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RESUMEN

Las sefiales de seleccion (SS) son definidas como regiones en el genoma que albergan variaciones
funcionales importantes en secuencias de ADN y que han estado sujetas, ya sea a presion natural
o artificial, dejando un patron especial en dichas regiones. Existen diversos métodos para detectar
SS, entre ellos los basados en la Homocigosidad Haplotipica Extendida, EHH (Extended
Haplotype Homozygosity por sus siglas en inglés) definida como la probabilidad de que dos
cromosomas elegidos al azar que portan el mismo alelo en un SNP particular (SNP focal), sean
idénticos por descendencia para todo un intervalo (bloque), desde el SNP focal a una distancia
dada en torno a él. Una extension de EHH es el estadistico iHS (Integrated Haplotype Score, por

sus siglas en inglés), que compara EHH entre los alelos ancestrales y derivados en una poblacion.

El objetivo de este trabajo de tesis fue detectar la presencia de sefiales de seleccion positiva en 19
linajes bovinos, mediante el analisis de iHS en haplotipos de alta densidad. La informacién
genética provenia de 507 especimenes de ganado bovino cuyos linajes pertenecen a las

subespecies: Bos taurus y Bos indicus.

Después de aplicar los filtros de calidad, el namero promedio de marcadores retenidos por
cromosoma fue de 546,961 SNPs, lo que equivale al 73.62 % de los SNPs autosomales

comprendidos en el BovineHD Genotyping BeadChip.

Para el calculo de iHS se utilizé la paqueteria rehh en el entorno de programacion R, se
promediaron los valores absolutos de iHS a lo largo de todo el genoma en regiones sin traslape de
500 Kb de longitud (|iHS]). Se generaron graficas de Manhattan para observar la distribucion de
los valores de |iHS| estandarizados y se establecieron como regiones significativas aquellas que

superaron el valor extremo 2.33, que representa un intervalo de confidencia del 98 % (¢=0.02). El

Vil



analisis reveld sefiales de seleccion positiva de intensidad variable en las 19 razas, con un valor

promedio de regiones significativas por raza de 51, lo que corresponde al 1%.

Se analizaron las 5 regiones més significativas para inspeccionar la presencia de elementos
anotados utilizando la base de datos btaurus_gene_ensembl (BioMart) y la base de datos
AnimalQTLdb para rasgos de produccién asociados. Numerosos elementos genéticos como genes,
pseudogenes, transcritos de RNA 'y QTL fueron detectados, mayormente vinculados a procesos de
produccion, reproduccion, metabolismo y sistema inmune, algunos de los cuales han sido

reportados es estudios previos.



ABSTRACT

Selection signatures (SS) are defined as regions of the genome that harbor functionally important
sequence variants and therefore are or have been under either natural or artificial selection, leaving
special patterns of DNA behind. The SS are detected by different methods, such as the Extended
Haplotype Homozygosity (EHH), defined as the probability that two randomly chosen
chromosomes carrying the aim core haplotype are identical by descent for the entire interval
between a certain locus and the core region. As an extension of the EHH, the Integrated Haplotype

Score (iHS), compares EHH between ancestral and derived alleles within a population.

The aim of the thesis was to detect positive selection signatures in high density haplotypes of 19
bovine breeds using the iIHS method. The genome information was obtained from 507 animals,

belonging to the Bos taurus and Bos indicus species.

After quality control filters, the average number of markers remained per chromosome was 546,
961 SNPs, which represents the 73.62 % of the autosomal SNPs in the BovineHD Genotyping

BeadChip.

The R package ‘rehh’ was used to compute the iHS values for each SNP across the genome. The
genome was split into non-overlapping segments of 500 Kb and averaged, in each segment, the
|iHS| scores over the SNPs located in each window. In order to visualize the chromosomal
distribution of |iHS|, Manhattan plots were created for all breeds and significant regions where
those upper the 2.33 threshold value, which represents 0=0.02. The study revealed positive

selection signatures in all breeds, with an average number of 51 regions, which represents the 1%.

The 5 most significant regions were inspected for genome annotations elements and quantitative

traits using the btaurus_gene_ensembl and AnimalQTLdb databases. Several genetics elements



like genes, pseudogenes, RNA transcripts and QTL were detected, related to production,
reproduction, metabolism and immune response, some of them previously reported in other

studies.
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

1.1  COMPOSICION Y ESTRUCTURA DE LA INFORMACION GENETICA

1.1.1 ACIDOS NUCLEICOS

Todas las especies de organismos vivos tienen un conjunto de caracteristicas Unicas heredadas que
los hace ser diferentes de todas las demas formas de vida. Cada especie tiene su informacion
bioldgica de desarrollo codificado en moléculas de Acido Desoxirribonucleico (ADN) presentes
en sus células. EI ADN es un polimero lineal, no ramificado, cuyas subunidades monomeéricas son
cuatro nucleotidos quimicamente distintos que se pueden unir en cualquier orden en cadenas de

cientos, miles o, incluso, millones de unidades de longitud [1].
Cada nucleétido del polimero de ADN esta formado por tres componentes:

e 2’-desoxirribosa, que es una pentosa (aztcar compuesta por cinco atomos de carbono).
e Una base nitrogenada que comprende dos grupos, las pirimidinas que incluye a la Citosina
(C) y Timina (T), y las purinas que comprende a la Adenina (A) y Guanina (G).

e Un grupo fosfato (PO*) [2].

EL ADN en las células se encuentra como una molécula de doble hebra con dos cadenas
polinucleotidicas cuya secuencia de bases son complementarias. La complementariedad del ADN
viene condicionada por el apareamiento especifico de las bases pdricas y pirimidinicas: Adenina
con Timina y Guanina con Citosina. Las dos cadenas de la molécula de doble hebra adoptan una
disposicién antiparalela y un enrollamiento entre si para formar una doble hélice como se muestra

en la Figura 1 [3].



Esqueleto de Azucar y Fosfato

Timina (T)
[ A7 Adenina(A)
e Citosina (C)

[ 6 ( Guanina(G)

i Desoxirribosa

— Grupo Fosfato

Figura 1 Estructura y composicion del ADN. Bloques de construccion y ensamble
helicoidal de la molécula de ADN.

El otro tipo de 4cido nucleico es el Acido Ribonucleico (ARN), un polinucleétido similar al ADN,
pero con dos diferencias quimicas importantes. Primero, el azlcar del nucle6tido de ARN es ribosa
y, segundo, el ARN contiene Uracilo en lugar de timina. Por lo tanto, los cuatro sustratos para la

sintesis de ARN son: adenina, citosina, guanina y uracilo, como se muestra en la Figura 2 [4].

Adenina (A)
G Guanina (G)
Uracilo (U}

C | Citosina ()

Q Ribosa

( Fosfato

Figura 2 Estructura y composicion del ARN. Bloques de construccion de una hebra
sencilla de ARN.

Rara vez, las moléculas de ARN tienen mas que unos pocos miles de nucleétido de longitud y,
aunque muchas forman pares de bases debido a interacciones a lo largo de la misma molécula, la

mayoria son de una sola cadena y no de doble cadena [2].



Existen cuatro clases de moléculas de ARN: el ARN mensajero (ARNm), el cual estd implicado
directamente en la transferencia de informacion del ADN a la proteina; el ARN de transferencia
(ARNt), que es una molécula mas pequefia requerida para la sintesis de proteinas; el ARN
ribosémico (ARNr), que es el principal componente de los ribosomas; finalmente, una cuarta clase
de ARN consiste en pequefias moléculas de ARN que participan en varios eventos metabdlicos,
incluyendo el procesamiento de ARN, mientras que muchas otras moléculas presentan actividad

catalitica [5].

1.1.2 ELEMENTOS GENETICOS

La unidad fisica y funcional de la informacion genética es el gen. Todas las formas de vida
contienen genes compuestos por ADN que fisicamente estan localizados en cromosomas u otras
moléculas largas conocidas colectivamente como elementos genéticos [6]. Los genes actian como
instrucciones para fabricar las proteinas. EI Proyecto del Genoma Humano ha estimado que los
humanos contienen entre 20,000 y 25,000 genes, que varian su tamafio desde unos cuantos cientos

de bases de ADN hasta mas de 2 millones de bases.

Todas las personas contienen dos copias de cada gen, una copia heredada de cada padre. La
mayoria de los genes son iguales en toda la poblacion, pero una pequefia cantidad de genes, menor
al 1 %, son ligeramente diferentes entre cada individuo; estas pequefias diferencias hacen que cada

persona presente propiedades fisicas unicas [7].

1.1.3 ALELOS
Un locus es una posicion fija en un cromosoma y debido a que los organismos diploides, presentan
dos copias de cada cromosoma, existen dos valores para esta posicion llamados alelos. Un

individuo puede ser homocigoto si comparte el mismo valor nucleotidico en una posicion en



particular, es decir, sus dos alelos son iguales o ser heterocigoto, si sus alelos presentan valores

distintos como se muestra en la Figura 3.

Cromosomas
‘R IR r 'r ‘R r
| | ' ] ra "
| | | | | |
Homocigotos Heterocigotos

Figura 3 Cromosomas homocigotos y heterocigotos. Los pares de cromosomas de la
izquierda presentan el mismo alelo R o r, es decir, son homocigotos; mientras que el par
de la derecha presenta alelos diferentes, es decir, son heterocigotos.

Si en una posicién en particular, tras analizar maltiples individuos de una poblacion, no es posible
encontrar variacion en los valores alélicos, se dice que es una posicién monomorfica o que presenta
monomorfismo; si por el contrario, es posible encontrar valores distintos de alelos en al menos el

1% de la poblacién, se dice que la posicién es polimorfica o presenta polimorfismo.

Adicionalmente, un individuo puede ser homocigoto alelo menor, si el valor alélico corresponde
al menos frecuente dentro de la poblacion de estudio, cominmente llamado MAF (Minor Allele
Frequency por sus siglas en inglés); cuando presenta el valor alélico mas frecuente, se dice que es
homocigoto alelo mayor. Las variantes cuya frecuencia es menor al 1% pueden ser descritas como

variantes raras.



1.1.4 POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDO SIMPLE

Desde el punto de vista molecular, los tres tipos principales de variacion a nivel de ADN son
cambios a nivel de nucleotidos, conocidos como Polimorfismo de Nucledtido Simple o SNP
(Single Nucleotype Polymorphims por sus siglas en inglés); inserciones o borrados en secuencias
de ADN conocidos por su término en inglés “indels”; y los VNTR (Variable Number of Tandem

Repeat por sus siglas en inglés).

Los SNPS son la forma maés sencilla y mas comun de polimorfismo genético, ya que consisten en
el cambio de un solo nucledtido en el contexto de una secuencia genética (ver Figura 4). Se
considera que ellos determinan la mayor parte de la variabilidad genética entre los individuos,

causando muchas de las diferencias fenotipicas observables en ellos.

Figura 4 Polimorfismo de Nucle6tido Simple. La posicidn sefialada representa un
polimorfismo entre las dos cadenas de ADN puesto que presentan valores distintos

Los SNPs se distribuyen de manera heterogénea por todo el genoma y se encuentran tanto en las
regiones codificantes (exones), como no codificantes (intrones y regiones promotoras) de los
genes, asi como en las zonas del genoma donde no se conoce la presencia de genes o elementos

con alguna funcién en particular.



Se han descrito varios millones de SNPs distribuidos por todo el genoma de humanos, animales y
plantas. Para que una variacion sea considerada como SNP debe ocurrir en al menos 1% de la
poblacién. Se estima que su frecuencia media, aunque con grandes variaciones segun la especie,

longitud de los cromosomas y regiones dentro de ellos, es de 1 SNP cada 500-1,000 nucleotidos

[8].

1.1.5 SNPs COMO MARCADORES MOLECULARES
Un marcador genético es un polimorfismo del ADN que se puede detectar facilmente mediante
analisis fenotipico o molecular; puede hallarse dentro de un gen o en ADN con funcion

desconocida, pero presenta la caracteristica de ser heredable.

Con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular, aparecieron diversos métodos de
deteccion de polimorfismo genético directamente a nivel de ADN: los marcadores genéticos
moleculares basados en ADN, los cuales sirven de referencia para detectar la transmision de un
segmento de cromosoma de una generacion a otra. EI término marcador se utiliza en el sentido de
marcador genético y muchas veces se le utiliza como sinénimo de marcador de locus, es decir, un
sitio polimorfico que indica el genotipo del individuo que lo lleva, o el genotipo de uno o de varios

loci ligados al marcador [9].

Como ventajas sobre otros marcadores moleculares, los SNPs son evolutivamente estables ya que
no cambian mucho de una generacion a otra, lo que facilita los estudios de poblaciones. También
tienen elevada facilidad de analisis, porque admiten diferentes tipos de genotipaje. Existe un
amplio abanico de técnicas para ser analizados, donde algunas de ellas pueden ser automatizadas

y utilizadas en masa a gran escala [10].



1.1.6 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

El desequilibrio de ligamiento LD (Linkage Disequilibrium por sus siglas en inglés) se refiere a la
asociacion no aleatoria entre alelos, es decir, cuando alelos en dos 0 mas loci no se segregan de
manera independiente. EI LD cuantifica el desequilibrio como la diferencia entre la frecuencia
observada de dos locus en un haplotipo y la frecuencia que se esperaria si los dos locus se
segregaran de manera aleatoria. En la Figura 5 se muestra en color amarillo un cromosoma

ancestral que presenta una mutacion indicada por el tridangulo rojo.
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Figura 5Desequilibrio de ligamiento en torno a una mutacion ancestral

Con el paso del tiempo y debido al proceso de recombinacién cromosémica (al generar nuevas
generaciones de individuos), se introducen porciones nuevas de cromosomas que se muestran en
color azul. Sin embargo, se puede observar un pequefio fragmento del cromosoma ancestral que
sigue portando la mutacion en los cromosomas actuales. Esto indica que los marcadores cercanos
fisicamente a la mutacion tienden a permanecer asociados a ella a través del tiempo, formando lo
que se conoce como un blogue de haplotipo, es decir, varios marcadores asociados en un mismo

cromosoma.



1.1.7 GENOTIPO, FENOTIPO Y SU RELACION CON EL AMBIENTE

Todo organismo tiene su material genético que contiene la informacidn bioldgica necesaria para
construir y mantener un ejemplo viviente de ese organismo, conocida colectivamente como
genoma. La mayoria de los genomas, incluidos el genoma humano y los de todas las demas formas

de vida celular, estan compuestos por ADN, pero unos pocos virus tienen genomas de RNA.

El genotipo es la suma de los genes y combinacion de alelos, que tiene un determinado individuo.
Un alelo, en términos moleculares es la informacion genética codificada en el ADN que esta
presente en el nacleo, los plasmidos y mitocondrias; a nivel de especie se habla del genoma que

incluye todos los genes y su potencial de expresion.

El fenotipo es el conjunto de caracteres que se manifiestan visiblemente a nivel del individuo o
poblacion, es decir, aquellas propiedades que podemos observar, medir, cuantificar, cosechar, etc.,
por ejemplo: altura, peso, color de ojos, rendimiento de produccion, entre otros. Por su parte, el
ambiente es el conjunto de variables externas que influyen sobre el desarrollo y las funciones de
un organismo. Muchas veces el ambiente controla la expresion de los genes o las proteinas. El
ambiente incluye todos los factores abiéticos (parametros quimicos y fisicos) y también factores

bidticos de interacciones bioldgicas y ecoldgicas [11].

1.1.8 LOCUS DE UN CARACTER CUANTITATIVO

Con la generacion de mapas de marcadores basados en polimorfismos de ADN, ha sido posible
detectar loci particulares responsables de variacion genética cuantificable, es decir, rasgos
fenotipicos observables debido a influencia genética o ambiental [12]. Esta variacion puede
consistir en valores discretos o continuos, por ejemplo, altura, peso, presion arterial, porcentaje de
graso en leche, rendimiento de produccidn, etc. De manera general estos rasgos o caracteristicas

cuantificables son conocidos como QTL (Quantitative Trait Loci, por sus siglas en inglés).



El anélisis para la deteccion de QTL es muy importante ya que la variacion genética cuantitativa,
es el substrato para la evolucion de fenotipos en las poblaciones y para la reproduccion selectiva
de cultivos y ganados domeésticos. También, ayuda a entender la susceptibilidad a enfermedades
complejas, respuestas a terapias farmacoldgicas, asi como ayudar a resolver preguntas evolutivas
aun sin respuesta, acerca el mantenimiento de la variacion genética de rasgos cuantitativos dentro

de poblaciones y los mecanismos de divergencia entre poblaciones.

Para la identificacién de genes que afectan rasgos cuantitativos, se requiere generar mapas de
regiones donde uno o0 mas alelos que afectan un rasgo, son segregados. Para este prop6sito existen
dos enfoques: mapas de desequilibrio y mapas de asociacién. Ambos se basan en el principio de
que los QTLs pueden ser rastreados mediante su ligamiento genético a marcadores (SNPs, indels
0 microsatelites). Si un QTL estd ligado a un marcador, entonces los individuos con diferentes
valores de loci tendran valores diferentes para el rasgo cuantitativo. En ambos casos se necesitan
obtener mediciones del fenotipo y determinar valores de posiciones en los genotipos de los
individuos en la poblacion muestreada. Después se utilizan métodos estadisticos para determinar
cuando existe diferencia entre los valores de los rasgos cuantificables en los individuos con

diferentes valores en posiciones del genotipo [13].

Se han generado diversos proyectos colaborativos para generar mapas de genes que afectan rasgos
econodmicos de gran importancia en diversas especies ganaderas. De estas colaboraciones también
se estan generando métodos estadisticos apropiados para el analisis de la informacion necesaria,

como lo son datos fenotipicos, pedigri e informacion de marcadores genéticos [14].



