UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

DEPARTAMENTO DE ENSENANZA, INVESTIGACION Y SERVICIO EN ZOOTECNIA
POSGRADO EN PRODUCCION ANIMAL

DIVERSIDAD GENETICA PARA CARACTERISTICAS
DE IMPORTANCIA ECONOMICA EN
BOVINOS SUIZO EUROPEO

TESIS

Que como requisito parcial
para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS EN INNOVACION GANADERA

Presenta:

MITZILIN ZULEICA TRUJANO CHAVEZ

Bajo la supervision de: Agustin Ruiz Flores, Dr.

COORDINACION GENERAL
DE ESTUDIOS DE POSGRADO

y Paulino Pérez Rodriguez, Dr.

APROBADA
sz E
=

Chapingo, Estado de México, diciembre 2021







CONTENIDO

LISTA DE CUADROS ...ttt e e e e e e e e e e e e e ennaeeeeen v
LISTADE FIGURAS ...ttt ettt e e e e et ee e e e e ennneeaeeans Vii
ABREVIATURAS ...ttt e e e e e e e et e e e e anneeaeeennnees X
DEDICATORIA ...ttt e et e e e e e e e e e s naee e e e e nnneeeeas Xiii
AGRADECIMIENTOS ...t Xiv
DATOS BIOGRAFICOS........oooeieeeeeeeeeeeeeeeee e, XV
RESUMEN GENERAL ... XVi
GENERAL ABSTRACT ...ttt e e e XVii
CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL ......coovoueeeeieeeeeeeeeeeeee e 5
CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA........oouieeeeeeeeeeeee e 11
2.1 Marcadores MOIECUIAIES.........ccooeeeeeeeeeee e 11
2.1.1 Marcadores RFLP, RAPD Yy AFLP ....eeei e, 11
2.1.2 Marcadores SSR o microsatélites............oooeeeiiii 13
2.1.3Marcadores SNP ... 13
2.2 Estudios de asociacion del genoma completo ..., 14
2.2.1 Metodologia basica de GWAS ... 14
2.2.2 Métodos estadisticos para GWAS ... 16
2.2.2.1 Aprendizaje automMaAtiCO...........viiiiiiiiii e 17
2.2.2.2 Analisis de asociacion retroSpectivo .........ccoovvvviiiiiiiiiiieeieiceeeeeeee e 17
2.2.3 Genes CaNAIdAtos .........eeiiiiiiiiiiiiiiee e 18



2.3 Genes candidatos €N DOVINOS ........oen e, 19

2.3.1 Calidad de 18 CAMNE .......ccoiiiiieeieeeeee e 19
2.3.2 Caracteristicas reproductivas..........ccoooeeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
2.3.3 Resistencia y susceptibilidad a mastitis .............cccoooeiiiiiiiiii 23
2.3.4 Resistencia a garrapatas .........cooooeeeeiieeeeeeeeeeee 24
2.4 Uso de los marcadores moleculares en mejoramiento genético animal ..... 25
2.4.1 Seleccidn asistida por marcadores ...........cooveeveeiiiiiiee e 25
2.4.2 SeleCCiOn geNOMICA ......ccoee e 27
2.5 Estudios de diversidad genética en bovinos ..........cccoeveiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 28
2.5.1 Estadisticas basicas de la poblacion ...............oeiiiiiiiiiiiicc e 29
2.5.2 Programas y estadistica multivariable ..............c.cccoiiiiii 30
2.6 Literatura Citada .............oeeiiiiiiiii e 33

CAPITULO 3. ALLELIC AND GENOTYPIC FREQUENCIES FOR LOCI
ASSOCIATED WITH MEAT QUALITY IN MEXICAN BRAUNVIEH CATTLE ... 39

CAPITULO 4. GENETIC DIVERSITY FOR REPRODUCTIVE TRAITS IN
BRAUNVIEH CATTLE DETERMINED WITH SNP MARKERS..........cccoooveeeen. 46

CAPITULO 5. GENETIC DIVERSITY AND POPULATION STRUCTURE FOR
RESISTANCE AND SUSCEPTIBILITY TO MASTITIS IN BRAUNVIEH CATTLE



LISTA DE CUADROS

Cuadro Titulo
Capitulo 3
3.1 Frequencies of homozygous and heterozygous genotypes

3.2

reported in studies on beef cattle populations for genes
associated with meat quality................ocoo
Allelic (A and a) and genotypic (AA, Aa, and aa) frequencies
for loci associated with meat quality characteristics, and Hardy-

Weinberg Equilibrium (HW) in the Braunvieh population

Capitulo 4

4.1

4.2

4.3

4.4

Top 12 and 10 single nucleotide polymorphisms (SNP)
associated with pregnancy rate and cow productive life in
Braunvieh Cattle..............cooiiiii e,
Top 10 single nucleotide polymorphisms (SNP) associated with
heifer and cow conception rate in Braunvieh Cattle..........

Genetic diversity indices by marker associated with
reproductive traits in the Mexican Braunvieh cattle population:
observed (Ho) and expected (He) heterozygosity and their
standard deviation (SD)..........coouiiiiii
Clustering of 150 individuals (only five representative animals
per group are shown) for reproductive traits according to the K-
means’ method, and proportion tests for the desirable
genotypes and alleles of representative animals in each group,

in a Mexican population of Braunvieh Cattle.........................

Pag.

42

71

72

73



4.5 Proportion tests using X? test between K-means groups by
reproductive trait, for frequencies of desirable alleles per gene
in a Mexican Braunvieh population......................co

Capitulo 5

5.1 Top 10% single nucleotide polymorphisms (SNP) associated
with resistance to mastitis (RM) in Braunvieh cattle.................

5.2 Top 10% single nucleotide polymorphisms (SNP) associated
with susceptibility to mastitis (SM) in Braunvieh cattle..............

5.3 Top 10% single nucleotide polymorphisms (SNP) associated
with resistance to bacterial mastitis (RBM) in Braunvieh
Cattle. .

54 Top 10% single nucleotide polymorphisms (SNP) associated
with resistance to subclinic mastitis (RSM) in Braunvieh
Catlle. . o

5.5 Top 10% single nucleotide polymorphisms (SNP) associated
with resistance to clinical mastitis (RCM) in Braunvieh cattle.....

5.6 Heterozygosity and t-test results by trait associated with

mastitis, for a Mexican Braunvieh cattle population.................

75

84

85

85

86

86

vi



Figura

LISTA DE FIGURAS

Titulo

Capitulo 4

41

4.2

4.3

Dendrograms obtained by Ward’s algorithm based on Euclidian
distance for pregnancy rate (a), productive life (b), cow
conception rate (c), and heifer conception rate (d) in a Mexican
Braunvieh cattle population...............coooiii
Graphic representation of the non-metric multidimensional
scaling (NMDS) for pregnancy rate (a), productive life (b), cow
conception rate (c), and heifer conception rate (d), using K-
means clusters to visualize graphic differences and the
representative animals, in a Mexican Braunvieh cattle
POPUIALION. ...
Graphic representation of proportion tests using X2 test
between K-means on groups classified by reproductive trait for
frequencies of desirable alleles of the most important genes in

a Mexican Braunvieh population...............cooiiiiiiiiiie

Capitulo 5

5.1

5.2

Absolute differences by locus of expected heterozygosity (He)
minus observed (Ho) for resistance (a) and susceptibility (b) to
mastitis, resistance to bacterial mastitis (c), subclinical mastitis
(d) and clinical mastitis (e) in a Mexican Braunvieh cattle
POPUIAtION. ...
Coefficients of inbreeding (Fit) per locus and trait for resistance
(a) and susceptibility (b) to mastitis, resistance to bacterial

mastitis (c), subclinical mastitis (d) and clinical mastitis (e) in a

Pag.

77

78

Vi



5.3

5.4

5.5

5.6

Mexican Braunvieh cattle population. The mean of Fir and its
standard deviation are shown in red. The red dotted line

indicates the mean of Fi for all the locus of the

Histogram and density plot (cosine Kernel Function) of the
coefficient of inbreeding (Fir) for resistance (a) and susceptibility
(b) to mastitis, resistance to bacterial mastitis (c), subclinical
mastitis (d) and clinical mastitis (e) in a Mexican Braunvieh
cattle population............coooiii
Circular dendrograms obtained by Ward’s algorithm based on
Euclidian distance for resistance (a) and susceptibility (b) to
mastitis, resistance to bacterial mastitis (c), subclinical mastitis
(d) and clinical mastitis (e) in a Mexican Braunvieh cattle
POPUIALION. . ..
Clustering results for 150 individuals (only one representative
animal per group is shown) for resistance (a) and susceptibility
(b) to mastitis, resistance to bacterial mastitis (c), subclinical
mastitis (d) and clinical mastitis (e) in a Mexican Braunvieh
cattle population...........oooii
Graphic representation of the Principal Components Analysis:
K-means’ grouping of individuals showing eigenvalues (EV) for
the dimensions (d) whose sum of variability is around 80 %, for
resistance (a) and susceptibility (b) to mastitis, resistance to
bacterial mastitis (c), subclinical mastitis (d) and clinical mastitis

(e) in a Mexican Braunvieh cattle population...........................

