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RESUMEN

PALABRAS CLAVE ADICIONALES El objetivo de este trabajo fue evaluar el patrén de desequilibrio de ligamiento a lo

Desequilibrio de ligamiento. largo del genoma en siete poblaciones espafolas autéctonas de vacuno de carne (Asturia-

Vacuno de came. na de los Valles, Avileia Negra-lbérica, Bruna dels Pirineus, Morucha, Pirenaica, Retinta'y
Rubia Gallega). Para ello, se utilizé el BovineHD BeadChip con el que se genotiparon 171
trios formados por individuo/padre/madre. Después del filtrado, se dispuso de 573.134
SNP. A partir de esta informacién se definié un pardmetro que mide el desequilibrio
medio del genoma por regiones de 1TMb en cada una de las poblaciones. Los resultados
mostraron que el desequilibrio de ligamiento es muy heterogéneo a lo largo del genoma
y que, ademds, esta heterogeneidad es consistente entre poblaciones. Las causas de esta
heterogeneidad pueden ser, o bien estructurales y atribuibles a una menor tasa de muta-

cién y/o recombinacién, o bien consecuencia de procesos de seleccién estabilizadora.

Detection of genomic regions with high linkage disequilibrium in Spanish Beef
Cattle Populations by BovineHD BeadChip analysis

ADDITIONAL KEYWORDS SUMMARY

Linkage disequilibrium. The objective of this study was to evaluate the pattern of linkage disequilibrium along

Beef cattl. the genome in seven autochthonous Spanish cattle beef populations (Asturiana de los Valles,
Avilefia Negra-lbérica, Bruna dels Pirineus, Morucha, Pirenaica, Retinta and Rubia Gallega).
The BovineHD BeadChip was used to genotype 171 trios of individual/sire/dam. 573,134
INFORMACION SNPs were available after filtering. With this information, a parameter that measures the

Cronologia del articulo. mean disequilibrium of the genome in regions of 1 Mb in each population was defined. The
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results show that the linkage disequilibrium is very heterogeneous along the genome, and this
heferogeneity is consistent among the considered populations. The causes of this heterogeneity
could be structural, and attributed to a lower mutation rate and/or recombination rate, or a

result of stabilizing selection.

INTRODUCCION que se ha constituido en una herramienta im-
prescindible en la mejora genética de vacuno de

leche (Hayes et al., 2009). Sin embargo, su utili-

En los dltimos afos, la disponibilidad de téc-

nicas de genotipado masivo de marcadores SNP
ha permitido el desarrollo de procedimientos de
evaluaciéon genémica (Meuwissen et al., 2001),

zacién en vacuno de carne es mucho més limita-
da. Entre las causas de esta dificultad se pueden
mencionar el menor censo de las poblaciones de
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vacuno de carne y la menor implantacion de la
inseminacion artificial (Berry et al., 2016).

La evaluacion gendémica a partir de la infor-
macién de varias poblaciones se ha planteado
como una posible alternativa a este problema,
pero los resultados obtenidos tanto mediante
simulaciéon (Mouresan ef al., 2014), como con
datos experimentales (Kachman et al., 2013) no
son muy esperanzadores.

El éxito de la evaluacién genémica a partir
de varias poblaciones esta ligado a la presencia
de un elevado desequilibrio de ligamiento y a
la persistencia de su fase entre las poblaciones.
Varios autores han estudiado la persistencia de
la fase entre poblaciones en relacién a la dis-
tancia fisica entre los marcadores (de Roos et al.,
2008) y como una medida mas de la diversidad
genética (Canas-Alvarez et al., 2016), pero ape-
nas se ha estudiado la arquitectura genética de
esta persistencia.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es rea-
lizar un estudio comparativo de las regiones del
genoma donde aparezca un alto grado de des-
equilibrio de ligamiento entre siete poblaciones
de ganado vacuno aut6ctono espanol (Asturiana
de los Valles- AV-, Avileiia Negra-Ibérica- ANI-,
Bruna dels Pireneus —BP-, Morucha -Mo-, Pirenai-
ca —Pi-, Retinta -Re-y Rubia Gallega -RG-).