1.2 BOVINOS

La familia Bovinae comprende a los bovinos con joroba (Bos indicus) y sin joroba (Bos taurus),
el yak (Poephagus grunniens), el gayal (Bibos frontalis) y el bafalo (Bos bubalus bubalis), entre
otros. EI nimero de especies de la familia Bovinae provee una amplia gama de contribuciones a la
alimentacion y la agricultura, representando cerca del 30% de la carne mundial y mas del 87% de
la produccién mundial de leche. También tienen valor por su aporte en el area de la traccion, siendo
utilizados para el transporte de mercancia, trabajo de la tierra de cultivo, y por su estiércol,

utilizado como abono o fertilizante [15].

1.2.1 ORIGEN Y DEMOGRAFIA HISTORICA

Se ha comprobado que los dos tipos principales de bovino domésticos, los cebles (Bos taurus
indicus) y los taurinos (Bos taurus taurus), descienden de los bueyes salvajes (Bos primigenius),
los cuales se extinguieron en el afio de 1627. Las dos poblaciones ancestrales de bueyes salvajes
habrian divergido hace unos 280,000 afios y fueron sujetos a eventos demogréaficos antes de ser

domesticados por los humanos, como lo son cuellos de botella, mezclas y seleccidn natural.

Evidencias moleculares en combinacion con informacién histdrica y arqueoldgica, indican que las
especies salvajes fueron domesticadas en al menos dos episodios: hace unos 10,000 afios los
bovinos taurinos fueron capturados en la region conocida como la “Media Luna Creciente”, que
comprende porciones de los paises actuales de Israel, Jordania, Libano, Chipre y Siria, asi como
Egipto, Turquia, Irak, Iran y Kiwait); aproximadamente 1,500 afios después, el ganado cebu fue
domesticado en Valle del Indo, que corresponde a porciones de Afganistan, Pakistan y el noreste

de la India.
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A partir de estos eventos trascendentales, ambos grupos de bovinos comenzaron a esparcirse a
otras regiones siguiendo las migraciones humanas. El grupo de los taurinos se esparcieron
lentamente por Asia y Europa, llegando hasta el Nuevo Mundo por las importaciones de los
europeos, después del descubrimiento de América en el siglo XV. Los descendientes de éstos
constituyen el grupo comunmente llamado ganado criollo. Por su parte, el ganado cebu se expandid
alrededor del globo acompafiando migraciones humanas, pero se volvieron mayormente
endémicos en regiones tropicales y subtropicales debido a su adaptabilidad a dichos ambientes.
Este tipo de ganado fue probablemente introducido en el continente africano en el siglo VII,
mediante la importacion sementales de B. Indicus durante las invasiones arabes, mientras que en
América Central y América del Sur en el siglo XX; después de 1950 su introduccion al continente

americano se intensifico.

Después de la domesticacion, los ganaderos comenzaron a tomar control sobre el apareamiento de
los individuos, de acuerdo con sus intereses en rasgos fenotipicos como son el tamafio,
temperamento, produccion de leche, entre otras. Esta estrategia de combinar a los mejores
especimenes entre si con la finalidad de reforzar los rasgos sobresalientes en ellos, puso en marcha
una presion de seleccién muy fuerte provocando una serie de declives en el tamafio efectivo de la
poblacidn, es decir, el nimero de individuos que aportan su informacion genética para generar las

siguientes generaciones.

Cerca de 200 afios atras, los ganaderos designaron el concepto de especie y comenzaron a limitar
el intercambio de germoplasma, con la finalidad de estandarizar los rasgos de morfologia y
desempefio de sus ganados, lo cual ha llevado al registro de cerca de 1,200 razas de ganado bovino;
sin embargo, cerca de 200 especies se han extinguido y otras se encuentran en riesgo de

desaparecer [16].
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122 EL GENOMA BOVINO Y EL PROJECTO DE HAP MAP
El genoma bovino contiene aproximadamente 22,000 genes, distribuido en 29 cromosomas

autosomales y un cromosoma sexual [17], como se puede apreciar en el cariotipo de la Figura 6.
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Figura 6 En el cariotipo bovino se puede apreciar la cantidad y el tamafio relativo de los
cromosomas

En 2004 se inicio el Proyecto Internacional para la generacion del Mapa de Haplotipos del Ganado
Bovino (Bovine HapMap Project) [18], para unificar esfuerzos en la secuenciacion de todo el
genoma bovino. La informacion generada condujo a la elaboracion de un panel de genotipificacion

para bovinos de alta resolucion con una capacidad de prueba de ~50,000 SNPs.

Son muchos los resultados generados por el Consorcio HapMap Bovino sobre esta especie, entre
ellos estan la estructura de los blogues de haplotipos, determinacion del desequilibrio de

ligamiento y estimacion de la poblacién efectiva, entre otras contribuciones [19], [20].

En afios siguientes se desarrollaron metodologias diversas para realizar maltiples pruebas en los
genomas disponibles para la deteccion de eventos de seleccion, a partir de distintos enfoques, de

tal manera que los resultados de una prueba fueran contrastados con otras, resultando en la
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identificacion de sefiales de seleccion positiva asociadas a genes con implicaciones en

reproduccion, metabolismo y respuesta del sistema inmune [21]-[23].

1.2.3 TECNOLOGIAS DE GENOTIPIFICACION

La genotipificacion es el proceso mediante el cual se determinan las variaciones genéticas que
posee un individuo en particular. Este proceso puede ser llevado a cabo mediante una gran variedad
de métodos, dependiendo de las variaciones de interés, la resolucion del estudio, asi como el
presupuesto para tal propdsito. Para investigar muchas variaciones a la vez, particularmente
variaciones comunes, los chips de genotipificacion son una alternativa eficiente y con buen grado

de precision [24].

1.2.4 SNP CHIPS

El descubrimiento y caracterizacion de miles de marcadores tipo SNP en el genoma bovino y otros
genomas de especies pecuarias, trajo como consecuencia una reduccion en los costos de
genotipificacion. En 2009 la casa comercial lllumina en Estados Unidos puso a la venta el
SNPchip50 (Figura 7a), para capturar un conjunto de 55,609 polimorfismos a lo largo de los 30
cromosomas bovinos, teniendo tal grado de éxito, que pronto se convirtié en el estandar para

realizar estudios genéticos de las razas de ganado pertenecientes a la evolucion de Bos taurus.

En 2010 IHlumina lanz6 al mercado un SNPchip de alta densidad conocido como BovineHD
Genotyping BeadChip (Figura 7b), el panel con mayor resolucion para analizar variaciones
geneticas de cualquier raza de ganado bovino ya sea con proposito de explotacion lechero o

carnico.

Este chip interroga 777,962 SNPs que se distribuyen de manera uniforme en todo el genoma,

permitiendo que sea implementado en estudios de sefiales de seleccion, la identificacion de QTLs,
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evaluacion del mérito genético, estudios de desequilibrio de ligamiento, estudios de genética

comparativa, entre otros.

Hluwruna

Figura 7 SNPchips para genotipificacion en el genoma bovino. (a) Bovine SNPchip50; (b)
BovineHD

1.25 ANOTACION DEL GENOMA BOVINO UMD3.1

En diciembre de 2009 se publicé el tercer ensamble del genoma bovino (Bos taurus) UMD 3.1,
por parte del CBCB de la Universidad de Maryland (Center for Bioinformatics and Computacional
Biology por sus siglas en inglés). Las secuencias del genoma fueron generadas mediante una
combinacion de dos estrategias de secuenciacion: secuenciacion jerarquica shotgun (~11 millones
de lecturas) y secuenciacion de genoma completo shotgun (~24 millones de lecturas), mientras que
el ensamblaje se realizd utilizando la herramienta Celera Assembler 5.2. La longitud total del
ensamble UMD 3.1 es de 2.65 Gb y se identificaron un total de 19,981 genes codificantes de

proteinas, 3,825 genes no codificantes, 797 pseudogenes y 26,740 transcritos de genes [25].
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1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La genética de poblaciones ha ofrecido nuevos paradigmas para estudiar la relacion entre la
informacidn genética y los fenotipos, los cuales se conocen como como estudios de sefiales de
seleccion y presentan las ventajas de requerir muestras de menor tamafio que los estudios
tradicionales, asi como su capacidad de revelar sefiales en genes que controlan rasgos que son

dificiles, muy costosos o incluso imposibles de detectar en poblaciones grandes.

En afios recientes se ha incrementado el interés por realizar este tipo de estudios en diversas
especies de explotacién econdmica, las cuales se encuentran bajo una fuerte presion de seleccion
antropogénica, sin embargo, referente al ganado bovino, la mayoria de los estudios publicados
utilizan genotipos de baja densidad, un nimero muy reducido de razas y prop6sitos de crianza
limitados. Por tal motivo, en este trabajo de tesis se presenta un estudio de sefiales de seleccién en
el genoma bovino empleando marcadores tipo SNP de alta densidad. La informacion utilizada
proviene del Consorcio HapMap Bovino y comprende 19 linajes bovinos con prop6sitos de crianza

diversos.

1.4  JUSTIFICACION

Detectar eventos de seleccién en el genoma del ganado bovino es crucial para el entendimiento del
pasado genético y su papel actual en cuestiones de adaptacion, mejora genética, resistencia a
enfermedades, calidad de produccion, entre otros factores importantes en especies de explotacion

economica.

Los estudios de sefiales de seleccion representan un nicho de oportunidad para aportar
conocimiento en la identificacion, descripcion y posible explicacion biolégica a variaciones

genéticas que contribuyen a la diversidad de fenotipos de las especies, asi como validar a nivel
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genetico los intensos y milenarios esfuerzos de domesticacion y programas de mejora genética. De
igual manera, los resultados de este estudio aportardn conocimiento nuevo al Consorcio HapMap

Bovino y a diversas ramas de la ciencia afines.

1.5 OBJETIVOS

15.1 OBJETIVO GENERAL
Detectar sefiales de seleccion positiva en genomas bovinos mediante el enfoque de Homocigosidad

Haplotipica Extendida utilizando SNPs Chips de alta densidad y el entorno de programacion R.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para el cumplimiento del objetivo general de este proyecto de tesis se planean los siguientes

objetivos especificos:

Desarrollar un algoritmo que permita la manipulacién y preprocesamiento de los datos

contenidos en los archivos con los haplotipos de alta densidad de los 19 linajes bovinos.

* Implementar el célculo de iHS en el compendio de informacion, utilizando las funciones

de la paqueteria rehh de R Project.

» ldentificar y reportar las regiones gendmicas que correspondan a sefiales de seleccién

positiva.

» Asociar la presencia de elementos genéticos anotados en las regiones gendémicas de interés

con las sefiales de seleccion positiva identificadas.
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CAPITULO 2 MARCO TEORICO

21 TEORIA DE LA EVOLUCION

2.1.1 GENETICA DE POBLACIONES Y EVOLUCION
La genética es el estudio de los rasgos biologicos hereditarios, incluyendo rasgos que son
influenciados por el medio ambiente. Los genes representan los elementos de la herencia que son

transmitidos de los padres a su descendencia mediante la reproduccion.

El proposito de la genética de poblaciones es entender las fuerzas que producen y mantienen la
variacion genética en las especies. Esas fuerzas incluyen mutacion, recombinacion, seleccion

natural, estructura de la poblacién y la transmisidn aleatoria de material genético de padres a hijos

[1].

2.1.2 TEOTRIA DE LA COALESCENCIA

La tedrica de la coalescencia es una parte de la genética tedrica de poblaciones, un campo que
considera las variaciones genéticas en modelos matematicos sustentados en matematicas aplicadas,
teoria de la probabilidad y estadistica. Tiene sus raices en la historia en la genética de poblaciones,
y al mismo tiempo se orienta al analisis de datos genéticos modernos, especialmente datos de
secuencias de ADN. La coalescencia describe la ascendencia genética de una muestra de

secuencias bajo un modelo y realiza predicciones acerca de patrones de variacion genética.
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La ascendencia geneética de una muestra o la genealogia de genes, es el conjunto de relaciones
ancestrales a través de los miembros de una muestra. Esto incluye el tiempo con un ancestro

comun, el cual es medido en el presente con un enfoque retrospectivo [26].

2.1.3 SELECCION NATURAL

Las dos ideas principales derivadas de la teoria de Darwin-Wallace sobre la evolucién de las
especies sefialan que los organismos son producto de una historia evolutiva a partir de
modificaciones de un ancestro comun. Ademas, que el mecanismo principal de la evolucion es la

seleccion natural de estas variaciones hereditarias.

La seleccion se refiere a la reproduccion diferencial de algunos fenotipos/genotipos, sobre otros
bajo ciertas condiciones ambientales que prevalecen en un momento determinado. De esta manera,
la seleccion natural es un mecanismo evolutivo que genera un cambio en las frecuencias relativas

de los fenotipos/genotipos, de acuerdo con su adaptacion dentro de la poblacion.

El papel de la seleccion natural es ampliamente aceptado dentro de la comunidad cientifica, sobre
todo en cuanto a caracteres morfolégicos, es decir, a las variaciones fenotipicas. Sin embargo, a
partir del desarrollo de nuevas técnicas para el estudio de las variaciones a nivel de ADN y
proteinas, se encontrd evidencia de que existia una gran variacion genética contenida en éstas,
misma que no podia ser justificada del todo por efectos de la seleccion natural. Estas ideas
desembocan en la propuesta de la Teoria Neutra de la evolucién, propuesta por Motoo Kimura a

finales de los 60s.

2.1.4 TEORIA NEUTRA DE LA EVOLUCION
De acuerdo con la teoria neutral de la evolucion molecular, la mayor parte de la variacion al nivel

molecular no es mantenida por la seleccion tipo darwiniano (seleccion adaptativa o positiva), sino
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resultado de un balance entre la deriva genérica y las mutaciones neutras a casi neutras. Es decir,
la mayor parte de la variacion a nivel molecular ocurre de manera aleatoria y no presenta

importancia adaptativa.

Debido a estas ideas, se ha generado un gran debate de si existen pruebas para demostrar la
presencia de la seleccion positiva a nivel molecular; lo anterior llevo al desarrollo de numerosos

métodos para su deteccion [27].

2.1.5 VARIACION GENETICA Y SELECCION

El fundamento clave de la evolucion es el hecho de que la diversidad genética es heredable, de tal
manera que existe un sustrato para los fendmenos de la seleccion natural y artificial. Para que la
evolucion se haga presente en una especie, debe existir una introduccion continua de nuevas
variaciones genéticas, las cuales se producen mediante diversos mecanismos en el genoma,

destacando notablemente las mutaciones.

Las mutaciones son eventos raros y muchas de ellas tienen un efecto neutro en las secuencias
(mutaciones neutras). Las variaciones genéticas también pueden ser materializadas como
variaciones estructurales en cromosomas, por ejemplo: duplicaciones, borrados, inserciones,
inversiones, translocaciones, entre otras. Por otra parte, los aspectos vinculados a la reproduccion
sexual de los individuos son los mecanismos principales que mantienen la diversidad genética

dentro de las poblaciones [28].

2.1.6 TIPOS DE SELECCION
Basicamente, la seleccion natural a nivel molecular puede ser considerada de dos tipos: seleccién
positiva (que incluye a la seleccion balanceadora o diversificadora, y a la adaptativa darwiniana)

y la seleccion negativa (purificadora).
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La seleccion positiva adaptativa es el mecanismo evolutivo mediante el cual los nuevos mutantes
poseen adecuaciones mayores que el promedio de la poblacién, y las frecuencias de dichos
mutantes se incrementan en las siguientes generaciones, de tal manera, que la seleccion positiva

disminuye la variacion genética al favorecer un alelo benéfico sobre otros [27].

En muchas situaciones, mutaciones que ocurren en secuencias funcionales importantes
disminuyen la aptitud del individuo (mutaciones deletéreas); estas mutaciones pueden alterar
procesos metabdlicos u otras propiedades del individuo desembocando en una tasa de
reproduccion menos exitosa, de manera tal que, en una poblacion, dichas mutaciones desfavorables
terminan siendo removidas. Este tipo de proceso es conocido como seleccién de negativa o

seleccién purificadora.

La seleccion purificadora produce una disminucion en la diversidad genética, hasta que la
poblacion se estabiliza en una frecuencia de haplotipos mutantes en particular, mientas que la
seleccion balanceadora se encarga de mantener el polimorfismo, es decir, de mantener frecuencias

estables de dos 0 mas tipos de fenotipos en la poblacion [22].

2.1.7 DERIVA GENETICA

La deriva genética es un proceso por el cual se presentan cambios en la frecuencia alélica por
aleatoriedad. De manera virtual, si todos los individuos en una poblacion tienen exactamente la
misma aptitud genética, de manera tal que la seleccion natural no tiene efecto alguno, las
frecuencias alélicas cambian debido a un proceso aleatorio de generacion de gametos. Esto se debe
a que no todos los individuos de una poblacidn se reproducen o aportan informacion genética a la

siguiente generacion, de tal manera que, del total de gametos posibles, solo una fraccion de estos
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es utilizada. Los organismos homocigotos produciran un solo tipo de gametos, mientras que los

organismos heterocigotos produciran dos variantes.

En poblaciones grandes este efecto es pequefio debido a que la fraccién de gametos aportada a la
siguiente generacion sera estadisticamente representativa. Sin embrago, en poblaciones pequefias

se pueden presentar cambios considerables en las frecuencias alélicas.

En la ausencia de nuevas mutaciones y factores como la seleccion que afecten la frecuencia alélica,
los alelos sujetos a la deriva genética seran eventualmente fijados. La fijacion de una variante en

una poblacion se alcanza cuando la frecuencia de un alelo es del 0% o 100% [29].

