Del ADN a los datos es un proceso de 3 dias

@ Proceso totalmente automatizado

Figura 1.2.3.c. Proceso de genotipificacion de salida masiva de la empresa lllumina.

La empresa lllumina en USA, a mediados del 2009 puso a la venta el SNPchip50 para capturar el conjunto de los
55,609 polimorfismos validados en poblaciones grandes de ganado.

* Herramienta estandar para realizar genotipado en el
genoma-completo para investigaciény aplicaciones en la
industria

* 54,609 SNPs distribuidos en los 30 cromosomas del
genoma bovino

* 60,800 Beads

Parametro Rendimiento* Especificacion del producto
Tasa de lectura 99.50% >99 %
Inconsistencia 0.04% >0.1%
Mendeliana
Reproducibilidad 100 % <99%
Frecuencia de 0.19 media / X
alelo menor 0.2 mediana
Locus polimérficos | 37,758 media/ X

40,188 mediana

* Basado en 565 animales de 19 razas de ganado bovino, 46 trios, y dos replicas

BovineSNP50 BeadChip

Figura 1.2.3.d. Primer SNPchip comercial para bovinos: SNP50 (llumina, 2009)

El SNPchip50, en solo unos meses se convirtio en el estandar para realizar estudios genéticos de

las razas de ganado pertenecientes a la evolucién Bos Taurus, dando inicio a la revolucién de la

Seleccion Gendmica. Este nuevo desarrollo tecnoldgico llamado Seleccién Gendmica, esta
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revolucionando a la industria del ganado. La seleccion gendmica se refiere a la toma de
decisiones de seleccion basada en el valor genédmico de cria de los animales (GEBV, “Genomic
Estimated Breeding Value” por sus siglas en ingles). Los GEBVs son calculados como la suma de
los efectos de una cantidad grande de marcadores moleculares, distribuidos a lo largo de todo
el genoma. Los genotipos y/o haplotipos de los marcadores involucrados capturan los efectos
de todos los Locus de Caracteristicas Cuantitativas (QTL, “Quantitative Trait Loci” por sus siglas
en inglés) que contribuyen a la variacién de un rasgo de valor econdmico. El efecto de los QTLs,
inferidos ya sea de los haplotipos o genotipos de marcadores de tipo polimorfismo de
nucledtido simple (SNP), es primeramente estimado en una poblacion grande de referencia con
informacidn fenotipica. En las generaciones subsecuentes solo es necesaria la informacion de
los marcadores para calcular los GEBVs.

La tecnologia de seleccidon gendmica involucra tres pasos principales; 1) captura de las muestras
y obtencién del ADN gendmico, 2) Aplicacién de los SNPchips para obtencion de los genotipos y
3) Andlisis bioinformatico de la informacién para obtener los GEBVs. La captura de la muestras
pueden ser hechas de esperma, sangre, saliva, segregacion nasal o una pinchada den la oreja,
entre otras. Estas muestras deben ser transportadas al laboratorio para su procesado quimico
de extraccién de ADN. El ADN debe ser ADN gendmico completo y purificado. El ADN es
amplificado y depositado en los SNPchip. Se realiza una reaccién de hibridizacién del ADN al
SNPchip para posteriormente correr una reaccion de extension en la cual el valor alélico de
cada posicién polimadrfica queda visible por elementos fluorescentes. Por medio de un escaner
laser son medidos los valores de los alelos en lo polimorfismos y se genera una base de datos

con la informacién genética de cada uno de la animales de la muestra.
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ADN + Herramienta genomica + Analisis

Ecuacién de prediccién

Valor Gendmico
Estimado (GEBV) =
Wy + Waka+ ...

—r

Obtencion del

valor genémico
estimado
GEBV
L (GEBV)
Sangre, esperma, Bovine SNP50,
cabello, punsada en la Bovine HD,
oreja, nasal , . .. 3kSNP, . ..

* La evaluacion gendmica es un paso muy importante, pero no es
el tnico

Figura 1.2.3.e. La seleccion gendmica involucra tres pasos principales: 1) captura de la muestras y
obtencion de ADN gendmico, 2) extraccion de genotipos y 3) Analisis de la
informacion.

Métodos bioinformaticos de analisis son aplicados a los datos para hacer estudios de asociacidn
de genes con los rasgos de importancia, con enfermedades y para obtener los GEBVs. Toda esta
informacidn resultante es integrada a los criterios para seleccionar los sementales y las vacas

gue seran utilizadas para generar las nuevas crias en el hato.

1.3 Parametros de caracterizacion de la estructura genética

Se entiende por estructura genética de una poblacién a la cantidad y distribucion de la
variacién genética presente en la misma. El conjunto de genes de una poblacién recibe el
nombre de pool génico, y su estructura genética se expresa en términos de frecuencias de los

alelos (frecuencias génicas) presentes en la poblacién y, consecuentemente, genotipicas. La
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variabilidad esta determinada por el nimero y la frecuencia de los distintos alelos del conjunto
de genes de la poblacion.

Para definir la estructura genética, o gendmica, de una especie o una poblacion, es
necesario muestrear grupos de individuos y hacer genética y/o gendmica comparativa. Los
estudios mds comunes de estructura gendmica de poblaciones son:

1. Andlisis de proporciones polimdrficas.

2. Estudios de Equilibrio de Hardy-Weinberg.

3. Estudios de Heterosigosidad.

4. Estudios de endogamia.

5. Estudio del Indice de fijacién.

6. Estudio del indice global de fijacion.

7. Caracterizacioén del desequilibrio por ligamento.

8. Estudio de la tasa de mutaciones.

9. Estimacién de la poblacion efectiva, estimacién en retrospectiva.
10. Generacidn de mapas de haplotipos.

11. Otras.

1.3.1 Analisis de Proporciones polimorficas

Se refiere a clasificar los SNPs por la frecuencia de su alelo menor (MAF). Esto nos
permite visualizar las proporciones de marcadores polimdrficos en una poblacién, e igualmente
permite ver la cobertura de marcadores informativos en un ensayo. La Figura 1.3.1.a muestra

las proporciones polimdrficas de distintas razas.
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mono 0.0-0.1 0.1-0.2 0.2-0.3 0.3-0.4 0.4-0.5
Minor allele frequency

M Indicus M African = Dairy M Beef Ml Composite

Figura 1.3.1.a. Proporciones polimérficas de 5 grupos de razas, incluyendo razas de ganado lechero,
de carne, y las evoluciones Bos Taurus, Bos Indicus y razas hibridas.

Los valores de las frecuencias del alelo menor son un indicador de la cantidad de
variabilidad genética en los seres vivos, en el caso de los organismos diploides solo hay dos
posibles alelos en cada locus y aquel que es mas frecuente en la poblacion muestreada se le

denomina Alelo Mayor (q); a su complemento Alelo Menor (p).

1.3.2 Analisis de Equilibrio de Hardy-Weinberg.

La ley del equilibrio de Hardy-Weinberg establece que cuando una poblacién se
encuentra en "equilibrio" la relacion matemdtica de los alelos Menor y Mayor se puede
representar por:

p*+2pq+q° =1
Al cumplirse la relacién se considera un buen indicador de la "salud" genética de tal poblacién.
Y para verificar su complimiento, es necesario realizar unas pruebas de desviacion de las
frecuencias observadas de los genotipos, con respecto a las frecuencias esperadas de Hardy —
Weinberg. Estadisticamente, esta corresponde una prueba prueba X° de Pearson, para
independencia de proporciones. Esto debido a que podemos obtener como proporcion la
frecuencia de cada alelo para cada SNP. La prueba es como sigue:
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Prueba X* de Pearson para independencia de proporciones:
La hipdtesis que deseamos probar es: Hp: p; = p, vs : Hi: p1 # pa.
Donde p; = frecuencia observada, y p, = frecuencias esperada; en el SNPs.