88

88

90

91

viii



5.7

Figure 7. Biplots: marker's contribution and 10% most
contributing individuals for resistance (a) and susceptibility (b)
to mastitis, resistance to bacterial mastitis (c), subclinical
mastitis (d) and clinical mastitis (e) in a Mexican Braunvieh

cattle population............coooiii



ADN/DNA

AFLP

BC

CAPS

CCR

Fir

GS

GWAS

HCR

ABREVIATURAS
Acido desoxirribonucleico
Deoxyribonucleic Acid
Polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados de DNA
Amplified Fragment Length Polymorphism
Correccion de Bonferroni
Bonferroni Correction
Secuencia polimoérfica amplificada y cortada
Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
Tasa de concepcion de la vaca
Cow Conception Rate
Coeficiente de consanguinidad
Inbreeding Coefficient
Seleccion gendmica
Genomic Selection
Estudio de asociacién del genoma completo
Genome-Wide Association Study
Tasa de concepcion en vaquillas

Heifer Conception Rate



He

Ho

HWE

MAS

NMDS

PAM

PCA

PL

PR

QTL

Heterocigosidad esperada

Expected heterocigosity
Heterocigosidad observada
Observed heterocigosity

Equilibrio Hardy-Weinberg
Hardy-Weinberg Equilibrium
Seleccion asistida por marcadores
Marker Assisted Selection
Escalamiento multidimensional no métrico
Non-metric Multidimensional Scaling
Particion alrededor de medioides
Partition Around Medioids

Analisis de componentes principales
Principal Component Analysis

Vida productiva

Productive Life

Tasa de prefiez

Pregnancy Rate

Loci de caracteristicas cuantitativas

Quantitative Trait Loci

Xi



RAPD

RFLP

SNP

SSR

RBM

RCM

RM

RSM

SM

Fragmentos polimoérficos de ADN de amplificacion aleatoria
Random Amplification of Polymorphic DNA
Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
Restriction Fragment Length Polymorphisms
Polimorfismo de nucledtido simple

Single Nucleotide Polymorphism

Repeticion de secuencia simple o microsatélite
Simple sequence repeat

Resistencia a mastitis bacteriana

Resistance to Bacterial Mastitis

Resistencia a mastitis clinica

Resistance to Clinical Mastitis

Resistencia a mastitis

Resistance to Mastitis

Resistencia a mastitis subclinica

Resistance to Subclinical Mastitis

Susceptibilidad a mastitis

Susceptibility to Mastitis

Xii



DEDICATORIA

A mis padres Enrique Trujano y Teresa Chavez por darme el regalo de la vida,
ensefiarme a dirigirme con rectitud y buenos valores; ademas, de brindarme su

amor y apoyo siempre incondicionales.

A mi hermana y tia, Violeta Serrano y Marcela Chavez por su apoyo incondicional,

amor, ensefanzas y consejos.

A mis sobrinos Naim y Raziel por ensefiarme el significado del amor

desinteresado y la proteccion.

A Reyna Sanchez, por ser un pilar indispensable en las nuevas etapas de mi vida,

por su apoyo y amor incondicional.

A Diana Olivera, pese a la distancia, la mejor amiga que me ha acompafado en

este y otros proyectos de mi vida.

Xiii



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Auténoma Chapingo, por acogerme y darme mas de lo que
podia pedir, por permitirme formar parte de su gran comunidad y por brindarme

conocimiento.

Al Pueblo de México, que a través del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYyT), me brindé el apoyo econdmico para poder realizar mis estudios de

Maestria y las presentes investigaciones.

Al Dr. Agustin Ruiz Flores por creer en mi, dandome su apoyo incondicional,
supervision, consejo y motivacion en esta investigacion y durante toda mi

estancia en el Departamento de Zootecnia.

Al Dr. Paulino Pérez Rodriguez por su guia, apoyo, supervision e indispensable

contribucién en los analisis estadisticos de esta investigacion.

Al Dr. Luis Alberto Miranda Romero por su contribucién en esta investigacion.

Xiv



DATOS BIOGRAFICOS

Mitzilin Zuleica Trujano Chavez

Lugar y fecha de nacimiento: Texcoco, Estado
de México; 28 de mayo de 1997.

CURP: TUCM970528MMCRHTO7

Profesion: Ingeniero Agronomo Especialista en

Zootecnia
Cédula Profesional: 12203347
Desarrollo Académico

2020-2021 Maestria en Ciencias en Innovacidon Ganadera. Universidad

Auténoma Chapingo.

2012-2019 Ingeniero Agrénomo Especialista en Zootecnia. Universidad

Auténoma Chapingo.

Formacion Adicional: Cursos

2021 Writing in the Sciences. Stanford University.

2021 The R Programming Environment. Johns Hopkins University.

2021 Matrix Methods. University of Minnesota.

2020 Calculo Diferencial e Integral unidos por el Teorema Fundamental
del Calculo. Instituto Tecnolégico y de Estudios Superiores de
Monterrey (ITESM).

2019 Introduccion a la Programacion Estadistica con R. Universidad

Nacional Auténoma de México (UNAM).

XV



RESUMEN GENERAL

DIVERSIDAD GENETICA PARA CARACTERISTICAS DE IMPORTANCIA
ECONOMICA EN BOVINOS SUIZO EUROPEO'

El objetivo de la presente investigacion fue estudiar la diversidad genética de una
poblacion mexicana de bovinos Suizo Europeo para varias caracteristicas de
importancia economica, mediante parametros poblacionales como
heterocigosidad observada, coeficiente de consanguinidad y frecuencia de alelos
favorables. Ademas, se uso estadistica multivariada para visualizar la dispersion
de los animales con base en su perfil genotipico (analisis de componentes
principales, escalamiento multidimensional no métrico y agrupacion por los
métodos de agrupamiento jerarquico y K-means). Todos los analisis se realizaron
con al menos 150 animales genotipados con el chip Genomic Profile Bovine LD
de 30K y 50K marcadores de polimorfismo de nucleétido simple. En el primer
estudio se encontré que, para muchos de los genes relacionados con calidad de
la carne, la poblacion mexicana de Suizo Europeo presento alta frecuencia alélica
favorable para genes asociados con mayor suavidad, mayor marmoleo, menor
cantidad de acidos grasos saturados, y menor fuerza de corte (CAPN1 y DGAT2).
En el segundo estudio se midid la diversidad genética para caracteristicas
reproductivas, donde los genes CSNK1E, DNAH11, DSC2, IBSP y OCLN
afectaron la mayoria de las caracteristicas y fueron altamente informativos por lo
que se encontraron al menos dos grupos con potencial de seleccién. En el tercer
estudio se determind la diversidad y estructura genética de la misma poblacion
para resistencia y susceptibilidad a mastitis. Si bien, 13.3% de los animales
fueron altamente consanguineos (>50%), hubo grupos altamente heterocigotos,
indicativo de diversidad y por tanto favorables. Aunque, los genotipos
homocigotos para genes inmunoldgicos (grupo CXCL) podrian ser favorables
para caracteristicas como resistencia a mastitis clinica y subclinica. En los tres
estudios se encontrd evidencia del potencial genético de la poblacién mexicana
de Suizo Europeo, para mejorar caracteristicas complejas asociadas con calidad
de la carne, reproduccion y mastitis.

Palabras clave: consanguinidad, estadistica multivariada, genes candidatos,
SNP

" Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacion Ganadera, Posgrado en Produccion Animal,
Universidad Autbnoma Chapingo
Autor: Mitzilin Zuleica Trujano Chavez
Director: Agustin Ruiz Flores. Codirector: Paulino Pérez Rodriguez
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GENERAL ABSTRACT

GENETIC DIVERSITY FOR TRAITS OF ECONOMIC IMPORTANCE IN
BRAUNVIEH CATTLE?

The aim of this research was to unravel the genetic diversity of a Braunvieh cattle
population, using population parameters such as observed heterozygosity,
inbreeding coefficient, and favorable allele frequency. Additionally, multivariate
statistics were used to visualize the dispersion of the animals based on their
genotypic profile using principal component analysis, non-metric multidimensional
scaling and grouping by the Brand and K-means methods. All the analyses were
performed for at least 150 animals genotyped with the Genomic Profile Bovine LD
chip of 30K and 50K single nucleotide polymorphism markers. In the first study it
was found that, for many of the genes related to meat quality, the Mexican
Braunvieh population presented a high favorable allelic frequency for genes
associated with increased tenderness and marbling, less amount of saturated
fatty acids, and less cutting force (CAPN1 and DGAT2). In the second study,
genetic diversity was determined for reproductive traits, where the CSNK1E,
DNAH11, DSC2, IBSP, and OCLN genes affected most of the traits and were
highly informative; therefore, at least two groups with selection potential were
found. Although 13.3% were highly inbred animals (>50%), there were highly
heterozygous groups in terms of the traits studied, a favorable indicator of the
presence of genetic diversity. Even though, the homozygous genotypes for
immunologic genes (group CXCL) might be favorable for traits such as resistance
to subclinical mastitis and resistance to clinical mastitis. In all the three studies,
there is evidence of the genetic potential of the Mexican Braunvieh population, to
improve complex traits associated with meat quality, reproduction, and mastitis.