2.1.8 EFECTO HICHHIKING Y BARRIDOS DE SELECCION

Las sefiales de seleccion son definidas como regiones en el genoma, que albergan variaciones
funcionales importantes en secuencias de ADN y que han estado sujetas, ya sea a presion natural
o artificial, dejando un patrén especial en dichas regiones. La extension fisica de dichas sefiales en

torno a la variante funcional es una consecuencia del efecto llamado “hitchhiking”.

En la Figura 8 se compara un fragmento del genoma de varios individuos de una poblacion que
presentan variabilidad entre ellos mismos. Considere que la mayor parte de la variacion es neutral,

lo que significa que no tiene un efecto detectable en la aptitud de los individuos.

Ahora considere que un alelo emerge como una mutacion (en color rojo) en una copia de un
cromosoma. En las siguientes generaciones, los haplotipos que portan el alelo bajo seleccidn seran
acompafiados por alelos vecinos en desequilibro de ligamiento, por el efecto de “hitchhiking” y se

volveran muy comunes en la poblacion. Este proceso es llamado barrido de seleccion.
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Barrido de Seleccion

Figura 8 Efecto de Hitchhiking. Al comparar las imagenes (a) y (b) se observa la
extension fisica del fendmeno de hitchhiking en torno a la variante funcional.

Esto provoca que variaciones neutrales inicialmente a frecuencias intermedias incrementen su
frecuencia casi hasta la fijacion o disminuir hasta casi su extincion, de tal manera que las
secuencias de ADN afectadas por los barridos de seleccién tendran pocos alelos segregandose a

frecuencia intermedia que lo esperado bajo equilibrio neutral.

Mientras que los alelos bajo el efecto de seleccion y los alelos bajo el efecto de hitchhiking
incrementan su prevalencia en un barrido de seleccion, al mismo tiempo, los segmentos que
abarcan dichos alelos irdn disminuyendo lentamente de tamafio debido al proceso de
recombinacion. Esto genera una estructura especifica de haplotipos segregandose en los barridos
de seleccion. De esta manera, existen diferentes aspectos en la informacion genética que

funcionaran como pautas para detectar barridos de seleccion [28].

2.2 METODOS PARA LA DETECCION DE SENALES DE SELECCION

En afios recientes se ha incrementado el interés por realizar estudios para detectar sefiales de

seleccion SS (Selection Signatures por sus siglas en inglés), como consecuencia de la seleccion
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natural o antropogénica, debido a que ofrecen una estrategia complementaria a los estudios tipo
GWAS (Genome Wide Association Study por sus siglas en inglés), para el mapeado de variantes
con impacto en rasgos de interés, contribuyendo a establecer relaciones entre fenotipos y funciones

de genes.

Un estudio tipico GWAS busca determinar el efecto que tienen las variaciones genéticas sobre un
fenotipo en particular a partir del analisis de genotipos; por su parte, los estudios de sefiales de
seleccion toman la direccidn contraria, es decir, se inicia con la intencién de determinar que
mutaciones son responsables de algun fenotipo en particular en muestras que comparten un factor
comun como lo son la proximidad geografica, factores ambientales o directamente el mismo

fenotipo.

Una gran ventaja que presentan los estudios para detectar sefiales de seleccion, es que requieren
muestras de menor tamafio que para estudios de GWAS, aproximadamente 10 veces mas
pequefas; también los estudios de SS pueden revelar sefiales en genes que controlan rasgos que

son dificiles, muy costosos o incluso imposibles de detectar en poblaciones grandes.

Sin embargo, su aplicacion en datos de ganado bovino debe ser correctamente interpretada, debido
a la existencia de eventos histéricos demograficos como cuellos de botella, deriva genética,

mezclas, asi como el efecto fundador provenientes de los paneles de SNPs desarrollados [16].

Los diversos enfoques computacionales para la deteccion de SS pueden ser divididos en dos
categorias: métodos que utilizan la divergencia de secuencias y diversidad de patrones entre
especies, y métodos que consideran la variacion genética de una poblacion. Generalmente, las

comparaciones entre especies se utilizan para identificar eventos mas antiguos, mientras que los
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métodos basados en una sola poblacion revelan episodios mas recientes de seleccion, como se

indica en la Tabla 1.

La deteccion de una misma sefial de seleccion de una regidn utilizando enfoques alternos puede

constituir evidencia significativa para probar los efectos de seleccion. Sin embargo, el éxito en la

deteccion de una prueba y el fracaso en otras no significa la negacién del efecto de seleccion,

puesto que las diversas metodologias tienen alcances de deteccion distintos [30].

Tabla 1 Principales enfoques para la deteccidn de sefiales de seleccion a partir de

Seriales

Enfoque

Reduccién local de

FEREG O la heterocigosidad

local de la

Metodologia

informacion genomica.

Modalidad
de
comparacion

Dentro de una

Seleccion
detectable

Referencia
temporal

: : en ZHp, ROH . Positiva < 200,000
diversidad . poblacién
o comparacioén con el
genética
resto del genoma
RIS EE Incremento relativo Tajima’s Dj Dentro y Positiva
espectro de .| Fuy Li D-test;
. en la frecuencia entre < 200,000
frecuencia : Fay y Wu H- .
de alelos derivados poblaciones | balanceadora
de alelos test
Homociaosidad LD persistente e | LRH, EHH,
°19 inusuales  bloques | iHS, Dentro de una -
haplotipica k i Positiva < 30,000
: de haplotipos | XP-EHH, poblacion
extendida
extensos Rsh,
. L Diferencias en las -
Diferenciacion . Positiva
frecuencias de Entre
entre Fst . < 80,000
alelos poblaciones

poblaciones

entre poblaciones

balanceadora

4 La estimacion de la referencia temporal en afios esta basada en informacion generacional de
humanos, asumiendo intervalos de generacion de 25 afios.
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2.2.1 REDUCCION LOCAL DE DIVERSIDAD GENETICA

En cada generacion las recombinaciones en los cromosomas rompen los bloques de haplotipos
produciendo el efecto de equilibrio de ligamiento. Cuando un evento de seleccion incrementa la
frecuencia de un alelo que otorga una ventaja en el individuo, los alelos vecinos quedan anclados
a él y aumentan su frecuencia rapidamente, de tal manera que los eventos de recombinacion no
imposibilitan que se presente el fendmeno de desequilibrio de ligamiento, provocando que un
segmento de cromosoma pierda su diversidad. De esta manera, las sefiales de seleccidn positiva
pueden ser detectadas al buscar regiones cromosémicas donde la heterocigosidad es mucho menor

a la esperada bajo el supuesto de neutralidad.

Otro enfoque para la busqueda de deficiencia en heterocigosidad en genotipos, es identificar islas
de ROH (Runs Of Homozygosity por sus siglas en inglés), debido al efecto de idénticos por
descendencia. Sin embargo, debido a que la recombinacion es aleatoria, la distribucion de ROH a
través de una muestra se espera que sea muy heterogénea bajo la teoria de neutralidad, por lo que
regiones puntuales del genoma con ROH significativos, pueden representar una sefial de un barrido
de seleccidon. El tamafio de la isla muestra esta correlacionado negativamente con el nimero de
generaciones que han ocurrido desde el evento de seleccion, permitiendo fechar la edad del barrido

de seleccion.

Enfocados en la identificacion de ROH, Kim et. al en 2003 propusieron un nuevo estadistico
Ilamado FrL que compara la homocigosidad local entre una poblacion bajo seleccion artificial y
una poblacion control. De manera general, para cada SNP, los animales son valorados con un 1 si
el locus se encuentra dentro de un ROH o un 0 en caso contrario. Se calcula FLcomo la proporcion

de animales con valores igual a 1 y finalmente se calcula Fr. como:
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FL (seleccionado)
Fry = F
L (control)

Todos los valores son estandarizados para producir una distribucién con media 0 y varianza 1.
Valores extremos de Fr. representan cambios en la frecuencia alélica en la poblacion bajo
seleccidn artificial en comparacion del grupo control, reflejando un aumento en la homocigosidad

debido a cruzamiento reciente, deriva genética o seleccion en el locus analizado [16].

2.2.2 CAMBIOS EN EL ESPECTRO DE FRECUENCIA DE ALELOS

Después de que se lleva a cabo un barrido de seleccion, nuevas mutaciones restauran lentamente
la diversidad local con el curso de muchas generaciones. Debido a que las mutaciones son
generalmente raras, pueden tomar muchas generaciones antes de que la frecuencia de dicha
mutacion aumente bajo el efecto de evolucion neutral, por lo que la depresion local de
heterocigosidad puede permanecer sin alteracion por varias generaciones después de que la presion

de seleccién haya actuado.

Las mutaciones nuevas o los llamados alelos derivados (variaciones que difieren con respecto a
los valores originales o ancestrales), ocurren en baja frecuencia en comparacion con los alelos
ancestrales bajo el supuesto de neutralidad, pero cuando aparecen dentro de un barrido de seleccion
quedan anclados y aumentan su frecuencia rapidamente en la poblacion bajo seleccion. Diversos
métodos para la deteccion han sido propuestos en esta categoria, incluyendo: Tajima’s, Fay y

Wu’s, y ADAF.

La limitacion para la implementacion de estos métodos en datos de ganados bovinos es inferir los
valores de los alelos ancestrales, puesto que las poblaciones ancestrales ya no existen.

Generalmente son determinados comparando los genomas de ganado domesticado con genomas
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de especies salvajes como bufalos (Bubalus bubalis) y yaks (Bos grunniens) entro otros, que se

asume que derivan del ancestro comun fundador de la familia de especies Bovinae.

Una alternativa para sobrellevar la limitacion de no conocer los alelos ancestrales es utilizar
diversas poblaciones genéticamente distintas para estimar las frecuencias de alelos promedio que
pudieran representar el espectro en la poblacion ancestral comdn. Por lo que, bajo este enfoque,
en lugar de buscar alelos derivados o raros, se desea detectar cambios en el espectro de frecuencia

de alelos de una poblacién en comparacion de los valores promedios calculados.

Para probar este enfoque, se puede calcular el CCL (Composite Log-likelihood por su acrénimo

en inglés) para cada ventana de SNP como:

k
CLL = Z in[1-P.(d < |pi —7,|Im)]
i=1

donde para cada SNP i, d es cualquier valor aleatorio de la distribucion teérica de frecuencias de
alelos con media u; = p;, y p; es el valor promedio de la frecuencia del alelo utilizado de referencia
através de las poblaciones; pi es la frecuencia del alelo en la poblacién investigada. La distribucion
tedrica de las frecuencias de alelos puede ser modelada como a una distribucién binomial o como
una aproximacion normal a binomial. Este tipo de analisis solo requiere un compendio de datos
con multiples razas en lugar de informacion de alelos ancestrales, con buenos resultados en el

analisis de ganado bovino [16].

En un trabajo publicado en 2014 en la revista Animal Breeding and Genetics, se realiz6 una
comparacion de secuencias de genomas bovinos con secuencias de especies que comparten un
ancestro en comun, logrando generar los alelos ancestrales putativos para 14,339,107 SNPs

bovinos, lo cual representa el 74% de los SNPs presentes en el BovineHD Genotyping BeadChip.
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Dicha informacion se encuentra disponible en el archivo de libre acceso y descarga:

Bovine_Ancestral_Allele en [31].

2.2.3 SEGMENTOS LARGOS DE HAPLOTIPOS

En 2002 Sabeti et al. definieron la Homocigosidad Haplotipica Extendida, EHH (Extended
Haplotype Homozygosity por sus siglas en inglés) como la probabilidad de que dos cromosomas
elegidos al azar que portan el mismo alelo en un SNP particular (SNP focal), sean idénticos por
descendencia para todo un intervalo desde el SNP focal a una determinada distancia dada [32]. En
este enfoque se propone identificar haplotipos cuya frecuencia se incrementa rapidamente en una
poblacién, impidiendo que los eventos de recombinacién puedan interrumpir los haplotipos,

generandose un prolongado desequilibrio de ligamiento persistente.

Si de manera general se consideran N cromosomas en una muestra 'y G haplotipos Gnicos, que se
extienden desde un SNP focal hasta una distancia x en direccién ascendente o descendente, con
cada uno de los grupos g presentando ng observaciones, el valor de EHH para la muestra entera se

calcula como:

De tal manera que EHH detecta la transmision de un segmento de haplotipo sin recombinarse. Si
un alelo se encuentra bajo presion de seleccion, entonces el valor de EHH se espera que sea cercano

a 1 en ambos sentidos entorno a dicho SNP [32].

Por definicidn, el valor de EHH para un SNP comienza en 1y presenta una caida hasta el valor de

0 conforme se aumenta la distancia de inspeccion respecto al SNP inicial. En 2006 Voight et al.
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propusieron una prueba empirica basada en la integral de la caida observada de EHH, la cual
definieron como iHH.

b
iHH = f EHH(x)dx

a

donde iHH representa el &rea bajo la curva evaluada en un segmento del cromosoma delimitada
en el extremo superior por la posicion ay extremo inferior b hasta que el valor de EHH decaiga

hasta un valor arbitrario pequefio, por ejemplo 0.05.

Adicionalmente, propusieron la prueba estadistica iHS (Integrated Haplotype Score, por sus siglas
en inglés) como la razon log de iHH para aquellos haplotipos que portan el alelo ancestral iHHA y

el alelo derivado iHHp:

iHH,
iHS; = ln< A'l)

iHHp
El iHS compara el EHH entre los alelos ancestrales y derivados en una poblacién; estas mediciones
se estandarizan usando la media y desviacion estandar de los valores de todos los SNPs con
frecuencias alélicas similares. Los valores extremos negativos han sido de particular importancia
en estudios de genética humana, ya que ellos representan mutaciones recientes adquiridas cuya
frecuencia ha aumentado rapidamente, sin embargo, un barrido de seleccion puede producir
valores extremos positivos de iHS si los alelos ancestrales se anclan bajo el efecto de “hitchhike”

a un sitio en particular.

En el contexto de los bovinos, la seleccion artificial y domesticacion probablemente favorecen
alelos benéficos sin importar si son ancestrales o derivados, por lo que los valores extremos, ya

sean positivos 0 negativos, deben ser de interés. Esto implica que el valor absoluto del valor
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estandarizado de iHS sea preferido sobre el signo, lo que conlleva a asumir una hipotesis de prueba

de dos colas.

Una de las limitantes de este método es que, si un marcador presenta una fijacion completa (o muy
cercana de serlo) en la poblacion analizada, este alelo no tendria una integral para ser evaluada (o
tendria una integral muy cercana acero), por lo que calcular la razén produciria un error
matematico, arrojando valores infinitos positivos o negativos. Debido a lo anterior, se debe
condicionar la existencia de MAF. Esta limitante provoca que iHS tenga un bajo poder para

detectar barridos de seleccion muy recientes [16].

Tang et al. y Sabeti et al. en 2007 desarrollaron de manera independiente un procedimiento similar
para comparar los perfiles de EHH entre poblaciones. Su orientaron es la de detectar eventos de
seleccion que han resultado en una fijacion de alelos benéficos, ya sea de manera completa o
cercana a serlo, comparando el comportamiento de EHH en datos de genotipos en poblaciones

analogas [33].

iHH,po 1
XPEHH; = Rsb; = In <ﬂ)

LHHpopz_1

donde iHH,p1,i

es la integral de EHH en la primera poblacion y iHH,,,,; , €s la integral de la
segunda poblacion. Los valores son estandarizados para producir una distribucién estandar.
Valores positivos indican barridos de seleccion en la poblacion del numerador, mientras que

valores negativos indican seleccion en la poblacion del denominador [16].

2.24 DIFERENCIACION DE POBLACIONES
Siguiendo los mismos principios que en Rsb, XPEHH y Fr. donde la seleccion positiva actua en

poblaciones que comparten factores geograficos, ambientales o fenotipos comunes, es probable
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que no compartan la misma presion de seleccion que poblaciones externas ubicadas en otros
entornos. De esta manera los cambios en la frecuencia alélica ocasionados por la presion de
seleccidn en una poblacion no seran observadas en otras poblaciones, generandose diferencias

marcadas en la frecuencia alélica al ser comparadas.

El indice de fijacion Fst es el método estdndar para detectar loci muy diferenciados entre
poblaciones. En esencia, dado un valor promedio de la frecuencia de alelo p a través de una
subpoblacidn, Fst es simplemente la razén de la variancia en la frecuencia alélica en diferentes
. —\2 . ., — —
subpoblaciones ¢Z = Zﬂ-‘:l(pj —p) y la varianza en la poblacion total 62 = p(1 —7p). En

comparaciones pareadas, los célculos se simplifican a:

_ (p1 — p2)?
(p1 +p2)(2 —p1 —p2)

FST

Los valores pueden ser promediados a través de ventanas de SNP o a través de posiciones

gendmicas usando un estimado kernel local [16].

23  CONSIDERACIONES Y SOFTWARE PARA EL ANALISIS DE SS

El primer paso que se debe considerar antes de iniciar un analisis de SS después de haber elegido
la metodologia que satisface los objetivos de la investigacion, es filtrar los datos de baja calidad,

marcadores y muestras que no sean informativas o que puedan generar alteraciones en el analisis.

Algunos criterios como el Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) y MAF comUnmente
contemplados en estudios GWAS, deben ser aplicados con precaucién. La eliminacion de
marcadores con desviaciones extremas al EHW puede comprometer la resolucion del anélisis de

SS, puesto que en estos estudios valores con comportamiento atipicos son buscados. De igual
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manera, eliminar MAF pudiera eliminar por completo sefiales que estan por alcanzar una fijacion

completa.

Otro aspecto que se debe considerar es eliminar muestras de animales con relaciones de parentesco

cercanas para reducir el nimero de sefiales que pudiesen resultar en falsos positivos. El siguiente

punto es generar haplotipos de buena calidad a partir de los genotipos. La Tabla 2 presenta una

serie de software que contempla las consideraciones previas y llevan a cabo diversos analisis de

SS [16].