1. Calculamos la estadistica:

XZZZ”:(Oi—Ei)Z

E

donde: X° = estadistica acumulativa de Pearson.
O; = frecuencia observada.
E; = frecuencia esperada (Hardy-Weinberg).

n = numero de genotipos distintos = 3 (AA, Aa y aa).
2. Para un nivel de significancia a:

Rechazar Hp si X > def, 1
Aceptar Hg si X< def, 1-a

donde: df = numero de posibles genotipos — numero de alelos

3. Usar esta prueba sdlo si ninguno de los valores esperados es menor de 5. De lo contrario

utilice la prueba exacta de Fisher.

1.3.3 Estudios de Heterosigocidad

La presencia de alelos iguales en el mismo locus de un SNP dentro de un animal diploide

se denomina Homocigoto, puede ser Homocigoto Mayor cuando el alelo mas frecuente en el
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locus es el presente, y Menor cuando el menos frecuente aparece. En otra variante el animal
Heterocigoto es la condicion donde ambos alelos estan presentes en el SNP. Hq es la llamada
Heterosigocidad Observada, y es la frecuencia de los animales de la muestra con esa condicidn
en ese locus o SNP. H, es la Heterosigocidad Esperada, o predicha, y se puede aproximar su
estimacion, extrayendo de la ecuacion de HW el término donde se encuentran los conteos del

alelo mayor y del alelo menor:
H, =2pq=2p(1-p)
recordando también que la suma de las frecuencias relativas tiene la propiedad:
p+tq=1
de donde:

p+q)?*=1°
desarrollando la potencia del binomio:
HW =p*>+2pq+q* =1
para detectar algun posible "desequilibrio" en la relacion de Heterosigocidad, Wigginton J.E. et
al (2005) desarrollaron un procedimiento matematico para realizar la prueba exacta de HW de
tal modo que la probabilidad Py se aproxime al valor real para que la desviacién del
"equilibrio natural" de HW pudiera explicarse como algo debido a la aleatoriedad o variabilidad

normal de la distribucidon de frecuencias de los alelos en el locus del marcador SNP.

Una medida basica para cuantificar las diferencias en la estructura genética entre
individuos, grupos y sub grupos estd basada en medir el grado de heterosigosidad a nivel
individuo, sub grupo y poblacién total. La bateria de cdlculos para hacer estos estudios es
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llamada Estadisticas-F, de Wright; las cuales son un conjunto de indices que describen el nivel
de heterosigosidad en una poblacién. Especificamente, las estadisticas-F miden el grado de
reduccion en la homosigosidad comparado con los valores de Hardy-Weinberg esperados. Las
estadisticas-F son generalmente usadas para cuantificar el nivel de diferenciacién genética

entre subpoblaciones.
Su formulacion general se basa en la siguiente definicién:

Definicion de Hudson, Slatkin y Maddison (1992)

F — Hentre _Hdentro
Xentre

Donde:

Hentre Hd entro

representan el numero promedio de posiciones con diferentes

Hentre 0 Hdentro

poblacién. Dada la definicion anterior, estimamos de las mediciones jerarquicas de

y

alelos, entre dos individuos seleccionados de diferente de la misma

heterosigosidad como sigue:

H, = Heterosigosidad promedio observada por individuo dentro de las subpoblaciones.

Hs = Heterosigosidad esperada entre subpoblaciones con apareamiento aleatorio = 2pq;.

Hr = Heterosigosidad esperada en la poblacidn total con apareamiento aleatorio = 2pg.
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1.3.4 Desequilibrio por ligamiento

La asociacién no aleatoria entre los alelos de dos diferentes loci dentro de una poblaciéon
es conocida como "Desequilibrio por Ligamiento" (LD), considerando la situacion utépica de
una muestra de individuos no relacionados consanguineamente. Existen varias formas para
cuantificar la asociacion entre pares de locus, por ejemplo D y su versién maxima normalizada
D", en HAPLOVIEW se obtiene la correlacién de Pearson, dadas sus propiedades respecto del
tamariio de la muestra y frecuencias relativas con valores muy extremos. Para calcular el valor

se uso la formula:

, (D11 — P191)*
réf = —m——
(P191P292)

donde p; y p; son las frecuencias relativas de los alelos menor y mayor del SNP; en el locus #1 y
g1 Y gz son las frecuencias relativas de los alelos menor y mayor del SNP, en el locus #2, ademas
p11 es la frecuencia relativa observada a través de la poblacién muestreada, el conteo de los

animales que presentan ambos alelos menores de ambos SNP’s.

1.3.5 Coeficiente de endogamia

De las defunciones de Slatkin y Maddison, de H,, Hs y Hr obtenemos el coeficiente de

endogamia, cuya expresion es la siguiente:

Fis = Coeficiente de endogamia (Inbreeding coefficient): es la reduccién promedio de Hy en un

individuo debido al apareamiento no aleatorio dentro de una subpoblacién.
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Fis es una medida del grado de endogamia (consanguinidad) dentro de una sub poblacidn. Esta

varia desde -1 (todos los individuos son heterocigotos) a +1 (no heterocigotos observados).

1.3.6 indice de fijacion
El indice de fijacion es definido como sigue:

Fsr = indice de fijacion (fixation index): es la reduccién promedio de Hy en una subpoblacién

(en relacién a la poblacion total) debido a deriva genética entre subpoblaciones:

Fsr es una medida del grado de diferenciacidn genética entre subpoblaciones. Varia desde 0 (no
existe diferenciacion) a 1 (existe total diferenciacion, lo que significa que las subpoblaciones se

han fijado para diferente alelos).
Wright, 1978, siguiere la siguiente guia cualitativa para la interpretacién de Fsr
1. Elrango de 0.0 a 0.05 indica una diferenciacion genética pequeiia.
2. Elrango de 0.05 a 0.15 indica una diferenciacion genética moderada.
3. Elrango 0.15 a 0.25 indica una diferenciacién genética grande.

4. Valores de Fsy mayores a 0.25 indica una diferenciacién genética muy grande.

1.3.7.Estudio del indice global de fijacion
El indice global de fijacidon es la reduccion promedio de H, de un individuo en relacién a
la poblacién global. Su expresién de calculo es la siguiente:

Fir = indice global de fijacién (overall fixation index):
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Fir combina las contribuciones entre apareamiento no aleatorio dentro de subgrupos (Fis) y

efectos de deriva aleatoria en todos los subgrupos (Fst).

La relacidn entre las tres estadisticas F es la siguiente:
(l_ Fr ): (1_ Fis )(1_ FST)

1.3.8.Caracterizacion del desequilibrio por ligamento.

El desequilibrio por ligamento (LD) es un término utilizado para estudiar la asociacién no
aleatoria entre dos o mds locus, no necesariamente en el mismo cromosoma. LD es
generalmente causado por la interaccion entre genes, por ligado genético, por la tasa de
recombinacién, por la deriva genética aleatoria, por el apareamiento no aleatorio y por la

estructura poblacional.