Key words: Inbreeding, multivariate statistics, candidate genes, SNP

2 Master of Science Thesis in Livestock Innovation, Graduate Program in Animal Production,
Universidad Autbnoma Chapingo

Author: Mitzilin Zuleica Trujano Chavez

Advisor: Agustin Ruiz Flores. Co-advisor: Paulino Pérez Rodriguez

XVii



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL
Durante la historia de seleccion genética el principal factor para identificar una
caracteristica a mejorar ha sido su importancia para generar valor econdémico.
Hasta hace tres décadas en la produccién pecuaria se seleccionaban animales
s6lo para mejorar caracteristicas productivas como produccién de leche, carne,
huevo, entre otras. En bovinos Holstein la intensa seleccion por produccion de
leche generd la disminucién del comportamiento reproductivo de las vacas.
Después de la década de 1970, se buscaron otras opciones para mejorar las
estrategias de seleccion para lograr incrementar la ganancia genética de

caracteristicas en forma conjunta (Miglior et al., 2017; Veronese et al., 2019).

De acuerdo con Meuwissen, Hayes y Goddard (2016), algunos de los obstaculos
con los que se enfrentd la seleccion genética en ganado bovino fueron las
caracteristicas cuantitativas con baja heredabilidad, que se miden tarde en la vida
del animal y que son dificiles de medir -como las caracteristicas reproductivas,
de calidad de la carne y canal-; por tanto, el mejoramiento basado en fenotipos

es un proceso tardado con poca ganancia genética anual.

Desde 1974 con el surgimiento de los primeros marcadores moleculares (Yang
et al., 2013), empezdé a desarrollarse una nueva estrategia para mejorar
caracteristicas complejas. El uso de los marcadores permitié el mejoramiento
genético de animales basandose en su genotipo real, mas que en la informacion
fenotipica, lo que atendi6 en parte el problema planteado por Meuwissen et al.
(2016). Ademas, la asociacion de marcadores moleculares con caracteristicas de
importancia econdmica (donde se obtienen genes candidatos) permite
desentranar la base genética de los procesos fisioldgicos relacionados con las

caracteristicas (Yan et al., 2013).

Actualmente, el genotipado de animales es un procedimiento sencillo, basta con
tomar una muestra de pelo o sangre de los animales para obtener sus genotipos
(Meuwissen et al., 2016). Los marcadores mas utilizados para seleccion
gendmica son los polimorfismos de nucleétido simple (SNP), dado que su uso
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generalizado ha reducido hasta un nivel rentable los costos de genotipado en

sistemas comerciales y de investigacion (Wiggans et al., 2017).

De acuerdo con Ali et al. (2019), el aprovechamiento de la variacion genética es
un elemento clave en el desarrollo y uso de cualquier raza en programas de
mejoramiento. Para determinar los niveles de variacidon se han realizado multiples
estudios de diversidad y estructura genética usando la informacion de los SNP
en ganado bovino. Estos estudios se desarrollaron principalmente para
caracteristicas complejas como reproduccion, salud, reduccion de emisiones de
gases de efecto invernadero y resistencia a parasitos (Weller et al., 2017; Xia et
al., 2018).

Las razas adaptadas a ambientes adversos poseen mayor variabilidad genética
(Xia et al., 2018), debido a la necesidad del organismo para ser versatil ante los
cambios del ambiente. En México, uno de los sistemas que afronta mayores
adversidades climaticas para la producciéon bovina es el de doble propdésito,
ubicado en las regiones tropicales del pais. Los bovinos adaptados a estos
ambientes con resultados satisfactorios son Bos indicus, como la raza Indubrasil
(Peixoto et al., 2021) o la Guzerat (Campos et al., 2017). Sin embargo,
actualmente la raza Suizo Europeo ha tenido un auge importante en estos
sistemas de produccion debido a los buenos resultados en produccion de carne

como raza paterna (Rojo-Rubio, 2009).

La raza Suizo Europeo, a pesar de estar adaptada a climas templado-frios (Bhati
et al., 2020), se ha consolidado como una de las favoritas en los sistemas doble
propdsito como raza paterna (Rojo-Rubio, 2009). Por tanto, se esperaria que la
poblacion mexicana de Suizo Europeo en estudio tuviera una variabilidad

genética importante, que pudiera aprovecharse en programas de mejoramiento.

Utilizando ejemplares de la raza Suizo Europeo y sus razas emparentadas, se
hicieron estudios de diversidad genética para desentrafiar la base genética de su
adaptacién a los ambientes. En el estudio de Moscarelli et al. (2020), se
encontraron diferencias genéticas importantes entre varias razas derivadas de la

6



Braunvieh original, de acuerdo con el ambiente donde terminaron de adaptarse.

Por otro lado, Bhati et al. (2020), en un estudio de diversidad con 49 toros

ancestros, encontraron que la raza posee alta diversidad genética, frente a otras

razas europeas de doble propdsito.

Objetivo general

Determinar la diversidad genética de una poblaciéon de bovinos Suizo Europeo,

mediante parametros poblacionales como heterocigosidad observada,

coeficiente de consanguinidad y frecuencia de alelos favorable; ademas, de usar

estadistica multivariada para visualizar la dispersion de los animales con base en

su perfil genotipico.

Objetivos especificos

1.

Estimar las frecuencias génicas y genotipicas para loci de genes
candidatos de calidad de la carne en una poblacion mexicana de bovinos
Suizo Europeo.

Caracterizar genéticamente una poblacion mexicana de Suizo Europeo
para vida productiva, tasa de prefiez, y la tasa de concepcién en vacas y
vaquillas, mediante un estudio de diversidad genética enfocado en
genotipos y alelos favorables para SNPs intragénicos (25K pb) de genes
candidatos, usando los indices de diversidad de heterocigosidad esperada
y observada, algoritmos de agrupamiento, analisis de escalamiento

multidimensional no métrico y estimacién de frecuencias génicas.

. Caracterizar genéticamente a la poblacion mexicana de Suizo Europeo

para las caracteristicas resistencia y susceptibilidad a mastitis, resistencia
a mastitis bacteriana y mastitis subclinica, y mastitis clinica para SNPs
intragénicos (x25K pb) de genes candidatos, usando los indices de
diversidad de heterocigosidad esperada y observada, coeficientes de
consanguinidad, algoritmos de agrupamiento y analisis de componentes

principales.



Este documento de tesis esta compuesto por seis capitulos. El Capitulo 2
contiene la revision de literatura sobre marcadores moleculares, estudios de
asociacion del genoma completo y el desarrollo de genes candidatos; ademas,
se revisa de manera general los principales descubrimientos de genes
candidatos para el grupo de caracteristicas en estudio; este capitulo concluye
con una breve descripcion sobre los tipos de estudios de diversidad realizados

en el mundo.

En el Capitulo 3 se describe la caracterizacion genética a través de las
frecuencias de alelos favorables para Suizo Europeo. El Capitulo 4 caracteriza a
esta poblacion de Suizo Europeo para caracteristicas reproductivas de acuerdo
con sus alelos favorables, se reportan algunos genes con mayor oportunidad de

seleccion por la diversidad de sus alelos.

El Capitulo 5 describe la diversidad y estructura genética de la poblacién bovina
estudiada para resistencia y susceptibilidad a mastitis, que a diferencia de los dos
capitulos anteriores tiene un enfoque conservativo de versatilidad asociada con
los genes mas heterocigéticos. Finalmente, en el Capitulo 6 se presentan las
conclusiones generales de los estudios que componen esta tesis (capitulos 3 a
5).
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CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Marcadores moleculares

De acuerdo con Singh et al. (2014), un marcador genético es un término general
aplicable a un fenotipo con base genética, que ayuda a evaluar la variabilidad
fenotipica observada en los individuos. Los mismos autores sefialan que existen
diferentes tipos de marcadores genéticos que son base del mejoramiento
genético animal, estos pueden ser morfolégicos, productivos, bioquimicos y

moleculares.

Un marcador molecular es producto del avance en metodologias moleculares
para analisis genético, actualmente es lo mas preciso para explicar los fenotipos
de los animales (Marwal & Gaur, 2020). En concreto, un marcador molecular es
una variacion en un segmento de ADN -0 gen con ubicacion conocida- especifica
entre individuos asociada con -caracteristicas de importancia econdmica
(Nadeem et al., 2017; Singh et al., 2014).

Singh et al. (2014), sefalan que estas variaciones en el ADN pueden ser
deleciones, inserciones, translocaciones, duplicaciones y mutaciones puntuales.
En funcion de estas variaciones existen diferentes tipos de marcadores, cuyas
propiedades varian; en general la historia de los marcadores se puede resumir

en tres grupos, que se describen a continuacion.