Tabla 2 Software disponibles para el analisis de sefiales de seleccion

Software

PLINK v1.07 y
v1.90beta

SNP & Variation
Suite v7.6.8

GCTAVv1.24.2

fastPHASE v1.2

Beagle v3.3y
v4.0

SHAPEIT?2
Sweep

Selscan

Rehh
FLK

SweepFinder

cosi y cosi2

MSMS

Andlisis Referencia
Control de calidad, procesamiento de
informacion, revision de parentesco, ROH y FST Purcell etal., 2007
i(;;gm;ﬁé :e calidad, procesamiento de Golden Helix, Bozeman,
revision de parentesco, ROH y FST MT, USA
Control de calidad, procesamiento de
informacion, Yang et al., 2011

revision de parentesco

Inferencia e imputacion de genotipos faltantes

Scheet and Stephens, 2006

Inferencia e imputacion de genotipos faltantes

Browing and Browning,
2008

Inferencia e imputacion de genotipos faltantes

O'Connell et al., 2014

Métodos basados en EHH

Sabeti et al., 2002

Métodos basados en EHH Szpiech and  Hernandez,
2014

Meétodos basados en EHH Gautier and Vitalis, 2012

Calculo de los estadisticos de FLK E:rri]glcl)(r)ng;;.,e;oé!” 2010;

Calculo de los estadisticos de CLR Nielsen et al., 2005
Schaffner et al.,, 2005;

Simulaciones de coalescencia

Shlyakther et al., 2014

Simulaciones de coalescencia

Ewing and Hermisson, 2010
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24  LAEXPECTACION DE NEUTRALIDAD

2.4.1 HIPOTESIS NULA, ALTERNA Y VALORES P EN SS
De manera histodrica la seleccion positiva es estudiada indirectamente cuando un grupo de genes
parece desviarse del modelo neutral, es decir, al no encajar en las predicciones neutrales se supone

de forma indirecta que estas desviaciones son producto de la seleccion que las estd modificando.

Para poder detectar la participacion de la seleccion en una region del genoma o0 en un gen en
particular, lo primero que se tiene que probar es el rechazo de la hipétesis nula de que la seleccién
no ha actuado en las secuencias en cuestion. Los postulados de la teoria de Kimura nos permiten
establecer qué patrones de evolucion de las secuencias se deben esperar si existen desviaciones del

modelo neutro originadas por la mutacion y la deriva genética sin la participacion de la seleccion.

A pesar de los distintos enfoques para los andlisis de SS, todos los métodos intentan probar la
misma hipdtesis nula y alterna, formuladas a partir de teoria de neutralidad, es decir, determinar si

un locus en particular se encuentra bajo algun tipo de seleccién:
Ho: la seleccién no ha actuado en el locus
Hi: la seleccién ha actuado en el locus

Para los valores de iHS, la probabilidad de que el SNP i con valor de iHS x; sea neutral, dado que
los alelos de referencia (ancestrales) y los alelos alternos son de interés, puede ser aproximada
mediante el valor p de dos colas: [16]

Pr([iHS| > |x;| | neutral) = 1 — [$(x;) — d(—x;)]

=1-2|d(x;) — 0.5]
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25  HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

2.5.1 BASES DE DATOS E INTERFASES

Una base de datos es un “almacén” que permite guardar grandes cantidades de informacion de
forma organizada para que posteriormente puede ser consultada y utilizada facilmente [34]. En
afios recientes enormes cantidades de datos bioldgicos como secuencias de genes, genomas,
proteinas, etc., han sido almacenados y puesto a disposicion de usuarios en estos almacenes
electronicos publicos, abarcando una gran cantidad de organismos modelo como: Homo sapiens,
Gallus gallus, Drosophila melanogaster, Bos taurus, Caenorhabditis elegans, etc. Existe gran

cantidad y diversidad de bases de datos, entre ellas NCBI, KEGG, UCSC, UniProt, Prosite, etc.

La gran cantidad y diversidad de informacion almacenada en bases de datos, ha generado la
necesidad de crear rutas de acceso para llevar a cabo el analisis bioinformatico de dichos recursos.
Atendiendo esta necesidad, el paquete de programas biomaRt provee una interface a una coleccion
de bases de datos en constante crecimiento, que permite seleccionar y extraer grandes cantidades
de informacién sin la necesidad de escribir busquedas complejas. Algunos ejemplos de bases de

datos de BioMart son: Ensembl, COSMIC, Uniprot, HGNC, Gramene, Wormbase, entre otras [35].

Ensembl es una herramienta para la bisqueda en genomas de vertebrados con aplicaciones a
genémica comparativa, evolucion, variaciones de secuencia y regulacion transcripcional. Ensembl
puede realizar la anotacion de genes, alineamientos de secuencias multiples, predecir funciones
regulatorias y almacenar informacion de enfermedades. Como parte de las herramientas de

Ensembl se incluye BLAST, BLAT, BioMart y VEP para todas las especies registradas [36].

La base de datos AnimalQTLdb (Animal Quantitative Trait Loci Database por su acrénimo en

inglés) almacena informacion sobre QTLs de ganados y datos de asociacion curados extraidos de
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bases de datos publicas. Particularmente AnimalQTLdb esta disefiada para facilitar a los usuarios
el proceso de comparar, confirmar y localizar la mejor ubicacion de genes responsables de
caracteres cuantitativos de gran importancia en la produccién ganadera. Esta base de datos presenta
una serie de herramientas en linea para realizar las busquedas deseadas o en su defecto, descargar
el material de interés en el ordenador. La Gltima actualizacion contiene 98,090 QTLs/asociaciones

de 773 publicaciones, que comprenden 563 caracteres diferentes.

2.5.2 LENGUAJE DE PROGRAMACION PERL

Perl es un lenguaje de programacion de propdésito general, originalmente desarrollado para la
manipulacion de texto y actualmente es utilizado para una amplia gama de tareas, incluyendo
administracion de sistemas, desarrollo web, programacién en red, etc. El lenguaje Perl adopta lo
mejor de otros lenguajes como C, awk, sed, sh, BASIC, entre otros. En el campo de la
bioinformatica es de especial apreciacion debido a su poder y naturaleza para la manipulacion de
cadenas, por ejemplo, el uso de expresiones regulares, asi como la gran cantidad de modulos
desarrollados que permiten, entre otras cosas, conectarse a bases de datos y extraer informacion

de manera sencilla [37].

2.5.3 ENTORNO DE PROGRAMACIONR

R es un conjunto integrado de programas para manipulacion de datos, célculo y graficos. El
término “entorno” lo caracteriza como un sistema completamente diseniado y coherente, Util para
el desarrollo de nuevos métodos de analisis iterativo de datos. Entre otras caracteristicas dispone
de almacenamiento y manipulacion efectiva de datos, operadores para calculo sobre variables
indexadas, en particular matrices, entre otras. Adicionalmente existe un gran nimero de paquetes
para R que han sido desarrollados para aplicarse en el campo de la bioinformatica, por ejemplo, la
busqueda de genes en bases de datos, analisis de microarreglos de ADN, etc. [38].
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En 2012 fue publicada y puesta a disposicion de los investigadores un pagquete en R denominado
“rehh”, el cual permite realizar calculos en datos genéticos, tomando como modelos de operacion
las aportaciones realizadas por Sabeti et al., Voight et al., y Tang et al. centrado en el célculo de
EHH y variables relacionadas, permitiendo la generacion asistida de graficos, diagramas y otras

herramientas de calculo de libre costo [39].
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CAPITULO 3 METODOLOGIA

3.1 DESCRIPCION DE LOS DATOS

3.1.2 ORIGEN DE LOS DATOS

La presente tesis, parte del analisis de un compendio de haplotipos que representan la informacion
genética de 507 especimenes de ganado bovino, los cuales abarcan 19 razas distintas
pertenecientes a las subespecies del género Bos: Bos taurus y Bos indicus, como se muestra en la

Tabla 3.

Tabla 3 Linajes y niUmero especimenes que componen la muestra

Linaje Abreviatura | Numero de especimenes Subespecie
Angus ANG 27 Bos taurus

Brown Swiss BSW 24 Bos taurus
Charolais CHL 22 Bos taurus
Guernsey GNS 21 Bos taurus
Hereford HFD 27 Bos taurus
Holstein HOL 59 Bos taurus

Jersey JER 32 Bos taurus
Limousin LMS 40 Bos taurus
Norwegian Red NRC 17 Bos taurus
N'Dama NDA 24 Bos taurus
Piedmontese PMT 24 Bos taurus
Red Angus RGU 11 Bos taurus
Romagnola RMG 23 Bos taurus
Brahman BRM 25 Bos indicus
Gir GIR 30 Bos indicus
Nelore NEL 35 Bos indicus
Beefmaster BMA 24 Bos taurus x Bos indicus
Sheko SHK 18 Bos taurus x Bos indicus
Santa Gertrudis SGT 24 Bos taurus x Bos indicus
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Los datos analizados proceden del Consorcio HapMap Bovino y corresponden a genotipos de alta

densidad provenientes de la genotipificacion con el BovineHD Genotyping BeadChip, el cual

interroga un total de 777,962 SNPs a lo largo de todo el genoma bovino, de los cuales 742,910 se

encuentran en los cromosomas autosomales, es decir, en los cromosomas no sexuales.

La fuente del material genético fue muestras de sangre o semen criopreservado de animales

seleccionados de tal manera que no estuvieran emparentados en al menos de 4-5 generaciones

ancestrales. Todos los linajes de la muestra pertenecen a las subespecies Bos taurus y Bos indicus

como se detalla en la Figura 9.

Inglesas Indicus

Produccion Produccion

de leche de carne Multipropdsito

Angus,
Hereford vy
Red Angus

Brahman,
Nelore y Gir

Guernsey y
Jersey

Africanas Hibridas

Produccion

Multipropdsito de carne

Beefmaster
y Santa
Gertrudis

Europeas

Produccion
de carne

Charolais,
Limousin,
Piedmonte
sey
Romagnola

Produccion
de Leche

Brown
Swiss,
Holstein y
Norwegian
Red

Figura 9 Descripcion de la muestra. Clasificacion de las razas segun su origen y descripcion del

propdsito de crianza.
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Los genotipos fueron filtrados para eliminar los errores de tecnologia de “no llamado” (“not call”
en inglés) ocurridos durante la genotipificacion de las muestras. Posterior a dicha depuracion, el
valor promedio de SNPs retenidos en las 19 razas fue de 735,202 SNPs, lo que representa un 94.5%
de la informacion inicial (ver Anexo 1). Finalmente, los haplotipos analizados en el presente

estudio provienen de la inferencia mediante el algoritmo Beagle 3.3.2 [40].

3.1.3 FORMATO DE LOS DATOS

Originalmente el compendio de haplotipos se encontraba dividido en 551 archivos de texto, lo que
representa los 29 cromosomas autosomales del genoma bovino, para cada una de las 19 razas de
manera individual. La informacion de estos archivos estaba codificada en el formato de “Alelos
A/B” [41], como se aprecia en el extracto de informacion en la Figura 10. En el primer renglon se
encuentra el identificador (id) de los individuos de la muestra, cuyos primeros tres caracteres
sefialan la raza en cuestion; a partir del segundo renglon se encuentran los marcadores (M)

iniciando con el identificador numérico del SNP y posteriormente los valores de los alelos.

I id ANGO00001 ANGOO0001 ANGOOO00Z
Mi1e847 BB E BE B BEBAEBEABBSEB
M 36337 AAABAAAAMABAADL
MeTl30 A A A A ARADMDADADDDLD
M 786530 A AABAADDDADDLDLLN
M824q12 EEBBBBEABABEE
MaaT2s A ARARARARMARBMABABALDL
MI100260 EBE B A B BEEBEABABEE
M11164a> BE BE B A BBEEBEBEBBBEE
MI120182 BB A B BABBBEBAEA
M 127885 A A A A A A B A A A A AA
MI1230%8 E B BABEBEEBEEBEBBBEE

Figura 10 Extracto del compendio de haplotipos codificados en “Alelos A/B”
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32 PREPROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

3.2.1 ESTRUCTURA DE DATOS
Debido al alto grado de segregacion que la informacion presentaba, se opt6 por disponer de ella
en una estructura de datos tipo hash en PERL, dado que se requiere asociar diversos campos de

informacidn a un mismo elemento en particular.

Se determiné el valor de la base nucleotidica que le correspondia a cada alelo basados en la
anotacién del genoma bovino UMD 3.1 (como se observa en la Figura 11), y se asocio la identidad
de los alelos ancestrales y derivados haciendo uso de los valores putativos publicados por Rocha

etal. en [31].

ANGO00001 ANGO00001 ANGO00002
16947 CCCCCCCARCRCCCCCCCCCCCCaCCac
36337 AARGRAARAAGARAALDRARGARRAAGGRAARNI
67130 AARRAADDRAADARANAAANDAARDARAI
78655 AALGAARAALRAALLANGARANLGARL]
83412 GGGGGGGAGAGGGGGGGGGGGGAGGAG(
89725 TTITTITICICITITITITITITITICIICT:
100260 CCCTCCCICTCCCCCCCTICCCCTICT(
111645 CCCACCCCCCCCCCCcccacccccacct
120183 GGIGGIGGGGIGITITIGGGGIGGIG:
127885 TTTITTITITITTITITITITITITITIITITIITIITIIT:
135098 GGGAGGGGGGGGGGGGGAGGGGGAGG(

Figura 11 Extracto del compendio de haplotipos codificados en bases nucleotidicas
“ACGT”.

3.2.2 FILTROS DE CALIDAD

Al compendio de haplotipos preprocesados se aplicd las siguientes medidas como filtros de
calidad: se eliminaron los SNPs monomorficos, marcadores con frecuencias de alelo menor
inferior a 0.05 (MAF <0.05) y aquellos marcadores cuya informacion sobre alelos ancestrales y

derivados era desconocia (ver Anexo 2).
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3.2.3 ARCHIVOS DE ENTRADA A LA PAQUETERIA “rehh”
A partir de la informacion almacenada en el hash se generaron los archivos de entrada a la
paqueteria de analisis rehh de R Project, siguiendo las especificaciones particulares de formato. A

continuacion, se detallan los archivos de texto generados:

3.2.3.1 ARCHIVOS DE HAPLOTIPOS

Se crearon siguiendo el formato estdndar de haplotipos [42], donde cada renglon representa un
haplotipo; el primer elemento es el ID del haplotipo y los SNPs de los haplotipos se encuentran
separados en columnas (de manera alternada para las dos cadenas de secuencias). Los alelos se
codificaron de la siguiente manera: 0 para alelos faltantes, 1 para alelos ancestrales y 2 para alelos

derivados (ver Figura 12 a).

3.2.3.2 ARCHIVOS CON INFORMACION DE SNPS

Estos archivos brindan informacion especifica de cada uno de los SNP en la muestra. Al inicio de
cada rengldn se encuentra el nombre del SNP, seguido del cromosoma de origen, su posicion en
el cromosoma, el alelo ancestral y el alelo derivado, codificados como 1y 2 respectivamente. Los

SNPs se acomodaron en el mismo orden de aparicion que en los archivos de haplotipos (ver Figura

12 b).
a) b)
ANGOOOOOL 1 1 1 1 2 2 2 1 BovineHDO100000005 1 16947 1 2
ANGOOOOOZ 1 1 1 1 2 2 2 1 BovineHDO100000015 1 36337 1 2
ANGOOOOO3 1 1 1 1 2 2 2 1 BovineHD0100000024 1 67130 1 2
ANGOOODO2 1 2 1 2 2 2 1 2 BovineHDO100000026 1 TBE55 1 2
ANGOOOOOS 1 1 1 1 2 2 2 1 BovineHDO100000027 1 83412 1 2
ANGOOOOOE 1 1 1 1 2 2 2 1 BovineHDO100046367 1 89725 1 2
ANGOOOOOT 1 1 1 1 2 2 2 1 BovineHDO100000030 1 100260 1 2
ANGOOOOOE 2 1 1 1 1 1 1 1 BovineHDO100000033 1 111645 1 2
ANGOOOOOS 1 1 1 1 2 2 2 1 BovineHDO100000035 1 120183 1 2
ANGOOOO1O 2 2 1 1 1 1 1 1 BovineHDO100000037 1 127885 1 2

Figura 12 Extracto de los archivos de entrada a la paqueteria de rehh: a) archivo de
haplotipos, b) archivo con informacion de SNPs
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33 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

3.3.1 CALCULO DE LOS ESTADISTICOS DE iHS
La siguiente secuencia de instrucciones se programé y anido en una estructura de control tipo for

para calcular el estadistico iHS en las razas bovinas utilizando la paqueteria rehh en R.

Los archivos de entrada tipo texto (haplotipos e informacidn de SNPs) se convirtieron en objetos
de clase tipo “haplohh” mediante la funcion data2haplohh, utilizando los siguientes argumentos:
min_perc_geno.hap=100, min_perc_geno.snp=100, min_maf=0.05. Mediante la funcion scan_hh,
se calcul6 el IHH para los alelos ancestrales y derivados, asi como el IES para todos los SNPs del

objeto haplohh, empleando sus pardmetros predeterminados: limehh=limehhs=0.05 y limhaplo=2.

Como resultado se obtiene un objeto tipo res.scan, que es una matriz de dimensiones [SNPs
declarados x 6], donde las columnas indican: el nimero de cromosoma, la posicion del SNP, la
frecuencia del alelo ancestral, el valor de iHH para el alelo ancestral (iHHa), el valor de iHH para
el alelo derivado (iHHd) y finalmente el valor de IES. Para cada linaje bovino se gener6 un archivo
en el que se concateno las matrices de los 29 cromosomas en una sola matriz resultante como se

muestra en la Figura 13.