Caracterizar el desequilibrio por ligamento de una muestra es importante porque si un
polimorfismo que esta relacionado directamente con la causa de un fenotipo no es
genotipificado en el ensayo, mantenemos cierto grado de probabilidad de detectar su efecto a
través del desequilibrio por ligamento de los marcadores que si han sido genotipificados. El
desequilibrio por ligamento es un fendmeno no cuantitativo, por lo que no existe una escala
natural para medirlo. Se han propuesto diversas formas de cuantificarlo, dentro de la cuales; las
mas usadas son los coeficientes D, D’ y r que estan basadas en los haplotipos de pares de

marcadores.
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Coeficiente de desequilibrio por ligamiento, D

Sean Ay B dos locus segregando dos alelos cada uno; A; y A, con frecuencias p; y p> en

A, y con frecuencias g1 y g, en B.

Indv 1
Indv 2
Indv 3
Indv 4
Indv 5
Indv 6
Indv 7
Indv 8
Indv 9
Indiv 10

SNP1 SNP2
Aq A
A A
A A
A A
A A,
A A,
A, A,
A A,
A, A,
A, A,

p1=6/10 gy =3/10
p>=4/10 q,=7/10

Si los SNPs segregaran alelos de forma aleatoria e independiente, entonces esperariamos que:

p11=p1q:=(6/10)(3/10) = 0.18
P12 = p1G2=(6/10)(7/10) = 0.42
P21 =Pp2 g1 = (4/10)(3/10) = 0.12
P22 = P2 G2 = (4/10)(7/10) = 0.28

Las proporciones observada en la muestra son:

Si las proporciones fueran iguales, diriamos que la muestra esta en equilibrio.

p11=2/10= 0.2
p12=4/10= 0.4
P =1/10= 0.1
p»=3/10= 0.3
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Podemos expresar la desviacién de los valores observados con respectos a los valores

esperados de la siguiente forma:

A; A, Total

A; P11=P:1G9:+D  pyp=p;a,-D  p;
Ay P21=P;q:-D  pp=p,q,+D  p,

Total q, q, 1
De la relacién anterior tenemos que: D = p;; — p1 1. Donde, D es dependiente de las frecuencias
de los alelos en los SNPs.
Coeficiente de Desequilibrio por Ligamiento, D’

Podemos calcular una versién de LD, que es no dependiente de las frecuencias de los alelos,

como sigue:

Db siD<0O
, min(p,q;, p»q,)
D’ =
D ,siD>0

min(p,q,, p.q)

Es sensitivo a las recombinaciones entre los locus, aun cuando el nimero de recombinaciones
sea muy pequeno. Tiene una caida exponencial con respecto al tiempo. Puede tener valores
grandes, indicando alto desequilibrio por ligamento, aun cuando uno de los alelos tenga una

frecuencia demasiado pequefia, lo cual lo convierte en un alelo de poco interés.

Desequilibrio por ligamiento por coeficiente de correlacién cuadrada, r*

D2
2
ro=

- p4q,.Pq,

28



Es la medida preferida por los genetistas. Es independiente de las frecuencias de los

alelos. Sus rango de valores es entre O y 1. rf=1 implica que los SNP’s proveen exactamente la

misma informacién. Existe un desequilibrio méaximo. r* = 0 cuando los SNP’s estan en perfecto

equilibrio.

1.3.9 Estudio de la tasa de mutaciones

La tasa de mutaciones corresponde a la frecuencia de aparicién de nuevas mutaciones

en un gen u organismo, a través del tiempo [20]. La tasa de mutaciones no es contante y no

estd limitada a un tipo especifico de mutacidn. Esta puede ser medida utilizando una prueba

llamada Prueba de Fluctuacién, también conocida como Experimento de Luria-Delbriick [21].

Como se muestra en la Figura 1.3.9.a, El experimento de Luria-Delbriick realiza dos

posibles pruebas: a) si la mutacién es inducida por el medio, en cuyo caso, aproximadamente el

mismo numero de mutantes se esperaria que aparecieran en cada plato de crecimiento, y b) si

la mutacion aparece de forma espontanea durante la division celular, entonces cada plato de

crecimiento tendra una nimero muy distinto de mutantes.
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(A) Induced
mutation

(B) Spontaneous
mutation

Figura 1.3.9.a. Experimento de Luria-Delbriick para medir la tasa de mutaciones.
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1.3.10 Estimacidn de la poblacidn efectiva, estimacion en retrospectiva.

La poblacién efectiva (N) dentro de una poblacién general es la cantidad de individuos
gue contribuyen genéticamente en la formacion de la siguiente generacién. En los vertebrados
esto es, los individuos que son cruzados sexualmente, y cuyos hijos forman la siguiente

generacién. Una definicidn mas técnica, en términos genéticos, de poblacidn efectiva es:

“El numero de individuos con valor positivo de endogénia en una poblacion idealizada, que
mostraria la misma cantidad de dispersion en las frecuencias alélicas, bajo efectos de deriva

genética, o la misma cantidad de endogénia que se observa en la poblacidon en estudio”.
Calculo de la poblacién efectiva:

Una forma de estimar la poblacién efectiva es utilizando una aproximacion al valor

esperado del desequilibrio por ligamento (%) en una poblacidn. Esto es:

1
E(r) = ANC+1

donde:

N = poblacién efectiva 1/(2c) generaciones en el pasado,
E(F) = promedio de los valores de r para todos lo pares de SNPs en un rango
determinado,

¢ = mediana del rango, en centiMorgans.

Procedimiento para calcular la poblacidn efectiva para generaciones especificas en el pasado:
1. Se selecciona el niumero de generaciones en el pasado, para la cual se desea

calcular la poblacidn efectiva.

2. Se estima la mediana ¢, en Morgans, del rango.
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3. Se obtiene el promedio de r* para todos los pares de SNPs en el rango
considerado.

4. Se estima N utilizando la formula:

1
E(r)=-—~
) 4Nc+1
De esto que:
_1) 1
4c| E(r?)

La Figura 1.3.10.a muestra la poblacién efectiva a través de una serie de generaciones
pasadas. En la gréfica se observa como la poblacién ha ido disminuyendo con el tiempo, y
donde han sucedidos eventos de exterminio y/o reduccion de la poblacién efectiva de distintas

razas de ganado bovino.
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Figura 1.3.10.a. Estimacion de la poblacion efectiva para las 19 rasas de ganado bovino del HapMap.
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1.3.11 Generacidon de mapas de haplotipos
Generar un mapa de haplotipos del genoma nos permite encontrar los valores exactos de alelos
tanto en locus individuales como en grupos de éstos. Igualmente nos permite definir bloques
gue son heredados de forma conjunta. Esto nos ofrece la maxima resolucién en estudios de
asociacion. Los bloques de haplotipos nos muestran de forma muy concreta la estructura

genética y nos permiten estudiar la evolucidn de las especies.