2.1.1 Marcadores RFLP, RAPD y AFLP

Segun Yang, Kang, Yang & Fang (2013), dentro de los marcadores obtenidos
mediante hibridacion, se encuentran los de polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP; por sus siglas en inglés), que fueron los
primeros marcadores basados en ADN y se desarrollaron en 1974. De acuerdo
con Singh et al. (2014), estos marcadores se basan en inserciones o deleciones
en los sitios de restriccion de las enzimas, donde se utilizan sondas para la

identificacion de los genes y la eventual genaotipificacion.
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Las principales ventajas de los marcadores RFLP: son altamente reproducibles,
codominantes, multialélicos y no requieren informacién de secuencia para
generarse; mientras que, algunas de sus desventajas son: se requiere gran
cantidad de ADN de alta calidad, sus procesos de obtencion son tardados y
dificiles de automatizar (Hashim & Al-Shuhaib, 2019; Yang et al., 2013).

Yang et al. (2013) mencionan que en 1990 se desarrollaron por primera vez los
marcadores de fragmentos polimérficos de ADN amplificados aleatoriamente
(RAPD; por sus siglas en inglés), que se basan en la amplificacion del ADN
mediante PCR, usando un primer unico de 10 nucleotidos. Nadeem et al. (2017)
sefalan que, una ventaja importante que comparten estos marcadores con los
RFLP es que no necesitan informacion de secuencias para su desarrollo;
ademas, el proceso de obtencién de los RPD no involucra la técnica de la
hibridacién, es decir, es rapido, simple y eficiente. Sin embargo, poseen una
desventaja importante, es un marcador dominante, lo que limita su aplicacion en

el mejoramiento animal a caracteristicas explicadas por esta accion génica.

Un tercer marcador llegdé a minimizar las desventajas en la obtencion y aplicacion
de los RFLP y RAPD. Los marcadores de polimorfismo en la longitud de
fragmentos amplificados de ADN (AFLP; por sus siglas en inglés), desarrollados
en 1993, son la combinacion de polimorfismo en sitios de restriccion e hibridacion
de primers arbitrarios, es decir, en los AFLP se combina el poder de los RFLP
con la simplicidad en el proceso de obtencién de los AFPL (Nadeem et al., 2017).
A pesar de estas ventajas, los AFLP son marcadores dominantes lo que limita su

uso generalizado (Nadeem et al., 2017).

Yang et al. (2013) mencionan que los AFLPs destacan por su estabilidad
genética, su desarrollo rapido y barato; ademas, a pesar de ser estrictamente
dominantes, los AFLPs pueden ser utiles en genética de poblaciones y la
caracterizacion del genoma completo, para evaluar y caracterizar los recursos

genéticos animales. A pesar de estas aplicaciones, los AFLPs actualmente han
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caido en desuso debido al surgimiento de otros marcadores de ADN que brindan

informacion genética mas precisa y de forma eficaz.

2.1.2 Marcadores SSR o microsatélites

Ante las limitantes de los marcadores ya mencionados, surgié un nuevo tipo de
marcador, llamado microsatélite o repeticiones de secuencia simple (SSR; por
sus siglas en inglés). Estos marcadores son repeticiones cortas en tandem
conformadas por, repeticiones de 2 a 3 bases (dinucledtidos y trinucleétidos)
comunmente. Los SSR se caracterizan por ser altamente polimorficos (hasta mas
de 20 alelos), debido a la gran cantidad de repeticiones en el genoma (Nadeem
et al., 2017).

Los SSR poseen las mismas ventajas que los RFLP, tienen mayor repetibilidad y
estabilidad que los RAPD, ademas de ser marcadores codominantes. Algunas de
sus desventajas son: alto indice de error en el genotipado ante mutaciones no
identificadas y desarrollo lento y costoso. Los microsatélites fueron los
marcadores mas utilizados durante afos, hasta la llegada de los polimorfismos
de nucledtido simple (SNP; por sus siglas en inglés) (Nadeem et al., 2017; Yang
et al., 2013).

2.1.3 Marcadores SNP

Los marcadores SNP son lo ultimo en precision a nivel de ADN, que representan
el cambio de un solo par de bases presentes en la secuencia del genoma de un
individuo; desarrollados por primera vez en 1996, son la unidad mas pequefa de
herencia, y su variacion se puede deber a transiciones o transversiones sobre la
base de sustitucion de nucledtidos. Los métodos de genotipificacion SNP mas
conocidos son: mediante desarrollo de RFLP (SNP-RFLP) y la técnica del
marcador de secuencia polimorfica amplificada y cortada (CAPS; por sus siglas
en inglés). El método consiste en secuenciar a los animales y encontrar
diferencias en un solo par de bases entre ellos (Marwal & Gaur, 2020; Nadeem

etal., 2017, Yang et al., 2013;).
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De acuerdo con Yang et al. (2013), los marcadores SNP actualmente son de los
marcadores mas utilizados en mejoramiento genético, dado que son abundantes
en el genoma, son genéticamente estables y cuyo analisis puede ser
completamente automatizado, por ende, su desarrollo es de alto rendimiento;
ademas, son marcadores codominantes por lo que es sencillo identificar animales

heterocigoéticos y homocigoticos.

2.2 Estudios de asociacion del genoma completo

De acuerdo con Tian et al. (2020), el estudio de asociacion del genoma completo
(GWAS; por sus siglas en inglés) es una técnica genética clave para explorar la
base genética de caracteristicas de interés en los animales. Estos mismos
autores senalan que GWAS pretende detectar la asociacion de variaciones
genéticas especificas con un fenotipo, el método implica el analisis de genomas
de muchos individuos para realizar la busqueda de marcadores moleculares
(sobre todo SNPs), utiles para predecir un valor fenotipico asociado con una

caracteristica en estudio.

2.2.1 Metodologia basica de GWAS

Uitterlinden (2016) describe un procedimiento basico para realizar un GWAS, el

cual involucra los siguientes pasos:

1. Coleccién del ADN/genotipado: este autor sefala que actualmente
existen muchas opciones para realizar el genotipado, en todas las
especies y con varios tipos de muestra disponibles, usualmente se
recurre a las muestras de pelo y sangre. Existen diversos chips para
obtener los genotipos, entre los que destacan Affymetrix e Illumina.
Para encontrar resultados reveladores en un GWAS es clave tener
genotipos de dos grupos de individuos: un grupo control y un grupo con
la caracteristica deseada.

2. Imputacion de genotipos: en muchas ocasiones la informacion

gendmica resultante de la amplificacion de muestras de ADN no es
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concluyente, lo que sugiere el desconocimiento de los genotipos para
ciertos marcadores en algunos individuos. Imputar los genotipos
faltantes es una alternativa viable para mejorar la precision de GWAS
(Uitterlinden, 2016); de acuerdo con Browning et al. (2018), Beagle 5.2
es uno de los programas mas usados para imputar genotipos.

3. Andlisis de datos: hasta este punto, se tienen dos bases de datos, la
primera, contiene la informacion genotipica de los individuos; mientras
que, la segunda, contiene el valor fenotipico de la caracteristica de
interés para esos mismos individuos. La informacion resultante del
genotipado debe recodificarse para pasar de una escala categorica
(AA, AB, BB) a valores numéricos (0, 1 y 2) en la que se cuenta la

presencia de cierto alelo.

De acuerdo con la naturaleza de los fenotipos, es posible realizar regresion
logistica (valores dicotémicos) o regresion lineal (valores continuos); cualquier
programa de analisis estadistico es util mientras pueda procesar grandes
matrices. Tipicamente hay dos formas de representar los resultados de un
GWAS: representados como valores de p para la prueba de asociaciéon
(observados vs. esperados) en una grafica cuantil-cuantil o como una grafica de
Manhattan (Uitterlinden, 2016).

Un ultimo paso no enumerado por Uitterlinden (2016), es la caracterizacion del
SNP significativo para la caracteristica. Una vez que se ha identificado que un
SNP posee un efecto sobre la caracteristica estudiada, se procede a estudiar
este segmento de ADN. Recordando que ese marcador especificamente puede
ser la causa de variacion fenotipica, o bien algun otro segmento de ADN
localizado cerca de él, gracias al desequilibrio de ligamiento. Este ultimo paso
requiere de multiples estudios, debido a que es posible que el segmento tenga
caracter cuantitativo, lo que involucra mayor trabajo de laboratorio para encontrar

los procedimientos fisioldgicos que le dan lugar.
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2.2.2 Métodos estadisticos para GWAS

En el subtema anterior se comenté acerca del analisis estadistico para realizar
GWAS. La regresion lineal simple es el método mas elemental para realizar la
asociaciéon de los marcadores con los fenotipos. Al respecto Hayes (2013),
describe el modelo estadistico para la regresién de marcador unico, cuyo uso se

fundamenta en la explotacion del desequilibrio de ligamiento.