CHR POSITION FREC_a IHHa IHHd IES
BovineHDO100000005 1 16947 0.85185185 281389.085  422472.24 234069.928
BovineHDO100000015 1 36337 0.81481481 327174.752 412162 323696.893
BovineHDO100000026 1 78655 0.B8BBEBE9 257848.269 1973339.62 265908.835
BovineHDO100000027 1 83412 0.14814815 601500.907  282400.31 289205.109
BovineHDO100046367 1 89725 0.14514815 601500.907  282400.31 289205.109
BovineHDO100000030 1 100260 0.25925926 240335.919 402885.142 386195.512
BovineHDO100000033 1 111645 0.38888889 252655.581 1973339.62 260771.982
BovineHDO100000035 1 120183 0.59259259 226547.025 10162458.01 454829.146

Figura 13 Extracto del objeto res.scan. La concatenacion de los 29 objetos (uno por

cada cromosoma) es la matriz resultante de la funcion scan_hh para cada linaje
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3.3.2 ESTANDARIZACION DE iHS

Para cada linaje se calculd los valores de iHS estandarizados utilizando la matriz de estadisticos
iHH mediante la funcién ihh2ihs con el argumento freqbin=0, la cual establece que cada frecuencia
observada sea tratada como una marca de clase, al momento de estandarizar los valores de iHH.
Esta asignacion se recomienda en estudios donde la muestra cuente con un gran nimero de SNPs
y pocos haplotipos como se indica en [42]. Como resultado se obtuvo un objeto tipo res.ihs, que
es una lista con dos elementos: una matriz de iHS de los SNPs con sus respectivos valores pits,
asumiendo que los valores de iHS se distribuyen de acuerdo con la hipotesis de neutralidad (Figura
14 a), asi como una matriz donde se presentan los parametros estadisticos para datos agrupados

basados en las frecuencias observadas (Figura 14 b).

a) b)
CHR POSITION iHS Pvalue FreqClass Size MeaniHH SDiHH
BovineHD0100000005 1 16947 0.385069482 0.154786616 1 0.074074074 10797 -4.388088401 1.185624395
BovineHD0100000015 1 36337 0.543783386 0.231664%943 2 0.111111111 12418 0.559971499 1.666509064
BovineHD0100000026 1 78655 -0.738822867 0.337228418 3 0.148148148 14036 0.689160036 1.47499397
BovineHD0100000027 1 83412 0.045384866 0.016012833 4 0.185185185 14788 0.674581724 1.363346521
BovineHD0100046367 1 89725 0.045384866 0.016012833 5 0.222222222 15593 0.521997359 1.318717311
BovineHD0100000030 1 100260 -0.657374754 0.291630113 6 0.259259259 16510 0.348722363 1.316351544
BovineHD0100000033 1 111645 -0.751650509 0.344610611 7 0.296296296 16780 0.265011763 1.296124147
BovineHD0100000035 1 120183 -0.934781447 0.456054887 8 0.333333333 18055 0.185562274 1.2947463S

Figura 14 Extracto del objeto res.ihs donde se muestra en a) los valores estandarizados
de iHS y en b) la informacion sobre la estandarizacién

3.3.3 VALORESD

A partir de los valores de probabilidad pins, donde p;ys = —log[1 — 2|@(iHS) — 0.5]], y @(X)
representa la funcion de distribucion acumulativa gaussiana de los valores de iHS, se calcularon
los valores p como en [23], debido a que el pinses el valor p de la prueba estadistica de dos colas

asociado a la hipotesis de neutralidad, es decir, la hipdtesis nula de “no seleccion” para dicho
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estadistico de iHS, el valor p;ys Se puede interpretar como log,, (%) Se generaron graficas de

Manhattan para observar la distribucién de los valores de p;ys a lo largo del genoma utilizando la

funcién ihsplot (ver Anexo 3).

3.3.4 REGIONES GENOMICAS SIGNIFICATIVAS

Para establecer regiones de busqueda donde interrogar sefiales de seleccion se calcularon los
valores absolutos de los estadisticos de prueba iHS, se promediaron a lo largo de todo el genoma
en regiones sin traslape de 500 Kb de longitud como en [43], [44] y se identificaron como |iHS]|.
Se generaron graficas de Manhattan para observar la distribucion de los valores de |[iHS]|
estandarizados en todo el genoma, y se establecieron como regiones significativas aquellas que
superaron el valor extremo 2.33, que representa un intervalo de confidencia del 98 % (0=0.02),

similar como en [23], [42], [43].

3.3.5 INFORMACION BIOLOGICA DE INTERES
Debido a la magnitud de regiones significativas detectadas en las 19 razas bovinas, para
inspeccionar la presencia de informacion bioldgica de interés se limito a utilizar las cinco regiones

con las sefales de seleccién mas intensas.

3.3.5.1 GENES

Para inspeccionar la presencia de genes se desarrollé un algoritmo iterativo en R que utiliza el
paquete estadistico biomaRt como interfase entre la terminal y la base de datos
btaurus_gene_ensembl disponible en el sitio BioMart. Los parametros de entrada que se utilizaron
para realizar la basqueda fueron: el nimero de cromosoma, el inicio y fin de la region (ambos en
Kb). Como resultado de cada iteracion se gener6 un archivo con la informacion necesaria para

identificar los genes.
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3.35.2QTL

Para investigar la presencia de QTL se descargd y proceso el compendio de QTL reportados y
almacenados en la base de datos AnimalQTLdb. Mediante un algoritmo en R y de manera similar
en la busqueda de genes se acotaron las regiones de busqueda y se generaron una serie de archivos

donde se identifican y describen los QTL detectados.
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CAPITULO 4 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 RESOLUCION DEL ESTUDIO

Después de aplicar los filtros de calidad, el namero promedio de marcadores retenidos por
cromosoma fue de 546,961 SNPs, lo que equivale al 73.62% de los SNPs autosomales
comprendidos en el BovineHD Genotyping BeadChip (ver Anexo 2), abarcando 2,512.08 Mbp del
genoma bovino (UMD3.1) con una distancia media de 4.59 Kb entre marcadores adjuntos (ver

Tabla 4).

Tabla 4 Distancias promedio entre marcadores adjuntos en cromosomas autosomales

Longitud del
cromosoma
(Mb)

Numero de SNPs
promedio

Distancia promedio

Cromosoma (Kb)

1 34,563 158.34 4.58
2 29,405 137.06 4.66
3 26,371 121.43 4.60
4 25,924 120.83 4.66
9 25,114 121.19 4.83
6 26,764 119.46 4.46
7 24,552 112.64 4.59
8 22,242 113.38 5.10
9 23,454 105.71 4.51
23,148 104.31 4.51
24,051 107.31 4.46
19,471 91.16 4.68
15,863 84.24 5.31
16,692 84.65 5.07
18,636 85.3 4.58
18,163 81.72 4.50
17,111 75.16 4.39
15,148 66 4.36
14,388 64.06 4.45
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16,506 72.04 4.36
15,856 71.6 4.52
14,022 61.44 4.38
11,933 52.53 4.40
14,043 62.71 4.47
10,028 42.9 4.28
11,785 51.68 4.39
10,297 45.41 441
10,303 46.31 4.49
11,129 5151 4.63
546,961 2,512.08 4.59

4.2 ESTADISTICOS DE iHS

En la Figura 15 se presentan las gréaficas con la distribucion de los valores de |iHS|a lo largo del
genoma para cada uno de los linajes bovinos. En el eje horizontal se tienen los cromosomas
autosomales, cada punto representa una region de 500 Kb, y en el eje vertical se presenta el
promedio del valor absoluto de los estadisticos de iHS estandarizados. La linea punteada horizontal
indica el umbral de significancia considerando un a de 0.02, es decir, aquellos valores extremos
de |[iHS| > 2.33 [23], [43], [44]. Con dicho nivel de exigencia estadistica se detectaron regiones

significativas en diversos cromosomas en todos los linajes bovinos.
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Figura 15 Distribucién de los valores de |iHS| en el genoma
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En las graficas se pueden observar claramente el patron adecuado para detectar una sefial de
seleccidn, de acuerdo con el fundamento de analisis de iHS, es decir, cdmulos de marcadores que
forman picos claramente marcados de gran altura, en conjuncién de exceder un umbral de

significancia.

Los cimulos més prominentes se encuentran en: BMA (cromosoma 17), JER (cromosoma 18),
NDA (cromosomas 23) y PMT (cromosoma 13). En el resto de los linajes se aprecian maltiples

cUmulos de altura variable.

43 REGIONES GENOMICAS Y SENALES DE SELECCION

En la Tabla 5 se muestra la cantidad de regiones de 500 Kb utilizadas para promediar los valores
de |iHS| en cada una de las razas, asi como la proporcion de regiones de interés segun los criterios

de significancia estadistica.

Tabla 5 Proporcién de Regiones significativas

NUmero de Regiones % Regiones
regiones significativas significativas
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4,933 72 1.46
4,875 15 0.31
4,953 84 1.70
5,011 51 1.02
4,867 46 0.95
4,913 47 0.96
4,998 50 1.00
5,008 30 0.60

El valor promedio de regiones por raza fue de 4,902, siendo 5,011 el valor mas alto para la raza
PMT vy 4,731 el valor inferior en la raza JER. Esta variacion se debe a que, en algunas regiones, el
valor promediado de |iHS| fue de cero, es decir, no se contaba con algin marcador en dicha region

y por ende fueron descartadas.

El valor promedio de regiones significativas por raza fue de 51, con un valor maximo de 111
regiones en la raza BSW y un valor minimo de 12 en HFD. En términos de porcentaje el valor
promedio de regiones significativas es del 1%, con un valor maximo en BSW de 2.33 % y un valor
minimo en HFD de 0.25 %. El conteo y lasas regiones significativas por cromosoma de cada uno

de los linajes se encuentran en los Anexos 4y 5.

44 CROMOSOMAS

Para analizar de manera cuantitativa la distribucion de las regiones significativas graficadas en la
Figura 15, en la Tabla 6 se presentan los cromosomas (Cr) con el mayor numero de regiones
significativas (# R). En la tabla se omiten los cromosomas donde se presenta un empate con la
cantidad minima de 1 region significativa por cromosoma o un empate entre 5 0 mas cromosomas

con la misma cantidad de regiones.
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Tabla 6 Distribucion de regiones significativas

A B R B

Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R
4 7 17 29 14 40 5 14 24 14 17 15 14 16
8 7 7 8 6 13 19 14 8 9 3 7 11 7
13 4 9 3 23 7 16 13 18 7 1 2 18 3
16 4 23 3 8 6 12 10 2 6 2 2 12 2
6 12
3 3 10 2 29 6 11 9 21 5 - - 16 2
» O R DA R

Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R

8 | 3 | 20| 15 | 3 | 11 | 3 | 18 | 2 | 13 | 2 | 3 | 14| 19

o | 2 | 1] 3 |9 ]| 6 | 2] 7 | 6] 10|38 2 |1] 9

2] 2 10| 3 |18 6 |15 5 |23] 10 | - | - | 9| 9

21| 2 | 2 45 |, 7 8 | - | - | 4] 8
8

I T30 I 0 - - R o IR I A IS B
> 22 17

Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R | Cr | #R

13 15 5 20 6 11 13 17 12 6

16 9 6 7 9 8 3 16 4 5

2 5 15 5 20 7 5 5 6 3

4 4 4 5 6 7 5 17 3
9 2 9

6 4 22 10 5 23 2 - -

El valor maximo de regiones significativas se presenta en el cromosoma 14 de la raza BRM con
un total de 40 regiones; en segunda posicion se tiene el cromosoma 17 de la raza BMA con 29

regiones; y en tercer lugar se tiene el cromosoma 5 de la raza RGU con 20 regiones significativas.

Para analizar las coincidencias entre los cromosomas con la mayor cantidad de regiones
significativas, se distribuyeron los linajes bovinos en tres grupos, atendiendo su propdsito de

crianza como sigue:
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e Produccion de Leche: Guernsey (GNS), Jersey (JER), Brown Swiss (BSW), Holstein
(HOL) y Norwegian Red (NRC).

e Produccién de Carne: Angus (ANG), Charolais (CHL), Hereford (HFD), Limousin (LMS),
Piedmontese (PMT), Red Angus (RGU), Romagnola (RMG), Brahman (BRM), Santa
Gertrudis (SGT).

e Multipropésito: Beefmaster (BMA), N’Dama (DNA), Nelore (NEL), Gir (GIR), Sheko

(SHK).

Adicionalmente, los cromosomas en consideracion son aquellos que presentan al menos dos

regiones significativas detectadas. Los resultados se presentan en la Figura 16.

Leche

80 %
10, 16, 18

57 % 60 %

6, 8 53% \1,2,3
3,6
56 % 80 % - Lo
50 % Multiproposito
56,8 17
3,6,9

Figura 16 Coincidencias en cromosomas con sefiales de seleccion
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Se puede obsevar que el 80% de los linajes destinados a la produccién de leche tienen una
coincidencia de almenos dos regiones sigificativas en los cromosomas 10, 16 y 18. De igual modo,
en el grupo multiproposito se tiene una coincidencia del 80% en el cromosoma 17. Por su parte,

en el ganado de carne existe una coincidencia del 56% en los cromosomas 5, 6y 8.

Respecto a comparaciones entre grupos, el porcentaje de coincidencia mayor se obtuvo en la
comparacion Leche-Multipropoésito, con un valor de 60% en los cromosomas 1, 2 y 3; el valor
menor se obtuvo en la comparacion Carne-Multipropésito con 50% en los cromosomas 3, 6y 9.
Finalmente al comparar los cromosomas de los tres grupos, se tiene una coincidencia del 53%

respecto a los cromosomas 3y 6.

4.5 ELEMENTOS GENETICOS DETECTADOS

451 GENES

El anéalisis de las regiones genémicas comprendidas por las sefiales de seleccion en la base de datos
btaurus_gene_ensembl de BioMart, reveld la presencia de gran cantidad de elementos genéticos
anotados, principalmente genes formalmente reconocidos, asi como pseudogenes y transcritos de

ARN (ver Anexo 6).

Para visualizar esta informacién, se calculd una proporcién de la siguiente manera: se dividio el
total de elementos anotados entre la cantidad de regiones significativas en cada razay se graficaron

los valores, como se muestra en la Figura 17.

La gréfica generada revela que existe una distribucion similar en la proporcion de elementos
anotados entre los linajes bovinos, con un valor promedio de 3.23; el valor superior se presentd en

la raza BSW con 4.99 y el valor inferior en la raza BMA con una proporcién de 1.53.
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Proporcion de elementos anotados

6.00
5.00

4.00

3.00

2.0
-hkidin
0.00

ANG BMA BRM BSW CHL GIR GNS HFD HOL JER LMS NDA NEL NRC PMT RGU RMG SGT SHK

o

o

Figura 17 Proporcién de elementos genéticos anotados en las regiones significativas

De igual manera, se hace notar que la raza BSW, quien obtuvo el mayor porcentaje de regiones

significativas (2.33 %), es quien presenta la mayor cantidad de elementos genéticos anotados.

452 RASGOS DE PRODUCCION ASOCIADOS

Los genes anotados para las cinco regiones mas significativas de cada linaje se presentan en la
Tabla 7, junto con los resultados complementarios del analisis en la base de datos AnimalQTLdb,
utilizada para detectar la presencia de rasgos de produccion asociados 0 QTLS.

En la columna “Tipo de rasgo/QTL” aparece la siguiente nomenclatura para la clasificacion de la
informacion.