Para generar bloques de haplotipos es necesario descifrar los haplotipos de cada
individuo en la muestra. Una vez elucidados los haplotipos de los individuos de la muestra, se
aplica alguna definicion de bloque de haplotipos para obtener un mapa de sus tamafios y
posiciones en los cromosomas. A continuacién se describe una definicion de bloque de

haplotipos:
Bloques de haplotipos basados en el coeficiente de correlacién, 2. [19]

Este algoritmo inicia un bloque buscando el par de SNPs adyacentes que contenga el
valor de r? mas alto (no menor a a). Extiende el bloque hacia un SNP adyacente; si y solo si: el
valor promedio de  entre el SNP adyacente y todos los miembros actuales del bloque es
mayor a 6, y todos los valores individuales de r?, del SNP adyacente y los SNP’s miembros del

bloque, son mayores a y.
Siempre; a > 8 >y. Por default, = 0.4, 8=0.3y y=0.1

Los SNP’s adyacentes, candidatos a ser agregados a un bloque son seleccionados de

forma alternada; uno a la derecha del bloque actual y el siguiente a la izquierda, o viceversa.
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Después de identificar el primer bloque, un nuevo par de SNP’s adyacentes con el valor
de r# mas alto (no menor a a) es utilizado para iniciar el siguiente bloque. Ocasionalmente un
SNP puede ser asignado a un nuevo bloque adyacente, en este caso debemos asignar el SNP al

bloque previamente existente.

Nota: Los valores de a = 0.4, 8 = 0.3 y y = 0.1 fueron asignados debido a que mostraron tener
mejor consistencia definiendo patrones de bloques en poblaciones de prueba con la misma

region geografica.

1.4 La importancia de las pruebas de paternidad en ganado bovino

La calidad de la informacién en el registro del pedigri es importante debido a su
utilizacion en el disefio de los modelos matematicos y estadisticos usados para estimar los
EPD’s en las evaluaciones genéticas y las imprecisiones del registro de pedigri tienen un efecto

negativo en la calidad de tales predicciones.

Se ha vuelto necesario verificar las consistencia y congruencia de los registros de las
ganaderias, se han buscando posibles estrategias para atender el problema, sin embargo la
Técnica moderna mas precisa y econdmica vino a ser la genotipica, con las nuevas tecnologias
de captura, purificacion, amplificacién y lectura del DNA mediante el uso de SNPChips, permite

actualmente a muy bajo costo certificar la paternidad y los registros de pedigri.

1.5 Pruebas de paternidad utilizando marcadores genéticos

En situaciones donde solamente se encuentran padres putativos el uso de SNP’s en la

prueba de paternidad resulta muy atractivo, la exclusion de los supuestos padres en un trio que
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pertenece a una poblacion en condiciones favorables puede simplificarse bastante ante el
hecho de hallar unicamente dos alelos en cada locus.

Segun la informacidn de los haplotipos o genotipos disponibles se pueden completar
dos tipos de pruebas en la exclusion utilizando los alelos y su frecuencias relativas [22]:

Para un padre:

n n n
P=1—4Zpi2+2(2p> + 4 pl—3 pi
¢ i=1 i=1

i=1 -

Para dos padres:
n n n n n n n
P=1+ 4229{‘ - 42195 = 3219? - 8(210?)2 + 8(21@?)(21@?) + 2(210?)2
i=1 i=1 i=1 i=1 i=1 i=1 i=1
Las probabilidades se calculan para cada locus probado, donde p; es la frecuencia
relativa del alelo i, n el numero de alelos (usualmente 2 por SNP para organismo diploides). El
poder total de exclusién se calculo combinando todas las probabilidades P de cada unos de los
locus, con la siguiente formula:
Q=1-(1,-,Pi)(1,-,Px)(L, - ,P3)..(1, - ,Py),

donde k es el numero de locus usado[23].
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CAPITULO IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

2.1 Planteamiento del Problema

La calidad de los registros de pedigri en las ganaderias implica un trabajo arduo y
metddico, la cantidad de factores que pueden alterar la exactitud del mismo es grande vy
cambia segun el sistema de produccion (estabulado, extensivo o combinado), por lo que se ha
tenido que recurrir a pruebas genéticas para identificar con mayor precisién y exactitud los
padres y ancestros de cada animal. Otra vertiente es la trazabilidad o rastreabilidad de los
productos del ganado bovino, es decir identificar correctamente el origen de un corte de carne,
o un vaso de leche calificada como orgdnica, asignando asi la responsabilidad al productor
cuando haya un incumplimiento en los estdndares especificados para su producto. El estudio
del genoma, el varioma y el transcriptoma de los bovinos estd incidiendo en la identificacién de
marcadores SNP’s significativos para multiples propdsitos; como un minimo costo, mayor
precision y exactitud en las predicciones, convirtiéndose en un elemento clave para la seleccién

de empadramientos, en el proceso de mejora genética mediante seleccién gendmica.

2.2 Objetivo general

Encontrar una combinacién de marcadores SNP’s que mejore significativamente el
proceso de verificacion de Pedigris, reduciendo la cantidad de marcadores, simplificando los
calculos, y reduciendo costos del procesamiento fisico de los laboratorios bio-moleculares e

informaticos

35



2.3 Objetivos especificos

Estudiar a variabilidad de los SNP’s propuestos por ISAG e ICAR en los paneles de
pruebas de paternidad, analizando su posible estructura y patrones de variabilidad
alélica.

Comparar la poblacion Hereford Mexicana con los datos del Bovine HapMap Project
para evaluar las diferencias, distancias y posibles estructuras.

Discriminar aquellos SNP’s que aportan una cantidad menor de informacién
relevante para el éxito del proceso. Reduciendo la cantidad de SNP’s necesarios,
identificando aquellos exclusivos o indispensables para la poblacion Hereford

México.
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CAPITULO I1l. DESCRIPCION DE LOS DATOS

3.1 Datos de ganado Hereford

La ganaderia Hereford de México aportd 1317 animales registrados provenientes de 4
regiones del pais y 18 unidades de produccion relevantes de acuerdo a la produccién anual
reportada en el afio 2015. La seleccién de cada elemento muestral fue aleatoria dentro de cada
unidad de produccién y el trabajo de campo para la obtencién del fluido sanguineo se
desarrollé durante el verano del 2016, mediante un equipo de Técnicos entrenado para tal
propdsito y contando con el apoyo del personal de cada una de las UPR’s (Unidad de
Produccién Representativa) muestreadas, se detecto un total de 218 trios. Los animales en el
estudio fueron segregados y manejados siguiendo las directrices de investigacién en seres vivos
planteadas en las Normas Mexicanas para el estudio de especies de interés zootécnico NOM-
003.Z00-1994, NOM-062-Z00-1999 ademds la CONARGEN (Consejo Nacional de los Recursos
Genético Pecuarios) y la SAGARPA (Secretaria de Agricultura Ganaderia Desarrollo Rural Pesca y
Alimentacién) contribuyeron en el disefio y la supervision durante todas las etapas del trabajo

de campo para el adecuado cumplimiento de las disposiciones legales pertinentes.

3.1.1 Obtencidn de las muestras sanguineas

La sangre utilizada para la extraccidon y Genotipificacion de los marcadores polimérficos
de nucledtido simple (SNP’s) se obtuvo de una de las orejas localizando a simple vista alguno de
los vasos sanguineos mediante puncidn con agujas esterilizadas nuevas vy el fluido depositado
por gravedad en tarjetas Whatman ® FTA las cuales fueron posteriormente introducidas en el
sobre metalizado provisto en el kit, mismo que fue usado para la preservacién y transporte del
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ADN desde México a GeneSeek® en Lincoln, Nebraska, Estados Unidos de Norte América. Los
laboratorios de esta empresa han sido certificados para cumplir con los procedimientos
estandar aprobados por la ISAG (International Society for Animal Genetics) y el ICAR
(International Committee for Animal Recording). Ahi se extrajo, depurd y amplificé el ADN, se
identificaron y validaron los alelos de los marcadores presentes en cada animal y pertinentes a
cada uno de los 206 SNP’s del panel de paternidad para razas bovinas, también aprobado por

los organismos internacionales mencionados.