Hayes (2013) sefiala que, el desequilibrio de ligamiento se refiere a las
asociaciones en una poblacion entre marcadores moleculares y mutaciones
causales o loci de caracteristicas cuantitativas (QTL; por sus siglas en inglés).
Tales asociaciones surgen debido a que algunos segmentos del genoma -
provenientes de un mismo cromosoma- se heredan juntos a través de las
generaciones, es decir no hay efectos recombinantes. A estos segmentos de
cromosoma se les conoce como haplotipos, usados en el modelo de GWAS mas

sencillo: regresion marcador por marcador.

Esta regresion, que estudia la asociacion entre marcadores moleculares y

fenotipos, esta dada por (Hayes, 2013):
y=Wb+ Xg + e,

donde y es el vector de fenotipos, W es la matriz de disefio que relaciona los
datos con los efectos fijos fenotipicos, b es un vector de efectos fijos como la
media, efectos de estructura poblacional y edad, X es el vector que conecta los
datos con los efectos de marcador, g es el efecto del marcador y e es el vector
de desviaciones aleatorias con el supuesto e;~N (0, ¢?), donde ¢2 es la varianza

del error.

La hipotesis nula para el modelo establece que el marcador no tiene efecto en la
caracteristica; mientras que, la hipodtesis alterna establece un efecto significativo
sobre la caracteristica, lo anterior se afirma debido a la existencia de desequilibrio

de ligamiento entre los marcadores y un posible QTL (Hayes, 2013).
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El modelo anterior es un analisis de un solo SNP por vez, en consecuencia, el
enfoque de GWAS generalmente usa SNPs individuales para evaluar su
asociacion con un fenotipo de interés mientras ignora otros SNPs. Sin embargo,
la mayoria de las caracteristicas de interés en animales son cuantitativas, es
decir, una parte no conocida de la heredabilidad incluye efectos epistaticos
ademas de aditivos. Otra limitante del uso de este modelo GWAS es la gran
capacidad computacional necesaria para llevar a cabo las operaciones

matriciales del modelo mixto (Mortezaei & Tavallaei, 2021).

Para solucionar estos problemas se han desarrollado metodologias que permiten
dar un enfoque multi-loci a GWAS y que ayudan a minimizar el problema de
grandes bases de datos en la obtencidn de los resultados. Al respecto, Mortezaei
y Tavallaei (2021) enlistan varios tipos de procedimientos alternativos para la

realizacion de GWAS, dos de los cuales se muestran a continuacion.

2.2.2.1 Aprendizaje automatico

Usando el aprendizaje automatico es posible descubrir patrones ocultos dentro
de la base de datos de los marcadores, que pueden ayudar a desentrafar la base
genética completa de las caracteristicas. El aprendizaje automatico se basa en
la inteligencia artificial, donde las computadoras pueden tomar decisiones
aprendiendo de los datos. La regresion de marcador unico es una forma
incipiente del aprendizaje automatico; mientras que bosques aleatorios o
metodologias basadas en el principio de maxima verosimilitud son herramientas
nuevas con aplicaciones novedosas. Las maquina de soporte vectorial son
modelos que pueden usarse en conjunto con la regresion simple usada en

marcador unico (Diez et al., 2021; Mortezaei & Tavallaei, 2021).

2.2.2.2 Analisis de asociacion retrospectivo

Considerando los multiples efectos no genéticos asociados con un fenotipo, se
han creado modelos de asociacidon que incluyen covariables para corregir

posibles variaciones no controladas en el ambiente, a estos procedimientos se
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les conoce como analisis de asociacion retrospectivo, que prometen ser mas
precisos que los modelos comunes prospectivos para variables binarias; sin
embargo, esto no se ha comprobado. Dos de las metodologias estadisticas para
realizar este tipo de andlisis son la prueba de caracteristicas binarias
longitudinales basada en ecuaciones y la prueba de asociacion basada en
modelos mixtos lineales generalizados retrospectivos (Mortezaei & Tavallaei,
2021).

2.2.3 Genes candidatos

Derivado de GWAS, los genes candidatos son aquellos que se asocian con una
caracteristica. Los genes son segmentos de ADN con ubicacion fija en el
genoma, se pueden ubicar mediante el numero de cromosoma y su rango de
posicion en pares de bases. En los estudios de asociacion, los marcadores
usados se encuentran dispersos casi siempre de forma aleatoria a lo largo del
genoma, cuando se encuentra un marcador significativo para una caracteristica,
se recupera la posicion de este marcador + 25,000 pares de bases y entonces se
asigna a un gen que lo contenga. Este gen que contiene el marcador significativo
se conoce como gen candidato. Los genes candidatos contienen por lo menos
un segmento de ADN que afecta una caracteristica, gracias al desequilibrio de

ligamiento (Mota et al., 2017a).

Es mas efectivo estudiar genes candidatos que marcadores por si solos. Existen
genes que codifican productos funcionales que tienen efecto sobre diferentes
caracteristicas en el organismo (Gerstein et al., 2007). Por ejemplo, el gen
CAPNH1, es un gen candidato en bovinos para suavidad y marmoleo de la carne
(Page et al.,, 2004). Fisiologicamente podrian existir hasta dos explicaciones
diferentes sobre el efecto del gen y seguramente estas caracteristicas poseen
una correlacion positiva dado que los segmentos de ADN que las define estan en

el mismo gen y poseen equilibrio de ligamiento.
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2.3 Genes candidatos en bovinos

Muchos de los genes que se abordaran a continuacion, no fueron incluidos en
los estudios de los capitulos 3 a 5, debido a que no se encontraban sus
posiciones en la base de datos de la que se dispuso para el estudio. Con ello se
trata de presentar una perspectiva mas completa de lo encontrado para Bos

taurus referente a los genes candidatos mas importantes por caracteristica.

2.3.1 Calidad de la carne

Page et al. (2004) y White et al. (2005), identificaron en el ganado Bos taurus y
Bos indicus SNP en la posicion del gen CAPN que se asocian con suavidad de
la carne, y estos SNP se les llam6é CAPN1-316 y CAPN1-4751. Por su parte,
Soria et al. (2010) reportaron otro SNP, asociado al mismo fenotipo, el SNP
CAPN1-530.

El alelo C, tanto en CAPN1-316 (Page et al., 2004) como en CAPN1-4751, se ha
asociado con valores favorables de terneza de la carne. Sin embargo, este alelo
se ha encontrado en baja proporcion en algunas poblaciones (Casas et al., 2006;
Page et al., 2004; White et al., 2005).

Para el gen CAST se identifico un SNP de sustitucion de citosina por timina que
esta asociado con la terneza de la carne. Los animales homocigotos para timina
producen carne con menores valores de fuerza de corte que aquellos

homocigotos para citosina (Casas et al., 2006).

El sistema CAPN/CAST esta involucrado en la miogénesis y la comunicacion
entre células, la diferenciacion celular y la degradacion de proteinas musculares
y de proteinas de la membrana celular durante la fusién de los mioblastos, al
formarse el miotubo, y de células satélites (Moyen et al., 2004, Barnoy et al.,
2005). Segun lo reportado por Casas et al. (2006), los polimorfismos relacionados

con este sistema pueden influir en el indice de produccion y suavidad de la carne.

19



Por su parte, el gen DGAT1 codifica la proteina acetil Coenzima A diacilglicerol
aciltransferasa (DGAT) que cataliza el paso final en la sintesis de triacilglicerol
(Casos et al., 1998; Grisart et al., 2002). De acuerdo con Casos et al. (1998), esta
enzima también puede estar involucrada en la sintesis y almacenamiento de
lipidos, y dos marcadores de este gen se han asociado con la variacion en el
contenido de grasa de la leche y la carne. Al respecto, Curi et al. (2011)
encontraron que el gen DGAT1 es polimérfico en ganado Nelore y que tiene una

posible asociacion con la cantidad de grasa de la carne.

Los polimorfismos del gen TCAP se encuentran entre los factores genéticos
importantes involucrados en la calidad de la canal en el ganado vacuno; el gen
titin-cap codifica telethonin, una proteina que interactua con la titina en la linea Z;
las asociaciones entre los SNP del gen TCAP y el veteado en Bos taurus
mostraron que la sustitucion de guanina por adenina redujo la puntuacién de
veteado (Cheong et al., 2007).

La familia MYOD, conformada por los genes MYOD1 o MYF3, MYOG, MYF4
(miogenina), MYF5 y MYF6 (herculina), juegan un papel clave en el crecimiento
y el desarrollo muscular, se consideran genes candidatos para las caracteristicas
de produccion de carne en animales (Bhuiyan et al., 2009). La familia esta
involucrada en la regulaciéon de la hipertrofia muscular y la hiperplasia (Bhuiyan
et al., 2009; Houba & Te Pas, 2004).

Segun Houba y Te Pas, (2004), el gen MYOG se expresa antes del nacimiento;
mientras que, Te Pas y Soumillion (2001) afirman que, en el periodo posnatal,
puede asociarse con la reparacién del dafio en las fibras musculares y el

crecimiento hipertréfico.