AR: Asociacion a Reproduccion AS: Asociacion a Salud

AP: Asociacion a Produccion ACC: Asociacion a Cuerpo y Carne
ACE: Asociacion a Caracteristicas Externas APL: Asociacion a Produccion de Leche
QTL-R: QTL Reproduccion QTL-L: QTL Leche

QTL-P: QTL Produccion QTL-CC: QTL Cuerpo y Carne
QTL-CE: QTL Caracteristicas Externas
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Tabla 7 Genes y rasgos asociados

Region [IHS] Num. .
(Kb) promedio rasgos/QTL Ulipe st rasger O
16:48500-49000 2.757
4:41000-41500 2.655 GNAIL 1 AP

ANG | 8:97000-97500 2.615 FSD1L, FKTN, TMEM38B, TAL2
4:42000-42500 2.597
4:41500-42000 2572 1 AP

17:36500-37000 3.789 TRPC3

17:37000-37500 | 3.759 | SNORA72

17:34000-34500 3.537

BMA
17:34500-35000 | 3.362 | SPRY1, SPATAS

SPATADS5, SNORA11, NUDTS6, U4,
17:35000-35500 3.285 BBS12, 1L21

14:60000-60500 | 3.265 | OXR1
14:57000-57500 | 3.198 | ENY2, NUDCDI, TRHR

BRM | 14:57500-58000 | 3.138 | 'RHR,TMEM74

14:32000-32500 | 3.072 | PNAJCSB, TRIMSS, CRH 1 AR

14:60500-61000 | 3.051 | £FPM2

BoLA DR-ALPHA, BTNL2, BLA-
DQB

DHX8, ETV4, MEOX1, SOST,
DUSP3, C170rf105, MPP3, CD300LG,
19:44000-44500 2.962 MPP2, SNORD112, PPY, PYY, PYY2,
NAGS, TMEM101

23:25500-26000 3.138

BSW
5:35000-35500 2040 | ANOG, DBX2
13:45000-45500 | 2.924 | PITRM1
U6, THBD, CD93, NXT1, GZF1,
13:42000-42500 2.923 NAPB, CSTL1, CST11, MGC133636
5:59500-60000 3306 | OR10A7
CHL | 24:19000-19500 | 3014 2 AP
14:25500-26000 | 2.970 | !MPAD1 4 AP, QTL-P
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FAM205C, PHF24, U6, DNAJBS,
VCP, FANCG, PIGO, STOML2,

8:59500-60000 2.849
FAM214B, UNC13B
24:22500-23000 | 2.787 | DTNA, U6
17:32500-33000 | 3.077 | FAT4
17:39500-40000 | 2910 | YLBP3
GIR | 17:38000-38500 | 2.844
1:7000-7500 2,693
17:33000-33500 | 2692 | ANKRDS0
14:8000-8500 2903 | ZFAT
14:11000-11500 | 2.848 | ADCYS, ASAP1
14:10500-11000 | 2.831 | ADCY8
GNS
14:4500-5000 2800 | TRAPPCY, KCNKO9
_ ARHGAP25, BMP10, GKN2,
11:67000-67500 | 2677 | G ANTXRI
21:1000-1500 2792 | U6
12:74500-75000 | 2.777
HED | 21:1500-2000 2608 | U6 ORSDI13
9:36500-37000 2626 | HS3STS HDAC2 1 QTL-CC
9:60000-60500 2573 2 AP
STIML, RHOG, PGAP2, NUP98,
15:52000-52500 | 3.056 | CHRNAI0, bta-mir-2317, RNF121, 4 APL
IL18BP, NUMA1L, LRRC51
20:29500-30000 | 2.978 | HCN1 58 QE'CAPL’ QTL-L,
HOL
20:28500-29000 | 2.895 | PARP8, SNORD28, EMB 14 APL, ACC
20:27000-27500 | 2.829 7 AP, QTL-R
. MIS18A, HUNK AP, AS, QTL-R,
1:2500-3000 2.794 21 AR, ACE APL
_ AHCYL2, STRIP2, NRFL1, bta-mir-
4:94000-94500 | 3.654 | 145" Mir-96, bta-mir-183, UBE2H
10:24000-24500 |  3.609
JER | 16:6500-7000 3465 | KCNT2 3 APL
12:71500-72000 | 3.452
PLCG2, SNORA70, SDR42EL,
18:8500-9000 3.435 HSD17B2, U6, MPHOSPH6 1 QTL-CE
g | 318700087500 2998 | FGGY, U6
2:10000-10500 2712
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UTP11, FHL3, SF3A3, INPP5B,
MTF1, Clorf122, YRDC, MANEAL,
EPHA10, CDCAS8, C1orf109, RSPO1,

3:108500-109000 | 2.666
GNL2, DNALIL, SNIP1, MEAFS,
ZC3H12A, POU3F1, U6
20:14000-14500 | 2.666 | ADAMTS6, U4, CWC27 AP
22:38500-39000 | 2.650 | CADPS QTL-CE
6:81500-82000 3712 | TECRL
2:38000-38500 3505 | Y12, UPP2, U6
EPHA2, U6, FAM131C, HSPB?,
2:136500-137000 | 3.282 | CoH1orfe4
NDA
GRM4, HMGAL, NUDT3, SNORA3L,
23:8000-8500 3.065 PACSIN1
2:36000-36500 | 3017 | RBMSLITGBG, PLAZRI
9:4500-5000 2,656
KIF1A, AGXT, C20rf54, CROCC2,
3120500121000 | 2505 | SNEDL, MTERF4, PASK, PPPLR?,
HDLBP, SEPT?2
NEL
3:76500-77000 2550
10:69000-69500 | 2514 | 'MEM260,Y_RNA, OTX2
13:45000-45500 | 2.460 | ITRMI
14:48500-49000 | 3.281 | EXT1, MED30
2:93000-93500 3232 | U6
NRC | 14:47500-48000 | 3.077 |SAMDI12
14:4800048500 | 3,033 | SAMDI2, bta-mir-2489, EXT1
14:50000-50500 | 3.008
13:17000-17500 | 3.167 | PRKCQ, PFKFB3, RBM17
16:25000-25500 | 2.955 | Ueatac, HLX
PMT | 13:18500-19000 | 2.949 | CREM,CUL2 PARD3
13:15500-16000 | 2.941 | GATAS
4:69500-70000 2032 | SKAP2, 75K
BEST3, LRRC10, CCT2, FRS2,
RGU | 5:44000-44500 2950 | SNORA25, 55 rRNA, YEATS4, U5, AP

U6
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CPM, MDM2, SLC35E3, NUP107,
5:45000-45500 2.915 SNORAZ38 1 AP

5:55500-56000 2.863 ATP23, CTDSP2, bta-mir-26a-2, AVIL

PTPRR, PTPRB, KCNMB4, CNOT2,
5:43000-43500 2.859 SNORA18 1 AP

5:54500-55000 2800 | LRIG3

MYH9, U6, TXN2, FOXRED?2,

5:75000-75500 3.017 EIF3D, CACNG2

HERCS, NAP1L5, PYURF, HERCS,
6:37500-38000 | 2995 | HERC6, PPM1K, ABCG2, U6

PVALB, NCF4, CSF2RB, TEX33,
RMG 5:75500-76000 2987 TST, MPST, KCTD17, TMPRSS6,
IL2RB, C1QTNF6

5:72000-72500 2959 | LARGEL

6:39500-40000 2.805

EPB41L1, AAR2, DLGAP4, MYLJY,
13:66000-66500 3.362 TGIF2, TGIF2-C200rf24, SLA2,
NDRG3, TLDC2, SAMHD1

3:75500-76000 3060 | LRRC7

SGT | 3.76000-76500 | 2.981
13:68500-69000 | 2.973
SRC. BLCAP, NNAT, CTNNBLL
13:67000-67500 2.971 VSTM2L
12:46000-46500 | 2.971
6:5000-5500 2.836
ShK | 12:55000-55500 | 2.733

4:38500-39000 | 2.706 | CACNAZ2D1

11:62000-62500 2679 | UGP2, VPS54, PELIL

La tabla anterior refleja varias cuestiones de interés, por ejemplo, en las 95 regiones con las sefiales
de seleccién mas intensas, se presentan varios genes y elementos de produccion asociados. De
manera numérica se tiene que el 76.8 % de ellas comprenden al menos un gen; el 20 % presenta

rasgos de produccion asociados o0 QTLS; y finalmente, el 14.7% presenta ambos elementos.
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La region 108,500-109,000 Kb del cromosoma 3 de la raza LMS es la que present6 la mayor
concentracion de genes detectados con un total de 17, mientras que la region 29500-30000 Kb del
cromosoma 20 de la raza HOL presento el mayor nimero de asociaciones y QTLs con un total de
58 elementos, abarcando las categorias de: asociacion a produccion, a produccién de leche, a

cuerpo y carne y QTL Leche.

Cabe mencionar que durante el anlisis en la base de datos AnimalQTLdb, se verifico que el rasgo
de produccién (QTL) detectado estuviera registrado en el mismo linaje bovino en estudio, es decir,
que efectivamente ese rasgo hubiese sido reportado para el mismo tipo de ganado. De igual
manera, se corrobor6 que cada elemento detectado presentara un identificador Gnico (QTL_ID).
Respetando los criterios anteriores, fue posible identificar rasgos de produccién asociados en al

menos 8 linajes bovinos de los 19 manejados en este estudio.

Atendiendo la agrupacion de razas bovinas seglin el propésito de crianza, se destaca dos

principales categorias, como se aprecia en la Figura #18.
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Rasgos de Produccidn asociados

QTL-Cuerpo y carne
QTL-Leche
QTL-Caract. Externas
QTL-Produccién

QTL-Reproduccion

A. Produccién de Leche
A. Cuerpo y carne

A. Salud

A. Caract. Externas

A. Produccion

A. Reproduccion
0 10 20 30 40 50 60 70

Hleche HCarne M Multipropodsito

Figura 18 Distribucion de rasgos de produccién asociados segun propdsito de crianza

En el grupo “Produccion de leche” se obtuvo el conteo mayor de asociaciones con 67 en la
categoria “Asociacion a Produccion de Leche”, seguida de la categoria “Asociacion a Produccion”
con un conteo de 15; lo anterior refleja por completo los rasgos distintivos deseados segun el

proposito de crianza.

De manera similar, en el grupo “Produccion de carne” la categoria predominante fue “Asociacion
a Produccién” con 16 conteos, seguidas por las categorias “Asociacion a cuerpo y carne”,
“QTL_caracteristicas externas” y “QTL_Produccién” con un valor de 1. Por otra parte, no fue
posible detectar ningin elemento de asociacion para los linajes que componen el grupo

“Multiproposito”.

65



Finalmente, una breve revision en la literatura permitio vincular varios genes detectados en este

estudio con genes y/o familias de genes reportados previamente. En la Tabla 8 se muestran una

referencia cruzada con la informacion en cuestion.

Tabla 8 Referencia cruzada de genes

Gen de

Gen

el referencia detectado Raza SUEI
Zhao, 2015 FAM159A FAM131C NDA
S. Qanbari, 2011 ADAMTS6 ADAMTS6 LMS
Codifica una proteina reconocida
Zhao, 2014, 2015 ANTXR2 ANTXR1 GNS | como receptor de las toxinas de
antrax.
S. Qanbari, 2010 BMP4 BMP10 GNs | Vinculado al desarrollo
cardiovascular.
Zhao, 2015 CACNA2D2 | CACNA2D1 | sHK | /Asociado arasgos de produccion y
mastitis clinica.
M. Hossein, 2012 CACNB3 CACNG2 RMG
Zhao, 2015 CD109, CD93 BSW _Relamonado a rutas del sistema
CD63 inmune.
Zhao, 2015 DNAJC14 | DNAICSB | BRM | Relacionadoal correcto
plegamiento de proteinas.
S. Qanbari, 2010 | HSD11B1 HSD17B2 JER | Asociado al metabolismo de
estrogeno.
Shameek, 2006 IL4 IL21 sMA | Vinculado a respuestas innatas y
adaptativas del sistema inmune.
Zhao, 2015 LRRC41 LRRC7 SGT i\r/]'n”a‘;‘;'ado al sistema inmune
Holly Ramey, 2013 OR5D18 OR5D13 HFD Receptor olfativo.
Asociado a funciones
Gautier, 2011 PPP1R8 PPP1R7 NEL | reproductivas (desarrollo
embrionario).
M. Hossein, 2012 PPP2CA PPP1R7 NEL
Asociado a funciones
Zhao, 2015 PPP1R42 PPP1R7 NEL reproductivas (desarrollo
embrionario).
Gautier, 2011 SAMD12 SAMD12 NRC | Involucrado en sefializacion
celular durante respuestas inmune.
Holly Ramey, 2013 | SAMD11 SAMD12 NRC | Involucrado en sefializacion

celular durante respuestas inmune.
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Involucrado en sefializacion

Holly Ramey, 2013 SAMHD1 SAMHD1 SGT .
celular durante respuestas inmune.
Gautier, 2011 SLC7A5 | SLC3sE3 | Reu | mvolucradoen pigmentacion de
piel (por exposicion a luz UV).
Shameek, 2006 | SLC24A5 | SLC35E3 | Rgu | Involucrado en pigmentacion de
piel (por exposicion a luz UV).
Zhao, 2015 SLC5A9 | sSLC3sE3 | Rgu | Involucrado en pigmentacion de
piel (por exposicion a luz UV).
Zhao, 2014, 2015 SPATA18 SPATAL BMA | Asociado a espermatogénesis
S Qanzbgl“l’ 2010, SPATAG6 SPATAS BMA | Asociado a espermatogénesis
Zhao, 2015 TAL1 TAL? ANG Asouado a la activacion de las _
células T en procesos de leucemia.
M. Hossein, 2012 TMEMS8B TMEM38B ANG
Zhao, 2015 ZC3H10 ZC3H12A Lms | Relacionado al proceso de

apoptosis celular.

De la tabla anterior se destaca que los genes: SAM12, SAMHD1 y ADAMTS6, han sido

reportados previamente en la literatura como sujetos a presion se seleccion en estudios similares

al presente. El resto de los genes fueron seleccionados por afinidad a la familia del gen reportada.

La anotacion de los genes SAM12 y SAMHDL1 indica que ambos participan en procesos de

sefializacion celular durante respuestas inmunes. Analizando las funciones biolégicas de los otros

genes sefialados, se destacan dos principales aspectos de participacion: sistema inmune y

reproduccion. Por ejemplo, se tiene una triple referencia para la familia del gen detectado PPP1R7,

asociado a funciones reproductivas y desarrollo embrionario; la familia del gen SLC35E3

involucrada a pigmentacion de piel por exposicion a luz UV; y una doble referencia para la familia

del gen SPATADS asociada al proceso de espermatogénesis.
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CAPITULO5 CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

5.1 CONCLUSIONES

El analisis de la Homocigosidad Haplotipica Extendida, a través de su estadistico de prueba iHS,
revel6 un total de 968 sefiales de seleccidn positiva de intensidad variable en regiones especificas
del genoma bovino en las 19 razas, siendo la principal aportacidn de este trabajo de investigacion,
esta coleccién de regiones gendmicas obtenidas tras una inspeccion del genoma completo con

SNPs de alta densidad, las cuales se sumaran al panel publico del Consorcio HapMap Bovino.

En las maltiples etapas del procesamiento de la informacion se generaron diversos algoritmos en
lenguaje Perl, donde la estructura de datos tipo hash fue la mas utilizada para almacenar y
manipular los datos. Por su parte, el ambiente de programacion en R facilito el calculo de los
valores de iHS, generacidn de gréaficas, asi como la busqueda y extraccion de informacion en bases

de datos.

Tras los diversos filtros de calidad aplicados a los datos, la resolucién del estudio no se vio
comprometida, pues se lograron retener 546, 961 SNPs, lo que equivale al 73.62 % de los SNPs

autosomales del BovineHD Genotyping BeadChip.

El umbral de exigencia utilizado para determinar un estadistico de iHS como significativo,
permitio identificar sefiales de seleccidn positiva en todas las razas, concluyéndose que el valor

promedio de regiones bajo presién de seleccion en el genoma bovino es del 1 %.
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El analisis de las sefiales de seleccion utilizando la clasificacion de los linajes segun el propdsito
de crianza, revelo6 una alta coincidencia entre los cromosomas dentro de los grupos, lo que sugiere
que existe una afinidad entre el proposito de explotacion y los cromosomas con regiones bajo

presion de seleccion, siendo los cromosomas 3 'y 6 comunes en los tres grupos.

El estudio también revela que las regiones sefialadas bajo presion de seleccion mas significativas
son ricas en elementos genéticos como genes, pseudogenes y transcritos de RNA, teniendo una

distribucion uniforme en las 19 razas, con un valor promedio de 3 elementos genéticos por region.

Fue posible detectar rasgos de produccién asociados y QTLs en al menos 8 linajes bovinos,
destacandose la presencia de 79 elementos en el cromosoma 20 de la raza Holstein, distribuidos
en 3 regiones muy cercanas entre si; dichos elementos estan vinculados a la produccion de leche,

proposito de crianza de dicha raza.

Nuevamente, si se agrupan las razas segun el propdsito de crianza en lechero, cérnico y
multipropdsito, se observa una relacion directa entre éstos y las categorias de los rasgos de

produccidn asociados.

El hecho de que en una regidn significativa en particular no se detectara la presencia de un algin
gen o rasgo de produccién asociado, no indica que en dicha regién no exista una presion de
seleccidn justificable, puesto que las bases de datos y anotaciones de los genomas son compendios
de informacidn en constante crecimiento y continuos procesos de curacion, abriendo la posibilidad

de que en un futuro algun elemento sea anotado.

Finalmente, este estudio detectd varios genes y familias de genes que han sido reportados en
estudios previos, donde el comun denominador son los genes involucrados con la produccion,

reproduccion, metabolismo y sistema inmune.
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5.2 TRABAJO FUTURO

Como trabajo futuro se plantea extender el analisis a la totalidad de las regiones con sefiales de
seleccion detectadas, inspeccionando la presencia de otros elementos genéticos de interés ademas

de genes 'y QTLs, por ejemplo, variaciones estructurales tipo CNV.

También se propone profundizar el anélisis de los genes detectados de tal manera que se puedan
asociar a rutas metabdlicas especificas, lo cual ayudaria a entender la presencia y el efecto de la

presion de seleccién de acuerdo con el propdsito de crianza.
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ANEXOS

ANEXO 1 COMPENDIO DE MARCADORES INICIALES

En la siguiente tabla se muestra el compendio de marcadores utilizados como datos de partida para

el anélisis. Se detalla el namero de marcadores en cada uno de los cromosomas para cada linaje.