3.1.2 Organizacion y depuracion de los datos

Una vez recibidos los resultados del proceso de lectura de los marcadores SNP’s en
GeneSeek®, de acuerdo al orden de los lotes (grupos de animales) muestreados, se ensamblo
una Base de Datos en forma de genotipos con 206 locus de marcadores, cada uno con su par de
alelos y distribuidos a través de los 29 cromosomas autosomales de los 1317 animales.
Asimismo se acopld una segunda Base de Datos en forma de haplotipos de alta densidad (~735
kbp) obtenida directamente del Bovine Hapmap Consortium y construida a partir de 27
sementales de corte internacional. Para hacer posible la confrontacion entre ambas Bases, se
aplicé un cédigo escrito especialmente para tal propésito utilizando el lenguaje de
programacion PERL (Practical Extraction & Reporting Language), mediante el cual se extrajeron
de la Base de alta densidad (HapMap) los marcadores de Paternidad correspondientes al panel
de ganado Hereford México y se ordenaron coincidiendo con la estructura de datos del archivo

preparado con la informacion recibida de GeneSeek®.
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Ambas Bases de Datos fueron filtradas usando idénticos criterios de control de calidad,
pero de forma independiente en cada archivo, en la Tabla 3.1.2.a, se presentan los valores

discriminantes en cada criterio, tanto para marcadores SNP’s como para animales.

CRITERIO SNP’s ANIMAL
Alelos en locus Alelos en locus
Errores Mendelianos >2 <2
por columna 6 fuera de protocolo
. . Monomorfico Monomorfico
No informativo . . . .
(no informativo) (no informativo)
Datos faltantes >5% >5%
(No Call Rate) Por columna Por renglén
Frecuencia de Alelo Menor <0.05 No Aplica
Hardy-Wei
ardy-Weinberg P(vaton< 0.15 No Aplica

(Prueba exacta de Fisher)

Tabla 3.1.2.a. Criterios y valores de exclusién para Control de Calidad.

Después de aplicar estos criterios de calidad a la muestra genotipada de la poblacién
Hereford Mexicana la Base de Datos filtrada incluyd un total de 171 marcadores SNP’s vy
Unicamente un animal fue excluido, totalizando 1316 individuos validos en la muestra. El
promedio de lecturas alélicas obtenidas (Gen Call Rate) por marcador fue de 97.85% + 0.603%

y por animal 98.3% + 0.031% .

3.2 Datos del consorcio HapMap bovino

Los datos crudos del Bovine HapMap Consortium se integraron desde 29 archivos

diferentes, uno para cada cromosoma autosomal, conteniendo en promedio 25,350 bp de
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alelos por cromosoma y un total de 735,158 bp, en forma de haplotipos. Se lograron identificar
160 marcadores SNP’s (coincidentes) como materia prima para el estudio y en la Tabla 3.2.1.a
se presenta un resumen por cromosoma, indicando la convergencia de los controles de calidad

en ambas fuentes.

GENOTIPOS GENESEEK® HAPLOTIPOS HAPMAP
CROMOSOMA
CRUDOS FILTRADOS CRUDOS FILTRADOS

1 11 10 46,492 10
*2 10 9 40,047 8
3 8 7 35,573 7
4 8 6 34,968 6
5 9 7 34,828 7
*6 9 8 35,512 6
7 10 8 33,164 8
8 6 4 33,518 4
9 5 4 31,052 4
10 9 8 30,442 8

11 11 10 32,008 10
*12 5 5 26,120 4
13 6 6 23,591 6
14 5 3 24,774 3
15 5 4 24,750 4
16 8 8 24,177 8
*17 8 8 22,263 5
*18 7 6 19,385 5
19 9 7 18,906 7
20 6 5 21,488 5
*21 7 7 21,173 6
22 8 6 18,032 6
23 4 3 15,214 3
24 4 3 18,618 3
25 5 3 12,931 3
*26 4 4 15,241 2
27 6 3 13,149 3
28 5 5 13,035 5
29 4 4 14,707 4

TOTALES 202 171 735,158 160

*Al menos un SNP no coincidente con el HapMap.
Tabla 3.2.1.a Cantidad de marcadores SNP’s Iniciales y Finales.
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Los haplotipos de marcadores SNP’s del HapMap coincidentes y posteriormente
filtrados para control de calidad arrojaron un nimero de lecturas alélicas obtenidas por locus
(Gen Call Rate) del 100% idénticamente para cada uno de los 27 animales muestreados dentro
del panel internacional seleccionado por el Consorcio.

En 7 de los 29 cromosomas se presentd al menos una omisién en la coincidencia de
marcadores con las lecturas obtenidas de GeneSeek®, un total de 11 SNP’s del HapMap se

omitieron en los analisis posteriores.
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CAPITULO IV. ANALISIS Y RESULTADOS

Para los cdlculos necesarios en la estimacidn de los pardmetros de variabilidad alélica se
utilizaron los "Haplotipos" dadas sus propiedades de heredabilidad y que ademds a su vez
facilitan la trazabilidad de los bloques de DNA recombinados durante la meiosis; en el caso del
material genotipado en GeneSeek® proveniente de animales Mexicanos se tuvo que agregar
una etapa adicional intermedia antes de procesar la informacidon en el analisis numérico,
mientras que en el caso del HapMap se recibieron los alelos ordenados y agrupados ya en

forma de haplotipos por lo tanto no se requirié de preprocesamiento alguno.

4.1 Estimaciones para la reconstruccion de Haplotipos Hereford México (PHASE)

La reconstruccion de Haplotipos de animales genotipados de la ganaderia Hereford
Mexicana se basé en el trabajo de Stephens et al.(2001), Stephens and Scheet (2005) con su
programa computacional PHASE 2.1.1 en sistema operativo LINUX el cual implementa un
algoritmo basado en estadistica Bayesiana que toma en cuenta la caida del desequilibrio por
ligamiento al aumentar las distancias entre los marcadores involucrados asi como la posible
tasa de recombinacion encubierta por el fenédmeno, sin embargo el efecto es mayor cuando la
densidad de marcadores es muy grande vy las distancias entre ellos muy pequefias, no es el caso
aqui, solamente tenemos 171 SNP’s y las distancias entre ellos dentro de cada cromosoma son
demasiado grandes. La informacion de los trios de animales identificados (218) no se incluyd en
el proceso de reconstruccién, para posteriormente utilizar la informacién como validacion de la

calidad de las estimaciones del algoritmo de PHASE.
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Para alimentar el programa se prepararon con un codigo propio en PERL 29 archivos con
extension ".inp" para declarar los datos de entrada. Como resultados del proceso
computacional PHASE 2.1.1 exporta los haplotipos estimados en un archivo por cromosoma
extension ".out_pairs" y dentro del mismo a cada animal se le puede reportar una de dos
diferentes condiciones; primero, en caso de unicidad del haplotipo sugerido hay un resultado
Unico por lo tanto la asignacidén es automadtica, pero en segunda instancia, otra situacién se

presenta cuando hay mas de un haplotipo posible, entonces se enlistan todos los haplotipos

candidatos cada uno con su probabilidad estimada pero discriminando aquellos con P < 0.001.