En cerdos, MYOG se ha asociado con un aumento en el numero y el area
transversal de las fibras musculares (Kim et al., 2009), el peso al nacer y en canal,
y la tasa de crecimiento (Te Pas et al., 1999). Sin embargo, en el ganado Bos
taurus, el efecto se observo solo en la capacidad de retencion de agua y la
suavidad de la carne (Ujan et al., 2011).
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Las anquirinas son proteinas involucradas en las interacciones entre la
membrana plasmatica y el citoesqueleto (Bagnato et al., 2003). Segun Rubtsov y
Lopina (2000), los genes ANK1, ANK2 y ANK3 codifican anquirinas expresadas
en tejidos especificos. El empalme alternativo de ANK1 produce ankyrin que tiene
un dominio sensible a la protedlisis y puede ser el objetivo de la calpaina, lo que

afecta la suavidad de la carne en bovinos.

De acuerdo con Curi et al. (2011), el gen FABP4 codifica la proteina de union a
acidos grasos que se encuentra en los adipocitos, sus funciones incluyen la
absorcion, el transporte y el metabolismo de los acidos grasos. Curi et al. (2011)
reportaron que en ganado Nelore puro el gen puede tener un efecto notorio;
aunque el | polimorfismo FABP4/Msp A1l no mostr6 asociacion con las
caracteristicas de area del ojo de la costilla, cantidad de grasa, grasa
intramuscular y fuerza de corte e indice de fragmentacion miofibrilar en animales

cruzados.

2.3.2 Caracteristicas reproductivas

Entre las caracteristicas reproductivas de mayor importancia en bovinos estan:
tasa de concepcion para vaquillas y vacas adultas, vida productiva y mérito neto
global (Cochran, Cole, Null & Hansen, 2013). Este tipo de caracteristicas poseen
baja heredabilidad y toma mucho tiempo medirlas durante la vida del individuo,
la precision en la prediccion también es baja, por lo que encontrar genes
candidatos fue la primera opcion para mejorar las predicciones y el mejoramiento

genético, sobre todo en la raza Holstein (Cochran et al., 2013).

En estudios donde se utiliza GWAS, se han probado miles de genes candidatos
reportados en literatura, encontrando de 20 a 50 genes candidatos relacionados
de forma importante con caracteristicas reproductivas (Cochran et al., 2013;
Pimentel et al., 2011).

Para tasa de concepcion, Ortega et al. (2016) evaluaron diferentes marcadores

SNP de genes candidatos en una poblacion de vacas Holstein. Cerca de 57% de
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los SNP tuvieron un efecto importante en la caracteristica. Los genes candidatos
con efecto significativo fueron: COQ9, EPAS1, CAST, C7H190rf60 y MRPL48. El
gen CAST se habia discutido en la seccion de genes candidatos para calidad de
la carne, lo que refuerza la idea antes planteada de que los genes candidatos son
un factor de estudio importante, que pueden afectar varias caracteristicas

cuantitativas.

Para la caracteristica de tasa de concepcion en vacas, en el mismo estudio de
Ortega et al. (2016), se confirmé un efecto importante de los genes candidatos
GOLGA4, COQY9, EPAS1 y MRLP48 en la caracteristica. Estos mismos autores
reportan genes candidatos para la tasa de concepcion en vaquillas HSD17B7,
AP3B1, HSD17B12 y CACNA1D. Algunos de los genes reportados asociados
con fertilidad en general, estan involucrados en la esteroidogénesis o estan
regulados por esteroides, lo que explica que algunos de estos genes coincidan
con genes candidatos asociados con caracteristicas sobre contenido de grasa
(Ortega et al., 2016).

En ganado Canchim -raza compuesta por 62.5% Charolais y 37.5% Cebu-
Buzanskas et al. (2017) encontraron que el gen RAP1B participa en varias vias
que afectan el comportamiento reproductivo, la principal via es la del receptor de
la hormona liberadora de gonadotropinas. Por otro lado, los mismos autores
sefalan que MED30 y TRHR también son genes candidatos importantes

relacionados con la hormona tiroidea que afecta directamente la reproduccion.

Buzanskas et al. (2017), al igual que Ortega et al. (2016), hallaron que los genes
FABP5, FABP12, PEX2 y MED30 estan involucrados en el metabolismo de
acidos grasos, colesterol y triacilglicerol para la produccion de hormonas

sexuales, sobre todo para la produccion de testosterona.

Segun Buzanskas et al. (2017), el gen que afecta significativamente el
desempefio reproductivo de machos Canchim es UBQLN3, que se expresa en

los testiculos y actua en la espermatogénesis. De acuerdo con estos autores,
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este gen esta involucrado en el procesamiento de proteinas en la via del reticulo

endoplasmico.

2.3.3 Resistencia y susceptibilidad a mastitis

En ganado bovino la mastitis es una enfermedad importante de la glandula
mamaria, que causa pérdidas econdmicas y cuya base genética empezd a
estudiarse hace relativamente poco. Algunos estudios han revelado genes
candidatos (GC, NPFFR2, TRAPPC, ARHGAP39, LY6K, LY6D, LYNX1, LYPDZ,
SLURP1 y PSCA) asociados con el conteo de células somaticas para ganado
Holstein (Cai, Guldbrandtsen, Lund, & Sahana, 2018; Moretti et al., 2021).

Moretti et al. (2021), encontraron genes candidatos asociados con el conteo en
células somaticas en ganado Holstein. Los SNP se identificaron en regiones
intragénicas de genes relacionados con componentes clave del sistema
inmunoldgico: CXCR1, DCK, NOD2, MBL2, MBL1 y M-SAA3.2. Por ejemplo, los
receptores de quimiocinas CXCR 1 y 2 son genes paralogos que codifican los
principales receptores de citocinas proinflamatorias (Moretti et al., 2021), que

impactan directamente el proceso de inflamacién de la glandula mamaria.

Kurz et al. (2019), encontraron grupos de animales Holstein resistentes vy
susceptibles a mastitis clinica midiendo la longitud del pezén como variable de
respuesta. Encontrando que 7.6% de las vacas presentaban un genotipo para
resistencia y 12.5% presentaron susceptibilidad genética para la enfermedad.
Estos mismos autores encontraron que el gen mayormente asociado con la
longitud del pezén, RASGRP1, es un gen candidato de nuevo descubrimiento
que podria ser clave para seleccionar animales con genotipos favorables para

disminuir la tasa de incidencia de mastitis en los hatos.

La mastitis es una enfermedad multifactorial, y por ende dificil de desentraiar
genéticamente. Algunos enfoques que se han tomado para atender esta
problematica se relacionan con la resistencia a bacterias especificas que

promueven la aparicion de la mastitis. Por ejemplo, Liabin, Chen y Chen (2019)
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identificaron genes candidatos asociados con mastitis provocada por Escherichia
coli, encontrando genes distintos a los que regularmente se hallan en los estudios
de GWAS para resistencia en general. Los genes candidatos encontrados fueron
ILBRB, CXL6y y MMP9.

Un estudio de Song et al. (2016) reveldé genes candidatos asociados con la
susceptibilidad a mastitis subclinica provocada por Staphylococcus aureus en
ganado Holstein. Se encontr6 que los genes NRG1, MST1 y NAT9 se

correlacionaron de manera importante con la caracteristica.

2.3.4 Resistencia a garrapatas

Otra caracteristica dificii de mejorar mediante mejoramiento genético
convencional es la resistencia y susceptibilidad a garrapatas. Es dificil de medir
y su heredabilidad es baja. Con las metodologias actuales de asociacion del
genoma e identificacion de genes candidatos, el mejoramiento de este tipo de
caracteristicas se hace cada vez mas factible. Al igual que en el caso de mastitis,
los enfoques se han hecho mas especificos para poder dar solucion a los

diferentes impactos de las garrapatas (Moré et al., 2019).

Los genes asociados con resistencia a garrapatas hallados por Moré et al. (2019)
en un estudio con bovinos Braford, tienen influencia en el sistema inmunoldgico
en los animales. En particular, los autores mencionan una via de sefalizacién de
Wingless como un mecanismo candidato a resistencia, donde esta involucrado

el gen WNT7Ay los genes IL6 e IL22 como promotores.

En el estudio de Mota et al. (2017b) se encontraron genes candidatos asociados
con la resistencia y susceptibilidad a garrapatas en ganado Hereford y Braford,
algunos de los genes asociados con resistencia mas importantes fueron: CCL20,
MYOG6, BSP1, BSP3 y PLAUR; mientras que, los asociados con susceptibilidad
fueron DNAHS8, BOLA-DQA2 y SALL4.
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2.4 Uso de los marcadores moleculares en mejoramiento genético animal

2.4.1 Seleccion asistida por marcadores

Los marcadores moleculares con el surgimiento de la seleccion asistida por
marcadores (MAS; por sus siglas en inglés), prometieron en sus inicios ayudar
de forma efectiva y rapida al mejoramiento genético para caracteristicas
importantes economicamente en animales y plantas (Jena & Mackill, 2008). De
acuerdo con Jena y Mackill (2008), el propédsito en MAS es monitorear la
presencia o ausencia de genes de interés en poblaciones; por otro lado, Collard
y Mackill (2008) definieron MAS como el proceso de usar marcadores de ADN

para asistir en la seleccion de material para el mejoramiento genético.