REVL
ANG BMA BRM BSW CHL GIR GNS HFD HOL JER

Cromosoma

46,491 | 46,493 | 46,492 | 46,490 | 46,493 | 46,489 | 46,492 | 46,493 | 46,492 | 46,490

40,056 | 40,056 | 40,056 | 40,054 | 40,056 | 40,043 | 40,053 | 40,056 | 40,056 | 40,054

35,574 | 35,575 | 35,574 | 35,573 | 35,575 | 35,570 | 35,574 | 35,575 | 35,573 | 35,574

34,975 | 34,976 | 34,973 | 34,974 | 34,976 | 34,965 | 34,973 | 34,976 | 34,975 | 34,975

34,838 | 34,840 | 34,839 | 34,830 | 34,840 | 34,825 | 34,829 | 34,840 | 34,839 | 34,838

35,515 | 35,515 | 35,514 | 35,510 | 35,514 | 35,513 | 35,513 | 355516 | 35,515 | 35,511

33,166 | 33,166 | 33,163 | 33,166 | 33,166 | 33,163 | 33,164 | 33,166 | 33,166 | 33,159

33,525 | 33,526 | 33,523 | 33,524 | 33,525 | 33,519 | 33,525 | 33,526 | 33,525 | 33,525

© 0o N o o1 B W DN

31,056 | 31,056 | 31,055 | 31,055 | 31,056 | 31,053 | 31,055 | 31,056 | 31,056 | 31,056

30,448 | 30,449 | 30,449 | 30,448 | 30,449 | 30,442 | 30,448 | 30,449 | 30,448 | 30,449

32,011 | 32,014 | 32,011 | 32,012 | 32,014 | 32,007 | 32,011 | 32,014 | 32,012 | 32,012

26,121 | 26,122 | 26,119 | 26,118 | 26,121 | 26,116 | 26,120 | 26,123 | 26,122 | 26,122

23,592 | 23,592 | 23,592 | 23,592 | 23,591 | 23,588 | 23,590 | 23,592 | 23,592 | 23,591

24,777 | 24,778 | 24,776 | 24,774 | 24,778 | 24,768 | 24,776 | 24,778 | 24,776 | 24,775

24,751 | 24,751 | 24,751 | 24,750 | 24,751 | 24,744 | 24,750 | 24,751 | 24,750 | 24,749

24177 | 24,177 | 24,176 | 24,177 | 24,177 | 24,175 | 24,175 | 24,177 | 24,177 | 24,176

22,263 | 22,265 | 22,264 | 22,263 | 22,264 | 22,262 | 22,263 | 22,264 | 22,263 | 22,263

19,383 | 19,383 | 19,383 | 19,383 | 19,384 | 19,379 | 19,383 | 19,385 | 19,385 | 19,385

18,907 | 18,908 | 18,906 | 18,908 | 18,908 | 18,906 | 18,907 | 18,908 | 18,907 | 18,907

21,489 | 21,489 | 21,489 | 21,488 | 21,489 | 21,487 | 21,489 | 21,489 | 21,489 | 21,489

21,172 | 21,173 | 21,173 | 21,173 | 21,173 | 21,169 | 21,173 | 21,173 | 21,173 | 21,172

18,032 | 18,033 | 18,030 | 18,032 | 18,033 | 18,029 | 18,031 | 18,033 | 18,032 | 18,032

15,213 | 15,214 | 15,213 | 15,213 | 15,213 | 15,212 | 15,214 | 15,214 | 15,214 | 15,213

18,619 | 18,619 | 18,619 | 18,618 | 18,618 | 18,618 | 18,618 | 18,619 | 18,619 | 18,617

12,931 | 12,931 | 12,931 | 12,931 | 12,931 | 12,930 | 12,931 | 12,931 | 12,931 | 12,931

15,240 | 15,241 | 15,238 | 15,240 | 15,240 | 15,238 | 15,239 | 15,241 | 15,240 | 15,239

13,151 | 13,151 | 13,151 | 13,151 | 13,151 | 13,149 | 13,151 | 13,151 | 13,151 | 13,149

13,036 | 13,037 | 13,037 | 13,037 | 13,037 | 13,036 | 13,035 | 13,037 | 13,037 | 13,036

14,710 | 14,710 | 14,708 | 14,708 | 14,710 | 14,708 | 14,709 | 14,710 | 14,709 | 14,707

735,219 | 735,240 | 735,205 | 735,192 | 735,233 | 735,103 | 735,191 | 735,243 | 735,224 | 735,196
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Cromosoma

© 00 N o o b W N B

LMS

NDA

NEL

NRC

Razas
PMT

RGU

RMG

SGT

SHK

46,493

46,484

46,487

46,493

46,492

46,491

46,492

46,492

46,487

40,056

40,049

40,047

40,056

40,055

40,055

40,056

40,056

40,055

35,575

35,572

35,573

35,574

35,575

35,572

35,574

35,575

35,574

34,975

34,971

34,968

34,975

34,976

34,975

34,974

34,976

34,975

34,840

34,838

34,828

34,837

34,839

34,838

34,832

34,840

34,840

35,515

35,510

35,512

35,514

35,514

35,512

35,514

35,514

35,514

33,166

33,163

33,164

33,165

33,166

33,166

33,166

33,166

33,166

33,526

33,521

33,518

33,525

33,525

33,523

33,525

33,525

33,524

31,056

31,051

31,052

31,056

31,055

31,056

31,056

31,056

31,055

30,449

30,446

30,442

30,448

30,449

30,447

30,448

30,449

30,449

32,014

32,012

32,008

32,011

32,014

32,011

32,014

32,013

32,012

26,121

26,120

26,115

26,120

26,123

26,119

26,120

26,121

26,120

23,592

23,588

23,588

23,591

23,591

23,592

23,592

23,592

23,591

24,777

24,771

24,772

24,774

24,777

24,775

24,776

24,777

24,775

24,750

24,744

24,745

24,750

24,750

24,747

24,751

24,751

24,749

24,177

24,176

24,175

24,177

24,177

24,177

24,176

24,177

24,177

22,265

22,262

22,264

22,264

22,265

22,264

22,264

22,265

22,265

19,385

19,383

19,381

19,385

19,385

19,385

19,384

19,385

19,383

18,907

18,905

18,906

18,906

18,907

18,907

18,908

18,908

18,907

21,489

21,486

21,483

21,488

21,489

21,489

21,489

21,489

21,488

21,173

21,167

21,171

21,173

21,173

21,172

21,173

21,172

21,172

18,033

18,029

18,026

18,032

18,033

18,032

18,033

18,033

18,030

15,214

15,212

15,213

15,214

15,214

15,213

15,213

15,213

15,212

18,619

18,617

18,616

18,618

18,618

18,618

18,619

18,619

18,619

12,931

12,931

12,930

12,931

12,931

12,931

12,931

12,931

12,931

15,240

15,237

15,241

15,239

15,241

15,240

15,240

15,241

15,239

13,151

13,149

13,149

13,151

13,151

13,151

13,150

13,151

13,149

13,036

13,034

13,035

13,036

13,037

13,036

13,037

13,037

13,035

14,710

14,709

14,707

14,709

14,710

14,710

14,710

14,710

14,709

735,235

735,137

735,116

735,212

735,232

735,204

735,217

735,234

735,202
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ANEXO 2 COMPENDIO DE MARCADORES RETENIDOS

Marcadores retenidos después de aplicar los filtros de calidad requeridos por el estudio: eliminacion
de SNPs monomorficos, marcadores con frecuencias de alelo menor inferior a 0.05 y aquellos

marcadores cuya informacion sobre alelos ancestrales y derivados era desconocia.

BRM BSW CHL GIR GNS HFD HOL  JER

34,661 | 42,333 | 34,435 | 32,939 | 36,952 | 27,477 | 32,093 | 37,208 | 35,927 | 30,312
29,991 | 36,723 | 28,587 | 27,824 | 31,454 | 22,802 | 28,047 | 31,029 | 29,686 | 25,612
26,552 | 32,169 | 24,854 | 25,614 | 28,649 | 20,701 | 24,865 | 28,951 | 27,683 | 22,801
26,574 | 31,783 | 23,945 | 25,235 | 27,704 | 19,836 | 24,344 | 28,043 | 27,438 | 24,084
24,284 | 30,341 | 22,911 | 22,916 | 27,234 | 18,810 | 24,699 | 27,681 | 26,868 | 23,870
27,010 | 32,374 | 25,482 | 22,436 | 29,158 | 23,233 | 25,627 | 28,424 | 28,298 | 23,752
24,592 | 29,930 | 23,103 | 23,943 | 26,779 | 19,598 | 23,254 | 26,490 | 24,881 | 22,209
20,452 | 29,937 | 23,709 | 20,006 | 23,162 | 20,696 | 19,368 | 21,355 | 21,219 | 18,931
23,391 | 28,475 | 23,390 | 22,698 | 25,351 | 18,950 | 21,867 | 24,608 | 24,469 | 21,808
10 24,880 | 28,102 | 20,401 | 23,017 | 25,396 | 16,420 | 21,589 | 25,737 | 24,405 | 21,848
11 24,845 | 29,108 | 21,573 | 22,261 | 26,441 | 17,645 | 21,643 | 27,089 | 26,113 | 23,596
12 19,477 | 23,503 | 17,626 | 18,808 | 20,533 | 14,677 | 18,450 | 21,235 | 20,688 | 18,800
13 15,399 | 20,779 | 17,283 | 14,435 | 16,035 | 13,850 | 13,794 | 16,677 | 15,685 | 13,508
14 15,405 | 21,983 | 19,226 | 14,950 | 17,122 | 15,333 | 15,365 | 17,035 | 16,238 | 14,689
15 18,876 | 22,213 | 18,072 | 17,936 | 20,521 | 13,684 | 17,719 | 20,384 | 19,985 | 17,359
16 18,539 | 21,932 | 17,281 | 16,349 | 19,598 | 15,623 | 17,017 | 19,596 | 18,574 | 17,140
17 17,893 | 20,418 | 16,715 | 16,473 | 18,331 | 12,674 | 15,892 | 18,628 | 18,070 | 16,003
18 15,497 | 17,688 | 14,653 | 14,824 | 16,118 | 11,537 | 15,043 | 16,150 | 16,383 | 14,082
19 15,335 | 17,195 | 12,262 | 13,891 | 16,400 | 9,922 | 13,572 | 16,042 | 15,520 | 14,092
20 17,320 | 20,007 | 14,280 | 16,138 | 18,536 | 12,136 | 15,788 | 18,578 | 17,446 | 14,349
21 16,397 | 19,002 | 15,644 | 15,339 | 17,374 | 11,857 | 15,031 | 17,052 | 16,618 | 14,657
22 14,960 | 16,484 | 11,672 | 13,522 | 15,605 | 9,957 | 13,569 | 15,834 | 15,078 | 13,615
23 12,699 | 13,696 | 11,472 | 11,912 | 12,883 | 9,219 | 11,816 | 13,076 | 12,528 | 10,993
24 14,283 | 17,353 | 14,060 | 12,947 | 15,117 | 10,857 | 13,175 | 14,834 | 14,589 | 12,937
25 10,590 | 11,450 | 8,883 | 9,825 | 11,046 | 7,289 | 9,901 | 11,124 | 10,971 | 9,677
26 12,042 | 13,628 | 11,502 | 11,558 | 12,538 | 8,793 | 11,335 | 13,168 | 12,421 | 11,195
27 10,628 | 11,922 | 9,706 | 10,020 | 11,216 | 7,619 | 10,015 | 11,535 | 11,026 | 9,783
28 10,859 | 11,677 | 8,882 | 10,343 | 11,404 | 7,674 | 10,186 | 11,399 | 11,110 | 10,027
29 11,927 | 13,155 | 9,788 | 10,450 | 12,385 | 7,835 | 10,613 | 12,536 | 12,063 | 10,169

?':;S 555,358 | 665,360 | 521,397 | 518,609 | 591,042 | 426,704 | 515,677 | 591,498 | 571,980 | 501,898

©O© | 00 N ool AW N P
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SNPs
raza

LMS
36,220

NDA
27,322

NEL NRC = PMT

28,128

36,432

37,093

RGU
32,392

35,779

41,372

37,627

30,131

22,934

23,701

30,779

31,086

28,436

31,767

35,992

32,107

28,550

21,391

20,751

27,969

28,441

24,791

27,378

30,771

28,169

28,059

20,797

19,118

27,159

28,236

24,704

27,144

30,889

27,468

27,420

19,959

19,149

25,980

27,725

24,181

26,224

29,638

27,281

28,301

21,078

23,173

28,336

28,939

25,747

27,179

30,996

28,973

25,167

19,557

19,493

25,663

26,068

23,772

26,119

29,303

26,572

21,592

16,135

21,793

21,523

22,395

19,609

23,242

30,068

27,410

24,538

18,327

20,509

24,098

24,828

22,049

23,700

27,507

25,057

24,591

18,360

17,561

23,938

25,372

23,067

23,658

27,509

23,961

26,131

19,269

18,246

25,828

26,595

23,043

25,120

27,837

24,592

20,657

15,770

15,018

20,936

21,068

18,652

20,593

23,004

20,449

16,493

12,195

13,817

15,788

16,781

14,056

16,685

19,261

18,882

16,387

12,262

16,225

15,724

17,159

14,474

16,569

20,769

20,224

20,031

14,445

14,540

19,625

20,507

17,794

19,181

21,852

19,361

19,109

14,543

14,323

19,479

19,686

17,395

17,419

22,009

19,486

18,349

14,064

13,584

18,268

18,650

16,808

16,928

19,764

17,596

16,576

12,161

11,534

15,828

16,644

14,546

15,929

17,107

15,505

15,702

10,679

10,351

15,474

15,985

14,269

15,616

16,502

14,560

18,002

13,276

12,451

17,931

18,353

16,333

16,411

19,512

16,764

16,471

12,587

12,286

16,240

17,147

15,186

16,632

18,753

16,999

15,357

11,184

10,326

15,038

15,496

14,280

14,402

15,939

14,101

12,885

9,989

9,488

12,350

12,956

11,315

11,886

13,312

12,243

14,753

11,007

10,964

14,738

15,077

13,726

14,649

16,831

14,918

10,850

7,641

7,101

10,995

11,214

9,745

10,655

11,497

10,071

12,487

9,348

9,298

12,472

12,878

11,045

12,525

13,585

12,106

10,983

8,225

7,926

10,896

11,207

10,075

10,667

11,707

10,479

10,898

8,560

7,706

10,951

11,217

10,099

10,654

11,564

10,547

11,955

8,714

8,352

11,992

12,336

11,082

11,947

12,528

11,624

578,645

431,779

436,912

572,430

591,139

522,671

566,658

647,378

585,132
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ANEXO 3 DISTRIBUCION DE VALORES Pis

En la siguiente figura se muestran las graficas de Manhattan con la distribucion de los valores de

pius alo largo del genoma.
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ANEXO 4 NUMERO DE REGIONES SIGNIFICATIVAS

En la siguiente tabla se muestran el nimero de regiones significativas detectadas en cada

cromosoma de los 19 linajes bovinos.

A BMA BRM B R D HO R
Cr| #R | #R | #R | #R | #R | #R | #R | #R | #R | #R
1 1 3 2 3
2 6 2 1 1 2 2
3 3 1 2 7 1 1 11
4 7 1 6 1 5
5) 4 14 2 1 1 1
6 1 13 9 3 1 4
7 8 1 1 2
8 7 6 3 9 1 3 2 2
& 3 1 1 2 6
10 1 2 3 1 1 3 2
11 9 1 7 1
12 10 5 1 2 2 3
13| 4 1 2 7 1 1 2
14 40 1 3 16 2
15 1 1 2 1 1 1
16| 4 1 13 2 2 2
17 29 4 2 1 15 1 1
18 4 7 1 3 6
19 1 14
20 1 15
21 1 5 1 1 2 2 5
22 1 1
23 3 6 2 1 1
24 1 2 14
25 1 1 2 1 1 1
26 1 4 1 3
27
28 1 5 1 1 1
29| 1 7 2
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ANEXO 5 REGIONES SIGNIFICATIVAS

En la siguiente tabla se describen a detalle las regiones significativas detectadas en el estudio. El

primer nimero corresponde al cromosoma y los siguientes valores identifican la posicion exacta
de la regién de 500 Kb.

Raza

ANG

Regiones
ANG,16:48500-49000,4:41000-41500,8:97000-97500,4:42000-42500,4:41500-
42000,16:48000-48500,28:12000-12500,29:0-500,16:49000-49500,4:42500-43000,3:54000-
54500,8:96500-97000,8:64000-64500,4:43000-43500,13:46500-47000,16:47000-
47500,24:32500-33000,4:40500-41000,25:39500-40000,13:52000-52500,4:44000-
44500,1:149000-149500,19:8500-9000,8:91000-91500,13:48500-49000,8:92000-
92500,6:58500-59000,3:49500-50000,8:66500-67000,3:23000-23500,13:51500-
52000,8:93500-94000,10:23500-24000

BMA

17:36500-37000,17:37000-37500,17:34000-34500,17:34500-35000,17:35000-35500,17:37500-
38000,17:38000-38500,17:32500-33000,17:33000-33500,17:28000-28500,17:28500-
29000,17:39000-39500,17:38500-39000,17:39500-40000,17:27500-28000,17:40000-
40500,17:30500-31000,17:31000-31500,17:30000-30500,17:29500-30000,17:31500-
32000,17:32000-32500,17:35500-36000,17:36000-36500,17:27000-27500,17:33500-
34000,9:12000-12500,7:26000-26500,17:23000-23500,7:27000-27500,25:6000-6500,7:26500-
27000,23:12000-12500,21:71500-72000,15:13500-14000,13:25500-26000,23:14500-
15000,9:59500-60000,23:13500-14000,7:25000-25500,7:41500-42000,7:24500-
25000,10:7000-7500,9:11500-12000,7:46500-47000,17:26500-27000,10:5500-6000, 7:38500-
39000,17:25000-25500

BRM

14:60000-60500,14:57000-57500,14:57500-58000,14:32000-32500,14:60500-61000,14:29000-
29500,14:30000-30500,14:56500-57000,14:31000-31500,14:27000-27500,14:26000-
26500,14:58500-59000,6:59500-60000,14:27500-28000,14:28000-28500,14:24000-
24500,8:68000-68500,14:25500-26000,23:19000-19500,14:61000-61500,6:27000-
27500,23:19500-20000,28:7000-7500,14:59500-60000,14:56000-56500,14:26500-
27000,14:62000-62500,14:29500-30000,14:30500-31000,14:31500-32000,14:52000-
52500,5:99500-100000,14:62500-63000,13:38000-38500,8:62000-62500,6:25000-
25500,14:61500-62000,14:51500-52000,28:8500-9000,14:23000-23500,14:38500-
39000,5:90500-91000,14:25000-25500,14:55000-55500,17:26500-27000,3:67500-
68000,6:21500-22000,29:35000-35500,29:23000-23500,8:70000-70500,6:20000-
20500,28:42500-43000,23:18000-18500,23:14500-15000,5:99000-99500,8:65500-
66000,29:36000-36500,29:37500-38000,8:66000-66500,17:23000-23500,13:500-
1000,14:63000-63500,23:17500-18000,6:23500-24000,14:22500-23000, 7:52000-
52500,29:29000-29500,6:33000-33500,6:32500-33000,17:24500-25000,14:54000-
54500,14:46500-47000,14:28500-29000,28:8000-8500,14:54500-55000,14:38000-
38500,14:41000-41500,4:83500-84000,8:64000-64500,23:15000-15500,29:26500-
27000,6:25500-26000,16:35500-36000,5:101500-102000,6:26500-27000,6:17500-
18000,28:5000-5500,26:4500-5000,17:4500-5000,29:44000-44500,6:22500-23000,22:4500-
5000,6:19000-19500
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BSW