El Grafico 4.1.a presenta la cantidad de haplotipos posibles segiin las combinaciones de

alelos usados en cada cromosoma, el promedio del conteo fue de 159 + 47.

1019 PARETO DE HAPLOTIPOS POSIBLES POR CROMOSOMA

256 253 248 248 242

128 128 126

66 64 64 64 64
32 32 30 15 15 16 16 16

1 11 2 7 6 16 17 10 5 21 19 3 4 13 18 22 12 20 28 8 9 15 26 29 14 23 24 25 27

Grafico 4.1.a. Contribucion de cada cromosoma a las frecuencias de posibles haplotipos.
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Un cddigo en PERL se disefio para extraer del archivo con extension ".out_pairs" los
haplotipos correspondientes a cada animal, ya sean caso Unico o de lo contrario identificando el
haplotipo con el par de cadenas mas probable. La lista depurada de cada cromosoma se

formated de modo que pudiera ser usada como entrada de datos para el programa HAPLOVIEW

con una extension ".ped".

El cromosoma 1y 11 son los mas abundantes en SNP's muestreados y por lo tanto, dado
gue la cantidad de posibles combinaciones de alelos en los haplotipos es geométrica, resultan
los primeros en el orden de contribucién al total, sin embargo hay una diferencia considerable
(A=1019-942=77) en su conteo. El Grafico 4.1.b enfatiza la relacion geométrica y el alto valor
del determinante R? abona en la demostracion, sin embargo ya se logra percibir una sefial de
diferencia en el segmento de los cromosomas 3,5,19,21 todos con 7 SNP's pero cada uno con

diferentes cantidades de posibles haplotipos.
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900 1 CORRELACION ENTRE LA CANTIDAD DE SNP's /’
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800 - |
700 | ’/
600 -|
y = 1.0307e0-6821x /
500 | R2=0.9935 ./
400 - /
300 - /
A
200 | f_/"
e
w!|
------------ - °
o @=szmsmmasene @ o | ‘ | | ‘
3 4 5 6 . : 9 -

Grafico 4.1.b. Correlacion de SNP's muestreados por cromosoma y la cantidad de posibles haplotipos.
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Las frecuencias haplotipicas por cromosoma después de la seleccién (optima) para la
reconstruccion mas probable se pueden apreciar en el Grafico 4.1.c nétese que algunos
cromosomas no siguen el mismo orden que el de las frecuencias posibles y es mas evidente el

caso de los cromosomas ya mencionados.
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Grafico 4.1.c. Frecuencias de haplotipos optimizados por cromosoma para la mejor reconstruccion posible.

Para la validacién de calidad del proceso de reconstruccion de haplotipos, se
contrastaron los haplotipos predichos para cada descendiente en cada trid, con los haplotipos
de sus padres putativos, registrando las no coincidencias para cada locus, sin penalizar los casos
donde ambos alelos fueron predichos erréneamente, es decir , ambos Padres con Alelo Mayor
vs hijo con ambos alelos menores y viceversa. De un total de 67,846 posiciones comparadas, se
detectaron 5,671 diferencias, lo que arroja una tasa de 8.36% de posibles fallas en Ia
reconstruccién de los haplotipos, sin embargo usar la estimacion de haplotipos resulta la mejor
opcién para el andlisis del Ganado Mexicano en este estudio.
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4.2 Estimadores de Variabilidad Alélica como indicadores de Variabilidad Genética
(HAPLOVIEW)

Ambas bases de datos conteniendo los haplotipos reconstruidos fueron procesadas por
separado y de forma independiente, utilizando el Interface Gréfico de Usuario del Programa
HAPLOVIEW 4.2 desarrollado por Barret, J.C. et al (2005). Se analizaron cada uno de los 58
(58/2=29) archivos por separado y los resultados se concentraron en un archivo tipo ".csv" y asi
facilitar el desarrollo del analisis final. En la primera etapa del proceso computacional
HAPLOVIEW desempefid un nuevo filtrado de calidad para cada marcador, en la Tabla 4.2.a se
presentan las etiquetas de columna en la salida de resultados primarios. Es relevante
mencionar que los limites de este segundo filtro no son los mismos de la primera etapa, cuando
las lecturas mostraban genotipos, en HAPLOVIEW se dan de entrada haplotipos reconstruidos

mediante el algoritmo de PHASE .

ETIQUETA .
DESCRIPCION
HAPLOVIEW
# Numero del Marcador
Name Identificacion del Marcador especificada en el Archivo _entrada.info
Position Posicidn del Marcador especificada en el Archivo_entrada.info (bp)
ObsHET Heterosigocidad observada
PredHET Heterosigocidad predicha (esperada)
HWpval Equilibrio de Hardy-Weinberg (P, 4. )=Hipotesis Nula de equilibrio
%Geno Porcentaje de genotipos no-faltantes
FamTrio Cantidad de trios genotipados
MendErr Numero de errores hereditarios Mendelianos (=0 para animales sin pedigri)
MAF Frecuencia del alelo menor (p=1-g)
Alleles Identificacidn de la base correspondiente a cada alelo (A, T, C, G)
Rating Identificador de la discriminacidn del marcador por no cumplir algun(s) criterio

Tabla 4.2.a. Descripcion de las etiquetas de columna en los resultados de HAPLOVIEW
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4.3 Resultados para frecuencias MAF, He , H, y HW

Aln y cuando los cromosomas 1y 11 presentaron la mayor frecuencia de haplotipos
entre los 29 cromosomas, en la poblacién Hereford México el MAF correspondiente los sitla en
la 4a y 17ava posicidn respectivamente, el Grafico 4.3.a ensefa el Pareto de la contribucién

promedio al MAF por cromosoma.
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0-35 0.34 0.34
=% 0.33
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-290.29 9 78
028 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27 0.26

29 27 22 1 8 12 25 5 6 21 17 16 18 4 7 28 11 3 14 20 10 19 24 26 15 2 23 13 9

Grafico 4.3.a. MAF para el Hereford Mexicano.

Agrupando la informacién del MAF por marcador, de forma independiente a su
cromosoma, los valores indican una diferencia importante entre las poblaciones México y
HapMap. En el Grafico 4.3.b se construyd un comparativo agrupando por clases de menor a
mayor, y se agregd una linea de regresién lineal simple enfatizando la tendencia en ambas
muestras. El cruce de las lineas en el centro de la distribucién aporta evidencia en la hipdtesis
de una posible diferencia en la variabilidad alélica entre las poblaciones.

En el Grafico 4.3.c los MAF por SNP del ganado Hereford HapMAp, los cromosomas 1
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Grafico 4.3.b. MAF comparativo agrupado para ambos origenes de informacion.

y 11 tienen el mismo orden de aparicion que en Hereford México, pero los valores no estan

ordenados de Mayor a menor, por lo tanto su ubicaién real es la 2a y 4a posicion , la

contribucién del cromosoma 11 sugiere una mayor importancia en la variabiliadad alelica del

ganado HapMap.
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Grafico 4.3.c. MAF para el Hereford del HapMap.
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Debido a que la He depende directamente de la frecuencia relativa del alelo menor,
dado que participa en su calculo de estimacion, la Ho resulta una mejor indicadora de la
cantidad de variabilidad de alelos en la poblacién muestreada. En el Grafico 4.3.d se presenta la
contribucién de cada marcador a la H, resaltando que 36% de los marcadores del panel

Hereford México tiene H, por arriba de 0.46 , casi la mitad de la muestra de animales de la

poblacién tienen una alta H,.