En parrafos anteriores se discutieron algunos elementos esenciales para realizar
MAS: el surgimiento de los marcadores moleculares, el mapeo de QTL y la
identificacion de genes candidatos. MAS es una metodologia mas eficiente que
la evaluacién fenotipica convencional, que conlleva un ahorro de tiempo,

esfuerzo, recursos y dinero (Platten, Cobb & Zantua, 2019).

El primer elemento es el tipo de marcador a utilizar, actualmente el uso de SSR
y SNP es lo mas pertinente debido a que poseen caracteristicas deseables para
MAS, son confiables, necesitan poca cantidad y calidad de ADN, su
procedimiento técnico es sencillo, poseen un alto nivel de polimorfismo y su costo
los vuelve rentables (Collard & Mackill, 2008).

Otro elemento importante para el éxito de MAS es el mapeo de QTLs. Este
procedimiento se realiza gracias al mapeo de ligamiento que se basa en la
recombinacién ocurrida durante la meiosis. Un mapeo de QTLs es un
procedimiento que permite encontrar loci asociados con caracteristicas de
interés; por lo general este mapeo no es suficiente para designar a un segmento
de ADN candidato definitivo, sino que se necesita realizar mapeo fino para
ajustarse a un segmento de ADN aun mas pequefio (Collard & Mackill, 2008;
Platten et al., 2019).
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Collard & Mackill (2008) describieron un flujo general para concretar el proceso
de MAS:

1. Desarrollo de las poblaciones: seleccion parental e hibridacion. Los
estudios de MAS pretenden obtener la mayor cantidad de individuos
heterocigoticos por lo que se busca obtenerlos mediante seleccidn y cruza.

2. Mapeo de QTLs: construccion del mapa de ligamiento, evaluacion
fenotipica para la caracteristica y analisis de QTL. Con este paso se desea
obtener un primer acercamiento de los efectos del QTL con la
caracteristica.

3. Validacién de QTLs: confirmacién de la posicion y efecto de los QTL,
mapeo fino. En este paso se obtiene de forma mas precisa la longitud y
posicion de los QTLs con efectos sobre la caracteristica. Esta validacion
permite obtener resultados similares entre poblaciones similares.

4. Validacion de marcadores: aprovechando el desequilibrio de ligamiento y
teniendo las posiciones de los QTLs, es posible obtener marcadores que
estén asociados con estos QTL y por tanto, tengan un efecto en la
caracteristica.

5. Seleccién asistida por marcadores: la informacién de marcadores es util

en la seleccion de individuos con genotipos favorables.

Actualmente MAS puede ser una metodologia enriquecida haciendo uso de los
genes candidatos, es decir de GWAS. Para caracteristicas dificiles de mejorar
mediante el método convencional, como las que se discutieron previamente,
MAS puede ser de ayuda para seleccionar individuos con genotipos favorables
en etapas tempranas, logrando ahorrar tiempo y dinero en el mejoramiento
genético. MAS es una alternativa viable en el mejoramiento de plantas y animales
(Collard & Mackill, 2008; Platten et al., 2019). Sin embargo, MAS tiene una
desventaja importante, muchas de las caracteristicas que trata de explicar son
cuantitativas, es decir, estan influenciadas por muchos genes, lo mas grave es
que un solo gen no llega a explicar mas de 10% de la variacion de una
caracteristica (Collard & Mackill, 2008).
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2.4.2 Selecciéon genémica

La seleccion gendmica (GS; por sus siglas en inglés) se refiere al uso de
marcadores que cubren el genoma de los animales para predecir el valor como
reproductores de los candidatos a seleccion de una caracteristica cuantitativa,
asumiendo que todos los QTL estan en desequilibrio de ligamiento con al menos
un marcador. La GS es posible gracias al gran numero de SNPs que cubren los
genomas de especies domeésticas de interés, y los métodos existentes para
determinar los genotipos eficientemente en un numero grande de marcadores
(Goddard, 2009; Goddard & Hayes, 2007).

Como una solucién a las limitantes de MAS, la GS permite el mejoramiento de
los animales usando toda la informacién disponible del genotipado. Para incluir
la informacién de algunos marcadores en las predicciones, es posible localizar
mutaciones causantes subyacentes a la variacion genética o mapeo de QTLs. En
la practica estos programas de mejoramiento genético han tenido un impacto
menor al esperado, lo que se atribuye a que la proporcion de la varianza
contabilizada por el QTL mapeado generalmente es pequefa y que los recursos
financieros para realizar los mapeos son elevados, lo que limita el uso de MAS
(Berry et al., 2016; de los Campos et al., 2013).

En GS se asume que todos los marcadores estan unidos a un gen con efectos
para una caracteristica, concentrandose en la estimacion de estos efectos mas
que en probar su significancia. La mayoria de las caracteristicas se ven afectadas
por un gran numero de genes con efectos pequefos; la prediccidn de
caracteristicas complejas requiere considerar un gran numero de variantes al

mismo tiempo (de los Campos et al., 2013; Meuwissen et al., 2016).

La seleccion gendmica segun Meuwissen et al. (2016) se hace en dos etapas, la
primera incluye el genotipado y fenotipado de animales de la poblacién de
entrenamiento para una determinada caracteristica con el fin de estimar los
efectos de los SNP. En la segunda etapa se genotipa a los individuos candidatos

a seleccion, poblacidon de evaluacion, al combinar la informacién obtenida en la
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primera etapa (efectos SNP) y los genotipos se obtienen los valores genémicos
que serviran para seleccionar los mejores individuos para la caracteristica

evaluada.

Las principales ventajas de GS son la reduccion del intervalo entre generaciones,
el incremento de la tasa de progreso genético, mayor exactitud en la prediccion
de valores genéticos, mejora en la exactitud de valores gendmicos de animales
jévenes, especialmente para caracteristicas de heredabilidad baja, limitadas por
el sexo, medidas tarde en la vida de los animales, costosas de medir, o que
requieren retar a los animales (Garrick, 2011; Garrick & Saatchi, 2011; Yin &
Kodnig, 2016).

Segun Meuwissen et al. (2016), existen tres condiciones que han permitido el
amplio uso de informacion del ADN en las evaluaciones genomicas: 1) la
metodologia para realizar GS (Meuwissen et al., 2001), 2) la identificacion de
miles de marcadores SNP, y 3) las tecnologias de costo bajo para determinar

eficientemente genotipos.

2.5 Estudios de diversidad genética en bovinos

La diversidad genética se refiere a los diferentes polimorfismos presentes en los
genes de individuos de una misma especie, o incluso de una raza o una
poblacion. En la actualidad los estudios de diversidad genética se han
generalizado debido al surgimiento de marcadores moleculares de bajo costo y
con buena distribucion en el genoma para especies domeésticas (SSR y SNP)
(Doublet et al., 2019).

Existen dos enfoques principales para el estudio de la diversidad genética usando
marcadores moleculares en bovinos. Un enfoque se relaciona con la
consanguinidad y estructura de la poblacion, los estudios se enfocan en observar
cémo ha cambiado el coeficiente de consanguinidad en una poblacion a lo largo
de los afios, o después de implementar un programa de mejoramiento (Doublet

et al., 2019; Lozada-Soto et al., 2021). Por otro lado, existe el enfoque
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conservacionista que pretende investigar la diversidad genética de razas
relacionadas genéticamente cuyos ancestros comunes datan de hace cientos o
miles de afos, lo que pretende desentraiar la base genética de su adaptacion a
diferentes regiones (Bhati, Kadri, Crysnanto, & Pausch, 2020; Freitas et al., 2021;
Moscarelli et al., 2020).

En el caso de la presente serie de investigaciones, los parametros relacionados
con diversidad y estructura genética se utilizaron para observar la tendencia de
los genotipos de marcadores SNP para genes candidatos asociados con
caracteristicas de importancia econdmica, encontrando valores para
heterocigosidad observada (Ho) similares a los de animales adaptados al tropico,
aun cuando Suizo Europeo es una raza Bos taurus (Trujano-Chavez et al., 2021).
Este enfoque es similar al utilizado por Freitas et al. (2021), quienes estudiaron
la diversidad genética de razas adaptadas a diferentes ambientes para la

caracteristica de resistencia a estrés calorico.

La diversidad genética por lo regular se auxilia de parametros poblacionales y
visuales para poder ser caracterizada. Depende del enfoque que se desee tomair,
es el tipo de parametros a utilizar y las herramientas visuales propias de la
estadistica multivariada pertinentes. Generalmente, el coeficiente de
consanguinidad y la Ho son dos parametros que no pueden faltar en un estudio
de diversidad genética; mientras que, el analisis de componentes principales
(PCA, por sus siglas en inglés) y los arboles filogenéticos son los principales
recursos graficos usados para visualizar las relaciones genéticas (Bhati et al.,
2020; Freitas et al., 2021).