23:25500-26000,19:44000-44500,5:35000-35500,13:45000-45500,13:42000-42500,19:48500-
49000,4:64500-65000,4:62500-63000,19:45500-46000,15:51500-52000,12:55500-
56000,24:26000-26500,5:34000-34500,12:59000-59500,19:48000-48500,4:65000-
65500,8:100000-100500,8:100500-101000,11:100500-101000,8:99000-99500,6:39000-
39500,19:46500-47000,6:20500-21000,16:17000-17500,12:55000-55500,13:60500-
61000,5:48500-49000,5:50000-50500,6:26500-27000,5:64000-64500,6:21000-
21500,19:45000-45500,3:84500-85000,6:32500-33000,11:64500-65000,19:49500-
50000,6:32000-32500,17:41000-41500,19:40500-41000,12:75500-76000,16:28000-
28500,16:20000-20500,6:18000-18500,18:53500-54000,11:43500-44000,19:54000-
54500,16:34000-34500,29:46500-47000,9:22000-22500,11:33000-33500,18:52500-
53000,11:67500-68000,16:19000-19500,4:65500-66000,11:42000-42500,24:25500-
26000,13:43500-44000,5:33500-34000,5:25000-25500,16:25000-25500,10:55000-
55500,19:8000-8500,26:17500-18000,25:16000-16500,11:95000-95500,26:34000-
34500,26:18500-19000,5:65500-66000,19:54500-55000,5:38500-39000,12:57000-
57500,10:57500-58000,5:64500-65000,19:47500-48000,16:16500-17000,12:58500-
59000,16:15500-16000,4:64000-64500,17:7500-8000,16:16000-16500,23:3000-3500,4:0-
500,16:26000-26500,14:1000-1500,16:34500-35000,12:59500-60000,11:32000-
32500,19:43500-44000,25:2000-2500,12:56500-57000,16:35500-36000,5:38000-
38500,29:23500-24000,5:63500-64000,13:47000-47500,12:89000000-89500000,13:46000000-
46500000,16:35000000-35500000,12:56000000-56500000,11:23000000-
23500000,13:46500000-47000000,6:22500000-23000000,5:11000000-11500000,18:50500000-
51000000,26:17000000-17500000,3:110000000-110500000,18:43000000-
43500000,10:75000000-75500000,19:43000000-43500000,6:24000000-24500000,5:39500000-
40000000

CHL

5:59500-60000,24:19000-19500,14:25500-26000,8:59500-60000,24:22500-23000,24:15000-
15500,6:40000-40500,5:60500-61000,24:21000-21500,24:21500-22000,14:20500-
21000,14:23000-23500,2:106500-107000,24:18500-19000,25:41000-41500,2:107000-
107500,2:108000-108500,18:19000-19500,21:66500-67000,2:99000-99500,8:67500-
68000,8:60000-60500,23:6500-7000,24:22000-22500,6:39500-40000,1:25500-
26000,15:61000-61500,17:47500-48000,12:78000-78500,24:24000-24500,2:107500-
108000,18:30000-30500,12:77500-78000,15:40000-40500,18:27500-28000,18:31500-
32000,24:23000-23500,8:87500-88000,8:64000-64500,24:26500-27000,8:63500-
64000,18:27000-27500,1:24500-25000,8:87000-87500,10:72500-73000,24:5000-
5500,2:109500-110000,18:26000-26500,28:42000-42500,21:61500-62000,12:10000-
10500,8:70000-70500,24:11000-11500,21:66000-66500,24:57500-58000,8:64500-
65000,24:19500-20000,18:23000-23500,12:76500-77000,11:96500-97000,12:77000-
77500,21:67000-67500,6:34000-34500,21:62500-63000,1:17500-18000

GIR

17:32500-33000,17:39500-40000,17:38000-38500,1:7000-7500,17:33000-33500,17:37000-
37500,17:38500-39000,17:31000-31500,8:68000-68500,17:36500-37000,5:99500-
100000,28:5500-6000,3:86500-87000,17:32000-32500,2:94500-95000,17:37500-
38000,2:89500-90000,3:83500-84000,17:29500-30000,1:8000-8500,9:71000-71500,20:65000-
65500,17:40000-40500,15:26000-26500,3:86000-86500,3:84000-84500,17:31500-
32000,13:8000-8500,21:36000-36500,17:34000-34500,18:49000-49500,3:78000-
78500,3:71000-71500,3:88500-89000,12:24000-24500,17:39000-39500,25:37500-38000

GNS

14:8000-8500,14:11000-11500,14:10500-11000,14:4500-5000,11:67000-67500,14:9500-
10000,7:52000-52500,14:10000-10500,14:7500-8000,18:32500-33000,16:45500-
46000,11:99500-100000,11:100000-100500,14:5000-5500,14:7000-7500,14:6000-
6500,21:64500-65000,14:11500-12000,14:12000-12500,11:69500-70000,10:51500-
52000,14:6500-7000,14:5500-6000,11:22000-22500,12:73000-73500,18:65500-
66000,14:8500-9000,11:21000-21500,16:41000-41500,18:36000-36500,4:28000-
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28500,14:15500-16000,6:26000-26500,12:37000-37500,17:61000-61500,2:9000-
9500,11:1500-2000

HFD

21:1000-1500,12:74500-75000,21:1500-2000,9:36500-37000,9:60000-60500,2:111500-
112000,17:47000-47500,8:32000-32500,12:71500-72000,3:29000-29500,8:29500-
30000,8:30000-30500

HOL

15:52000-52500,20:29500-30000,20:28500-29000,20:27000-27500,1:2500-3000,20:26000-
26500,20:25500-26000,20:33000-33500,20:26500-27000,21:29500-30000,20:29000-
29500,16:68000-68500,20:27500-28000,20:28000-28500,20:25000-25500,1:4500-
5000,20:30500-31000,21:70000-70500,5:105500-106000,8:108500-109000,2:87500-
88000,20:31000-31500,1:137000-137500,16:74500-75000,20:35000-35500,2:108000-
108500,13:0-500,8:35000-35500,10:62000-62500,3:17500-18000,10:70000-70500,10:24000-
24500,20:30000-30500,22:11000-11500,26:40500-41000,23:34000-34500

JER

4:94000-94500,10:24000-24500,16:6500-7000,12:71500-72000,18:8500-9000,3:58500-
59000,18:9000-9500,3:26000-26500,26:15500-16000,13:10500-11000,10:24500-
25000,3:7500-8000,3:7000-7500,21:1000-1500,5:17000-17500,18:9500-10000,3:8000-
8500,12:73500-74000,12:76000-76500,8:58500-59000,6:74000-74500,26:2000-2500,18:8000-
8500,9:75500-76000,18:38000-38500,2:49000-49500,1:53000-53500,3:6500-7000,4:44000-
44500,15:17000-17500,3:4000-4500,14:80500-81000,9:76000-76500,9:71500-72000,4:77500-
78000,9:83500-84000,1:52000-52500,18:10000-10500,6:83000-83500,6:100000-
100500,4:46000-46500,21:29000-29500,7:33000-33500,2:44500-45000,3:5000-5500,9:70500-
71000,9:76500-77000,1:51500-52000,28:42000-42500,4:114500-115000,21:66500-
67000,3:3500-4000,26:15000-15500,3:5500-6000,21:59500-60000,25:27000-27500,3:22500-
23000,8:58000-58500,13:53000-53500,6:86500-87000,11:65500-66000,16:4000-
4500,14:77000-77500,7:32500-33000,21:17000-17500

LMS

3:87000-87500,2:10000-10500,3:108500-109000,20:14000-14500,22:38500-39000,5:4500-
5000,15:75000-75500,2:9500-10000,2:9000-9500,3:91000-91500,15:74500-75000,2:5500-
6000,3:98500-99000,2:6500-7000,3:84500-85000,3:86500-87000,3:113500-114000,22:39000-
39500,15:76000-76500,4:10500-11000,3:85000-85500,3:91500-92000,2:10500-
11000,14:23000-23500,3:89500-90000,18:24500-25000,3:101500-102000,3:83000-
83500,3:82500-83000,4:12500-13000,14:26500-27000,19:61500-62000,2:8500-
9000,15:74000-74500,15:75500-76000

NDA

6:81500-82000,2:38000-38500,2:136500-137000,23:8000-8500,2:36000-36500,23:33500-
34000,6:61000-61500,23:32000-32500,23:28500-29000,2:133000-133500,17:15000-
15500,23:32500-33000,2:39500-40000,2:31500-32000,11:68000-68500,6:60500-
61000,2:32500-33000,14:36500-37000,6:64000-64500,23:34000-34500,3:22000-
22500,7:35500-36000,2:46000-46500,2:133500-134000,17:58000-58500,23:7500-
8000,7:37000-37500,20:30500-31000,7:30500-31000,21:29500-30000,1:26500-
27000,11:62500-63000,22:20500-21000,5:17500-18000,12:37000-37500,6:50500-
51000,6:39500-40000,10:66500-67000,9:96500-97000,7:31000-31500,6:57500-58000,6:3500-
4000,6:89000-89500,11:69500-70000,9:74500-75000,23:10500-11000,1:36000-
36500,23:33000-33500,6:54000-54500,17:63500-64000,8:55000-55500,18:12000-
12500,17:11000-11500,5:72000-72500,16:56500-57000,21:23500-24000,4:117500-
118000,4:114500-115000,1:50000-50500,12:72000-72500,7:30000-30500,2:42000-
42500,23:6500-7000,2:125500-126000,7:36000-36500,2:39000-39500,7:50500-
51000,11:70500-71000,21:48000-48500,7:52500-53000,2:29000-29500,3:29000-29500,

NEL

9:4500-5000,3:120500-121000,3:76500-77000,10:69000-69500,13:45000-45500,2:104000-
104500,5:49500-50000,11:29500-30000,28:26000-26500,6:11500-12000,20:62000-
62500,2:100000-100500,2:103500-104000,16:69000-69500,17:50000-50500
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NRC

14:48500-49000,2:93000-93500,14:47500-48000,14:48000-48500,14:50000-50500,14:49000-
49500,9:66500-67000,14:44000-44500,14:49500-50000,9:65500-66000,9:68000-
68500,13:42000-42500,5:86500-87000,10:51000-51500,2:92500-93000,23:3500-
4000,9:70500-71000,4:17000-17500,1:109000-109500,18:33500-34000,9:66000-
66500,14:50500-51000,14:39000-39500,18:36000-36500,6:47500-48000,14:26000-
26500,14:43500-44000,10:101500-102000,4:17500-18000,4:13000-13500,23:4000-
4500,4:11000-11500,1:107000-107500,14:44500-45000,14:51000-51500,1:107500-
108000,14:51500-52000,1:106500-107000,2:78500-79000,10:102000-102500,25:7000-
7500,25:8000-8500,2:68500-69000,9:62500-63000,5:36500-37000,5:94000-94500,1:108500-
109000,9:67500-68000,27:5500-6000,14:47000-47500,1:108000-108500,5:92500-
93000,6:48500-49000,2:88500-89000,1:109500-110000,6:48000-48500,17:21500-
22000,23:6000-6500,14:23500-24000,5:39000-39500,5:97000-97500,3:110000-
110500,15:59000-59500,15:58000-58500,4:7500-8000,2:86500-87000,3:55500-
56000,23:3000-3500,14:40500-41000,25:9000-9500,4:11500-12000,18:32500-33000,9:60000-
60500,1:112500-113000,14:46000-46500,23:4500-5000,9:71500-72000,1:105500-
106000,4:12000-12500,14:25500-26000,21:46000-46500,5:37500-38000,5:71500-
72000,4:13500-14000,

PMT

13:17000-17500,16:25000-25500,13:18500-19000,13:15500-16000,4:69500-70000,13:16000-
16500,13:25500-26000,4:60500-61000,16:12500-13000,13:18000-18500,16:23000-
23500,16:23500-24000,6:61000-61500,10:75500-76000,13:13500-14000,13:14500-
15000,3:68500-69000,4:69000-69500,6:34000-34500,13:78000-78500,13:26000-
26500,13:28000-28500,13:16500-17000,16:72000-72500,2:8000-8500,13:15000-
15500,2:9500-10000,4:68000-68500,16:19000-19500,13:19500-20000,16:25500-
26000,6:5000-5500,1:54000-54500,19:42500-43000,2:6500-7000,2:10000-10500,6:33500-
34000,1:130500-131000,18:36000-36500,16:24500-25000,8:105500-106000,8:62000-
62500,13:19000-19500,22:44000-44500,3:57000-57500,19:43000-43500,2:9000-
9500,3:70500-71000,16:12000-12500,22:41000-41500,22:40000-40500

RGU

5:44000-44500,5:45000-45500,5:55500-56000,5:43000-43500,5:54500-55000,5:55000-
55500,4:69500-70000,5:43500-44000,6:57000-57500,5:54000-54500,5:40500-41000,5:52000-
52500,29:9000-9500,6:58500-59000,5:75500-76000,22:38500-39000,5:52500-53000,9:11500-
12000,15:44000-44500,21:19500-20000,5:57500-58000,6:68000-68500,15:75000-
75500,4:71500-72000,5:41000-41500,3:38000-38500,22:39000-39500,5:60500-
61000,5:45500-46000,15:47500-48000,6:69000-69500,18:38000-38500,6:67500-
68000,24:45500-46000,5:57000-57500,15:74000-74500,5:58000-58500,6:85500-
86000,15:31500-32000,11:70000-70500,7:53500-54000,1:54500-55000,5:46000-
46500,6:45500-46000,9:33500-34000,5:56500-57000,

RMG

5:75000-75500,6:37500-38000,5:75500-76000,5:72000-72500,6:39500-40000,5:76000-
76500,9:74000-74500,5:71500-72000,9:70500-71000,9:75000-75500,20:29500-
30000,9:74500-75000,6:36500-37000,6:42000-42500,6:36000-36500,20:42500-
43000,5:72500-73000,9:75500-76000,6:41500-42000,6:39000-39500,9:73000-
73500,16:16000-16500,20:40500-41000,16:79500-80000,6:35000-35500,10:39500-
40000,3:72000-72500,9:72000-72500,19:33000-33500,10:38500-39000,10:34500-
35000,23:26000-26500,10:37500-38000,16:6500-7000,12:74500-75000,2:84000-
84500,20:36500-37000,19:30500-31000,20:43500-44000,20:39500-40000,6:37000-
37500,6:38500-39000,6:35500-36000,24:1000-1500,20:37500-38000,10:72500-
73000,9:76000-76500

93




SGT

13:66000-66500,3:75500-76000,3:76000-76500,13:68500-69000,13:67000-67500,13:65000-
65500,3:79500-80000,3:75000-75500,13:64500-65000,13:65500-66000, 7:48500-
49000,13:68000-68500,3:81000-81500,5:17000-17500,3:76500-77000,3:77500-
78000,13:39500-40000,13:69500-70000,13:25500-26000,7:50000-50500,14:14500-
15000,13:62500-63000,3:74000-74500,3:83000-83500,23:48500-49000,13:64000-
64500,11:38500-39000,7:47500-48000,23:49000-49500,9:45500-46000,13:66500-
67000,9:46500-47000,3:81500-82000,5:51500-52000,13:69000-69500,5:19500-
20000,3:78500-79000,3:74500-75000,13:26000-26500,5:18000-18500, 7:49500-
50000,3:70500-71000,13:25000-25500,5:19000-19500,3:79000-79500,1:17000-
17500,3:73500-74000,13:43500-44000,7:17500-18000,3:78000-78500,

SHK

12:46000-46500,6:5000-5500,12:55000-55500,4:38500-39000,11:62000-62500,4:37500-
38000,12:47500-48000,17:39000-39500,1:119000-119500,4:39000-39500,6:60000-
60500,6:28000-28500,17:51000-51500,4:59000-59500,2:93000-93500,15:47000-
47500,4:40000-40500,24:4500-5000,12:53500-54000,20:19500-20000,12:51500-
52000,11:55500-56000,1:118500-119000,17:48000-48500,9:46500-47000,9:21500-
22000,8:70500-71000,24:49000-49500,12:50500-51000,15:30500-31000,
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ANEXO 6 ELEMENTOS GENETICOS DETECTADOS

En la siguiente tabla se muestra el niUmero de elementos anotados que se detectaron en las

regiones significativas, principalmente genes formalmente reconocidos, asi como pseudogenes y

transcritos de ARN.
= Regiones Elementos Promedio por
aza = -
significativas anotados region
ANG 33 101 3.06
BMA 49 75 1.53
BRM 93 296 3.18
BSW 111 554 4,99
CHL 65 265 4.08
GIR 37 82 2.22
GNS 37 101 2.73
HFD 12 22 1.83
HOL 36 105 2.92
JER 65 261 4,02
LMS 35 142 4.06
NDA 72 242 3.36
NEL 15 43 2.87
NRC 84 238 2.83
PMT 51 192 3.76
RGU 46 214 4.65
RMG 47 134 2.85
SGT 50 204 4.08
SHK 30 72 2.40
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