36.3%

HEREFORD MEXICO Ho

y =-0.136In(x) + 0.3058
R?=0.8808

6%

5.3%

0.46-0.53 0.41-0.45 0.36-0.4 0.31-0.35 0.26-0.3 0.21-0.25 0.16-0.2 0.11-0.15 0.06-0.1 0.01-0.05

3.5% 3.5% 3.5%

Grafico 4.3.d. Heterosigocidad Observada en Hereford México.

En cambio en el panel internacional muestreado por el HapMap Consortium se aprecia
una diferencia alta de 8.48% en la frecuencia de SNP’s con H, entre 0.41 a 0.45, tal como lo
muestra el Grafico 4.3.f , ademas un total de 55.21% de los SNP’s tienen H, entre 0.45 hasta
0.53, sin embargo la pendiente de la linea de regresion logaritmica es muy similar en ambos

casos (-0.136, -0.131), coincidiendo la tendencia a lo largo de los 29 cromosomas en ambas

poblaciones.
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Grafico 4.3.e. Heterosigocidad Observada en Hereford HapMap.

4.4 Resultados del Desequilibrio por Ligamiento

Unicamente se considerd el LD dentro de cada cromosoma, y se identificaron aquellos
pares de marcadores con los valores mas altos de asociacion r?, sin embargo, la condicién de las
distancias entre ellos dificultd su poder de discriminaciéon, Unicamente 6 pares de marcadores
mostraron una leve presencia del fendmeno, en el Grafico 4.4.a se puede observar la caida del

LD aun a distancias tan grandes, pero los valores de r? son irrelevantes para el caso.
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Grafico 4.4.a. Grafico de caida de LD por distancia en Bases Par (bp)
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En cuanto a los resultados de D como estimador de LD, en el Grafico 4.4.b puede

apreciarse mejor la funcién de caida y su ecuacion de regresion logaritmica.
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Grafico 4.4.b. Caida de LD por la distancia en Bases Par (bp)

4.5 Seleccion de Marcadores significativos para Paternidad México

Basandose en la H, como la mejor fuente de discriminacidn para la informatividad de los
SNP’s se seleccionaron desde el Pareto de H, y sin importar el cromosoma de origen, 80
marcadores quedaron como los candidatos viables para iniciar el proceso de estimacion del

Poder Acumulado de Exclusion Q. El Grafico 4.5.a muestra los valores de Ho.

0.6
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Grafico 4.5.a Heterosigocidad Observada en el Ganado Hereford México.
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CAPITULO V. DISCUSION DE RESULTADOS

Tal como se puede apreciar en el Grafico 5.1.a el Poder de Exclusion Acumulado (Q) de la

prueba de paternidad, aumenta al adicionar la cantidad de SNP’s en el algoritmo de computo,

Fernandez, M.E. et al (2013) demostraron las ventajas del uso de SNP’s en ganado Angus

Argentino y sus resultados sugieren en ese caso un minimo de 24 para igualar los resultados

encontrados con el set de STR’s (Short Tandem Repetitions) recomendado por el ISAG.
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Grafico 5.1.a Poder de Exclusion de la Prueba de Paternidad vs cantidad SNP’s

En el estudio desarrollado por Werner, F.A.O. et al (2004) se encontraron 37 SNP’s como

una base fiable en un Panel de Paternidad para razas de bovinos lecheras Europeas. Sin

embargo las caracteristicas de los sistemas de produccién y de crianza varian significativamente
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de los usados para la produccion de Carne, Van Eenennaam A.L. et al (2014) comprobaron
paneles de 36 y 40 SNP’s en Ranchos comerciales grandes en Estados Unidos de Norte América,
incluso utilizaron la informacién de los marcadores para la evaluaciéon genética del ganado

(EPD’s).

Los resultados encontrados en el panel de paternidad aplicado a la raza Hereford
Mexicana, demuestran que con un minimo de 63 SNP’s seleccionados con el procedimiento
aqui descrito, es posible replicar resultados equivalentes al panel de 206 SNP’s adquirido para
el estudio, cuando se tiene informaciéon de ambos padres, en el caso de solamente contar con
informacién de uno de ellos la potencia de la prueba requiere de mayor cantidad de
marcadores para alcanzar un nivel maximo 72 para el Haplotipo 1 y 74 para el Haplotipo 2.

Considerando que los marcadores SNP’s son los recomendados por ISAG e ICAR para los
estudios de paternidad para cualesquier bovino a nivel mundial, se supone que son altamente
informativos y que algunos de ellos aplican mejor a razas Bos Taurus o Bos Indicus, por eso se

podria explicar facilmente la cantidad de informacion redundante en el panel.

53



CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

Se ha demostrado que con 63, 72 y 74 marcadores SNP’s; con ambos padres putativos,
con un padre putativo y con una madre putativa, respectivamente, es factible y viable realizar
pruebas de paternidad en ganado Hereford Mexicano, sin demerito alguno en las
probabilidades de exclusion o los Niveles de Confianza de la prueba. Permitiendo asi sugerir un
panel con 65 marcadores SNP’s suficientes para cumplir con ese propdsito, equivalentes al

panel internacional general de 206 SNP’s.

En un futuro se pretende continuar con otras razas de México, integrando una red de
investigadores para la zona Noroeste del pais, donde actualmente se usa ganado Angus,

Brangus, Limousin, Charolais y Criollo.
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ANEXOS

Chrom A2 D' MAF Ho He Hwpval
1 0.02371 0.15038 0.35250 0.39240 0.43110 0.15442
2 0.01681 0.22175 0.24733 0.34633 0.35433 0.40183
3 0.03427 0.21913 0.28243 0.33700 0.34900 0.50520
4 0.03273 0.32707 0.30833 0.40150 0.41017 0.53030
5 0.04224 0.28476 0.31957 0.38700 0.39700 0.37363
6 0.01536 0.17418 0.31938 0.37613 0.38588 0.23795
7 0.01993 0.22196 0.29313 0.37838 0.38825 0.39909
8 0.02783 0.24750 0.34175 0.38350 0.40375 0.31243
9 0.02050 0.28883 0.18750 0.25800 0.26975 0.39245
10 0.01307 0.23143 0.26725 0.33838 0.35113 0.31334
11 0.01907 0.21631 0.28840 0.37700 0.38060 0.32965
12 0.04330 0.28310 0.34140 0.42720 0.44140 0.29968
13 0.01760 0.30487 0.19200 0.24867 0.28200 0.27795
14 0.05667 0.32800 0.27833 0.38100 0.39033 0.28800
15 0.01900 0.34150 0.26250 0.32875 0.35925 0.23635
16 0.01993 0.24475 0.31013 0.36250 0.37525 0.41663
17 0.03529 0.19132 0.31100 0.40338 0.41150 0.28843
18 0.03427 0.28207 0.30917 0.38317 0.40400 0.36555
19 0.02319 0.33186 0.26700 0.33829 0.34243 0.31469
20 0.01550 0.26120 0.27160 0.34780 0.36420 0.42450
21 0.02948 0.22205 0.31486 0.41657 0.42271 0.40777
22 0.02553 0.20627 0.36950 0.41900 0.44917 0.20845
23 0.02200 0.35000 0.23533 0.28000 0.29033 0.43467
24 0.01700 0.26967 0.26600 0.34900 0.35600 0.27813
25 0.02733 0.26500 0.33267 0.43367 0.42467 0.38320
26 0.02700 0.22300 0.26500 0.35675 0.36850 0.30800
27 0.02400 0.18467 0.39867 0.45067 0.47467 0.18787
28 0.01940 0.27390 0.29000 0.33160 0.35780 0.35604
29 0.08533 0.31367 0.42225 0.44625 0.46975 0.28973