2.5.1 Estadisticas basicas de la poblacién

En un estudio de diversidad genética (enfoque de conservacién) con 10 razas
bovinas y usando microsatélites, Agung et al. (2019) usaron los siguientes
parametros poblacionales: numero observado de alelos, numero efectivo de
alelos, Ho, heterocigosidad esperada (He), equilibrio Hardy-Weinberg. El numero

observado y efectivo de alelos son parametros recurrentes en los estudios que
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usan microsatélites, los cudles poseen altos grados de polimorfismos, por lo que
el conteo de alelos es necesario para describir la diversidad genética. Por otro
lado, Ho, He y el equilibrio Hardy-Weinberg son parametros necesarios para
cualquier tipo de estudio de diversidad, inclusive es posible calcularlos sin poseer

informacion de marcadores moleculares.

Un enfoque similar al del parrafo anterior, fue propuesto por Freitas et al. (2021),
quienes usaron la Ho, He y el equilibrio Hardy-Weinberg como medidas de la
diversidad genética en ganado europeo usando SNPs. Usaron otros parametros
interesantes como la distancia genética media por pares, el desequilibrio de
ligamiento y el tamafo efectivo de la poblacion. Lo anterior, para caracterizar la

diversidad genética para el estrés térmico en tres razas.

Lozada-Soto et al. (2021) usando un enfoque de evaluacion de estructura
poblacional, caracterizaron la diversidad genética de ganado Angus usando los
coeficientes de consanguinidad basados en pedigri y en marcadores SNP;
ademas, midieron los intervalos generacionales, el tamafo efectivo de poblacion
y el numero efectivo de segmentos cromosdémicos segregantes independientes.
Estos autores se focalizaron en determinar los efectos de la GS sobre la
diversidad genética de bovinos Angus, basandose en los coeficientes de

consanguinidad mas que en la frecuencia en heterocigosidad en los individuos.

En contraste, Xia et al. (2019), usaron el genoma mitocondrial para caracterizar
a la raza Yunling, y los parametros que utilizaron fueron menos convencionales
que los de estudios mencionados en parrafos anteriores. Crearon haplotipos a
partir de la secuenciacion del genoma mitocondrial, para poder medir el nUmero
de haplotipos y los sitios variables, la diversidad de nucledtidos y el numero medio

de diferencias de nucleétidos.

2.5.2 Programas y estadistica multivariable

En la red existen una diversidad de software para calcular de forma sencilla los

principales parametros poblacionales usados en genética. Estos programas
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también ofrecen herramientas estadisticas visuales para facilitar la interpretacion

de las relaciones genéticas entre los individuos en estudio.

El Boom de R (R Core Team, 2021) ha hecho que muchos paquetes incluyan en
sus analisis herramientas para estudiar la diversidad genética. Uno de estos
programas es adegenet, que ofrece el céalculo de las estadisticas poblacionales
mas sencillas como coeficientes de consanguinidad, Ho, He y el equilibrio Hardy-
Weinberg. Es versatil y ofrece estos parametros para estudios que usan tanto
SNPs como SSRs. Para estos ultimos también calcula el numero observado y
efectivo de alelos (Jombart, 2008).

El paquete adegenet en principio fue creado para el analisis multivariado de
marcadores, por lo que una de sus principales fortalezas es proporcionar
herramientas visuales para la estructura y diversidad de la poblacion. Lo hace
ampliando el paquete ade4 y lo vuelve capaz de analizar marcadores

moleculares.

Otro paquete de R de amplio uso en los estudios de diversidad genética es
diveRsity, que promete ser un paquete util en la estimacion y exploracién de
parametros de genética de poblaciones y sus errores asociados (Keenan et al.,
2013). En esencia, es un programa que calcula los mismos parametros que
adegenet; sin embargo, incorpora informacion para la validacion estadistica de
sus resultados, de acuerdo con Keenan et al. (2013), calcula intervalos de

confianza Bootstrap por locus y a nivel global.

Ademas de R, existen otros paquetes utiles en estudios de diversidad como el
programa CERVUS, util en el calculo de frecuencias génica, Ho, He, equilibrio
Hardy-Weinberg y el coeficiente de consanguinidad. POPGEN ofrece calculos
similares, ademas de calcular el numero observado y efectivo de alelos, y el flujo
de genes. Los programas MEGA y STRUCTURE son utiles en la visualizacion
grafica, producen dendogramas y generan grupos de animales de acuerdo con

su perfil genotipico usando estadistica multivariada (Agung et al., 2019).
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Otro programa usado es PLINK, lider en estudios de genética, posee desde
analisis especializados como GWAS hasta el calculo de parametros basicos
como lo hace adegenet. PLINK es capaz de realizar cualquier método
multivariado para la visualizacién de los datos, PCA, dendogramas, arboles
filogenéticos, escalamientos multidimensionales y aprendizaje automatico
(Freitas et al., 2021).
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with GRIA3 had a positive relationship (Figure 7) even though they are in distant chro-
mosomes. This may be a particular feature of the genotypic profile for mastitis in this
Braunvich population.

The markers of genes IL1A and ITGB3 for RBM were in a relationship similar to that
of the genes ARHGAP10 and BDH2 for RM, Figure 6. They had a negative relationship
according to the biplot, Figure 7. Similarly, they are in different chromosomes, even
though both directly influence the function of the immune system [19-20].

The marker BovineHD0300029925 (10) of HIVEP3, Figures 6 and 7, contributed the
most to the PCA for RSM. This SNP is positively related to another two intragenic HIVEP3
markers: BovineHD0300029904 (9) and BovineHD0300029955 (11). For RCM, most of the
markers were highly contributive, i.e., the SNPs for the genes CXCLS8, SEL1L, and STAT4,
associated directly with the immune system [47].

4. Conclusions

The population studied presented high genetic diversity for resistance and suscepti-
bility to mastitis, even higher than that of the original Braunvich and Brown Swiss. Alt-
hough 13.3% were highly inbred animals (>50%), there were highly heterozygous groups
in terms of the traits studied, a favorable indicator of the presence of diversity. Even
though, the homozygous genotypes for immunologic genes (group CXCL) might be fa-
vorable for traits such as resistance to subclinical mastitis and resistance to clinical masti-
tis.

The K-means algorithm and the Principal Components Analysis are good statistical
tools to visualize the groups of animals with different genotypic profiles. The Principal
Components Analysis was useful to detect relationships and contributions of markers for
each trait. The results of our research give evidence of the genetic potential of the Mexican
Braunvich population for improvement of mastitis-related traits in the tropic.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES GENERALES
Los capitulos 3 a 5 muestran evidencia de la alta diversidad genética en bovinos
Suizo Europeo para caracteristicas complejas, sinonimo de su versatilidad
genética sobresaliente en comparacion con sus razas emparentadas Braunvieh
original y Pardo Suizo; debido a que esta poblacién se ha desarrollado por mas
de un siglo bajo condiciones tropicales. La diversidad genética se midié mediante
la heterocigosidad observada, coeficiente de consanguinidad, frecuencia de

alelos favorables y estadistica multivariada.

En el capitulo 3 se encontraron frecuencias mayores a las de otras razas para
genotipos asociados con mayor suavidad, mayor marmoleo, menor cantidad de
acidos grasos saturados, y menor fuerza de corte (CAPN1 y DGATZ2). Existen
similitudes con las frecuencias de la mayoria de las razas Europeas para los
genes CAPN3y TG; mientras que, para los genes DGAT1 y ANK1 las frecuencias
de los genotipos deseados son inferiores. Un marcador de DGAT1 y el marcador

de MADH3 resultaron monomorficos.

En el estudio para caracteristicas reproductivas (capitulo 4), los valores de Ho
cercanos a 0.5, sugieren un incremento en su versatilidad debido al ambiente
tropical, dado que el valor difiere al de los ancestros directos de la raza y coincide
con los de razas adaptadas al trépico. Ademas, el gen DSC2 fue el mas relevante
en este estudio ya que explicd variabilidad en los grupos para todas las

caracteristicas reproductivas estudiadas.

Por ultimo, en el capitulo 5, se encontré que, para resistencia y susceptibilidad a
mastitis, los perfiles genotipicos mostraron alta diversidad genética entre grupos,
donde resistencia a mastitis clinica tuvo la menor presencia de genotipos
heterocigodticos. Aunque el porcentaje de animales altamente consanguineos
(>50%) es de hasta 13.3%, existen grupos altamente heterocigéticos para las
caracteristicas estudiadas, indicador favorable de la presencia de diversidad.
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En general, el uso de estadistica multivariada fue clave para encontrar a los
grupos de animales con perfiles genotipicos similares y el numero de animales
heterocigoéticos por caracteristica, lo anterior fue util para determinar el grado de
diversidad genética de la poblacién para las diferentes caracteristicas estudiadas.
Los resultados de estas investigaciones evidencian el potencial genético de la
poblacién Suizo Europeo mexicana, para mejorar caracteristicas relacionadas

con calidad de la carne, reproduccion y resistencia a mastitis.
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