Genome 0.02482 0.23555 0.29805 0.36875 0.38340 0.33611
AVGxChr 0.02784 0.25725 0.29810 0.36827 0.38293 0.33503
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SNP CROMOSOMA POSICION SNP CROMOSOMA  POSICION

ARS-USMARC-569 17 30360942 AY943841 1 138583183
AY761135 1 127426647 BAC-19454 16 13695211
AY776154 2 26997623 BAC-27364 1 8437530
AY841151 2 45832887 BAC-35552 2 12823369
AY842473 3 49703647 BES10_Contig566_926 24 6408329
AY842474 3 51976646 BTA-100621 22 25598780
AY842475 4 20181749 BTA-103548 20 30928803
AY842475 4 20181749 BTA-107561 6 29556343
AY844963 5 98102349 BTA-109898 21 27927781
AY844963 5 98102349 BTA-112834 4 72987997
AY849380 6 90562665 BTA-11701 11 61989432
AY849381 6 23562312 BTA-122724 19 4670556
AY850194 8 59996431 BTA-122725 13 83437845
AY851162 11 46411100 BTA-136127 21 62028408
AY851163 11 103047474 BTA-163266 27 10764825
AY853302 13 47397987 BTA-30857 12 80058952
AY853303 13 75383374 BTA37062 15 51528617
AY856094 29 9160939 BTA-40051 16 72931875
AY857620 16 67607778 BTA-40319 16 19882683
AY858890 17 29936157 BTA-41809 17 67216420
AY860426 17 56512519 BTA-47447 2 41938704
AY863214 18 46647177 BTA-59790 25 27912102
AY914316 18 48812014 BTA-63031 27 41049981
AY916666 19 44799390 BTA-73768 5 67031023
AY919868 20 46066109 BTA-80741 7 13279972
AY929334 23 7219975 BTA-83292 22 54103673
AY937242 23 27306795 BTA-92021 11 9385008
AY939849 24 56415794 BTA-92999 11 36713471
AY941204 25 14683151 BTA-97415 6 44461834
AY942198 25 40851475 BTB-00188171 4 57787437
DQ786757 2 111155237 BTB-00394801 9 59383405

UA-IFASA-6532

N
N

21770149 BTB-00420215 10 44920804
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SNP CROMOSOMA  POSICION SNP CROMOSOMA POSICION
BTB-00818821 21 40408803 DQ786758 7 18454636
BTB-01057979 1 114085424 DQ786759 7 94259472
BTB-01285245 1 63277846 DQ786760 10 14673344
BTB-01371672 15 50566485 DQ786761 10 44103665
BTB-01416427 19 52911677 DQ786762 10 81572252
BTB-01478115 4 42103377 DQ786763 12 11824653
BTB-01902778 6 114165533 DQ786764 12 25668974
BTB1980499 12 61345454 DQ789028 6 46936182
DQ381152 17 17616950 DQ832700 12 80629629
DQ381153 1 3249057 DQ837643 11 66341589
DQ404149 1 99314925 DQ837644 8 88974063
DQ404150 1 59409838 DQ837645 11 24553007
DQ404151 1 151349514 DQ837646 11 1703612
DQ404152 2 5306838 DQ839235 3 116448759
DQ404153 29 44756502 DQ846688 5 119261609
DQ422949 2 65069037 DQ846688 5 119261609
DQ422950 3 3129167 DQ846690 14 10171919
DQ435443 3 58040470 DQ846691 14 48380429
DQ451555 1 29524658 DQ846691 14 48380429
DQ468384 5 113137320 DQ846692 14 80082923
DQ470475 5 7651053 DQ846692 14 80082923
DQ485413 4 94176209 DQ846693 16 9855276
DQ489377 3 98188384 DQ846693 16 9855276
DQ500958 5 27825118 DQ846694 16 33521338
DQ647186 4 17200594 DQ846695 16 80747557
DQ647187 3 21146877 DQ866817 15 38078775
DQ647188 4 118165814 DQ866817 15 38078775
DQ647189 5 63273386 DQ866818 15 79187295
DQ647190 6 13897068 DQ888309 7 8272794
DQ650635 7 55116289 DQ888309 7 8272794
DQ650636 8 28799249 DQ888310 17 887216
DQ674265 8 106174871 DQ888311 19 8505317
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SNP CROMOSOMA  POSICION SNP CROMOSOMA  POSICION
DQ888312 19 36437188 EF093510 22 46211533
DQ888313 20 17837675 EF093511 21 26620013
DQ916057 7 81591587 EF093512 27 15141319
DQ916058 8 1554706 EF141102 27 37513923
DQ916058 8 1554706 EF150946 26 13229219
DQ916059 18 23426214 EF164803 19 55174260
DQ984825 10 98230479 Hapmap59876 2 13853729
DQ984826 14 27751888 NGS-10035 26 39952154
DQ984827 10 55611885 NGS-101456 7 82825197
DQ984828 20 676757 NGS-102169 27 12930436
DQ990832 22 11038205 NGS-106015 6 61199572
DQ990833 24 15447771 NGS-111053 5 72264603
DQ990834 26 8221270 NGS-111076 21 21220448
DQY995976 21 3088886 NGS-111114 10 84446642
DQY995977 24 1854953 NGS-112094 13 69187742
EF026084 19 15345312 NGS-112325 12 79643103
EF026085 21 65198296 NGS-11383 17 12891997
EF026086 28 35331560 NGS-114006 25 20114319
EF026087 13 1982209 NGS-117319 16 12238539
EF028073 18 1839733 NGS-117322 11 77884744
EF034080 29 28647816 NGS-118319 17 9279323
EF034081 13 25606469 NGS-118340 18 26844474
EF034082 22 56526462 NGS-119662 6 118292328
EF034083 25 3126438 NGS-14740 9 14436985
EF034084 27 21480570 NGS-15506 5 88334676
EF034085 28 5913226 NGS-15731 96936145
EF034086 26 38233337 NGS-24419 22 11756783
EF034087 28 16097749 NGS-26517 21 52139183
EF042090 15 21207529 NGS-27577 7 26066004
EF042091 28 44261945 NGS-31640 9 52430564
EF089234 23 50884052 NGS-31807 10 61684704
EF093509 22 22573121 NGS-36513 19 17236707
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SNP CROMOSOMA  POSICION
NGS-38423 3 12709854
NGS-38620 18 64382705
NGS-39978 2 5757355
NGS-42283 11 95543411
NGS-42505 14 62478242
NGS-55943 15 64628706
NGS-57711 19 40692429
NGS-67146 2 118773633
NGS-70946 10 14574453
NGS-72471 7 103375625
NGS-76191 11 62732451
NGS-76330 28 33449126
NGS-86662 1 40206017
NGS-93119 28149131
NGS-96125 20 58449212
rs29010990 8 103137122
rs29012198 4 110776624
rs29012632 9 83320792
rs29018046 2 13853729
rs29023153 18 6776532
rs29023471 7 81668727
SCAFFOLD86180_8791 23 41700829
SCAFFOLD90561_9460 20 2289049
UA-IFASA-5034 29 29052623
UA-IFASA-6532 22 21770149
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