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un genotipado de SNP de alta densidad
mediante el BovineHD BeadChip (Illumina Inc, USA)
a un total de 171 trios de padre/madre/hijo pertene-
cientes a 7 poblaciones espafolas de vacuno de carne,
que incluyeron la razas Asturiana de los Valles (AV,
n=25), Avilefia-Negra Ibérica (ANI, n=24), Bruna dels
Pirineus (BP, n=25), Morucha (Mo, n=25), Pirenaica (Pi,
n=24), Retinta (Re, n=24) y Rubia Gallega (RG, n=24).
Los progenitores fueron seleccionados con la menor
relacion de parentesco posible entre si con el objetivo
de maximizar la representatividad de la muestra.

En primer lugar, se realizé un control de calidad
mediante el software PLINK (Purcell et al., 2007). En

concreto, se utilizaron los siguientes requisitos: 1)
SNP localizados en los cromosomas autosémicos, 2)
error mendeliano inferior al 0.05, 3) call rate superior
al 0.95 a nivel de individuo y de SNP, 4) Frecuencia
Alélica Menor (MAF) superior al 0.01 en cada una de
las poblaciones. El resultado de este filtrado seleccio-
no 573.134 marcadores SNP, que cubrieron un total de
2.511.259 kb, y representan, en promedio, la presencia
de un marcador cada 4,317 kb. Posteriormente, se
establecieron los haplotipos parentales mediante el
software BEAGLE (Browning y Browning, 2009).

A partir de esta informacion, se definieron ven-
tanas de 1 Megabase (Mb) que cubrieron todo el ge-
noma, y se calcul6 el desequilibrio de ligamiento
(Falconer y Mackay, 1996) entre todos los marcadores
presentes dentro de cada ventana como

r=D/\(pq,p,9,)
donde

D= f\fo—fufa

El ntimero promedio de marcadores presentes en
cada ventana fue 226 con una desviacién tipica de 61.
Con el objetivo de evitar valores extremos generados
por un niimero reducido de marcadores, se analizaron
exclusivamente aquellas ventanas que presentaron
al menos 100 SNP. Por lo tanto, en cada ventana de 1
Mb se calcularon, como minimo, 4900 estimaciones de
desequilibrio de ligamiento.

En primer lugar, se calculo el r* medio entre mar-
cadores que se encuentran a distancias de 5, 20, 50,
100 y 200 kb (+2,5 kb) dentro de cada region de 1 Mb,
y finalmente, con el objetivo de obtener una medida
global del desequilibrio de ligamiento por regién y
su relacién con la distancia de mapa, se definié un
parametro f, que se calculé como

ﬂzz‘,?:l”iz /z =i C;

,donde 7 es el desequilibrio de ligamiento eleva-
do al cuadrado, c es la distancia de mapa en Mb y n
es el nimero de pares de SNP en cada region.

Tabla I. Valores medios (desviacion tipica) de r* entre marcadores con varias distancias entre ellos en las 7
poblaciones (Mean values (standard deviation) of r2between markers with various distances between them in the 7 populations).

5kb 20 kb 50 kb 100 kb 200 kb
AV 0,513 (0,087) 0,309 (0,097) 0,170 (0,081) 0,093 (0,061) 0,047 (0,036)
ANI 0,521 (0,087) 0,324 (0,097) 0,190 (0,082) 0,116 (0,063) 0,071 (0,042)
BP 0,517 (0,088) 0,316 (0,097) 0,181 (0,082) 0,107 (0,065) 0,062 (0,040)
Mo 0,515 (0,087) 0,316 (0,096) 0,182 (0,081) 0,107 (0,062) 0,062 (0,039)
Pi 0,528 (0,089) 0,334 (0,098) 0,202 (0,084) 0,129 (0,065) 0,084 (0,044)
Re 0,520 (0,087) 0,323 (0,096) 0,192 (0,082) 0,120 (0,063) 0,075 (0,042)
RG 0,519 (0,089) 0,321 (0,098) 0,187 (0,083) 0,114 (0,065) 0,070 (0,041)
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Figura 1. Valores medios de r* entre marcadores en varias distancias para el cromosoma 7 en la poblacion AV
(Mean values of r? between markers in various distances on the chromosome 7 for the AV population).
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Tabla II. Valores promedios y desviaciones tipi-
cas del parametro B para cada poblacion (Aver-
age values and standard deviations of the B parameter in each
population).

Poblaciones Promedio B Desviacion tipica
AV 0,246 0,118

ANI 0,312 0,131

BP 0,284 0,128

Mo 0,284 0,126

Pi 0,350 0,138

Re 0,324 0,129

RG 0,311 0,129
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de desequilibrio de ligamiento
medio a distancias de 5, 20, 50, 100 y 200 kb se pre-
sentan en la tabla I, presentando valores similares
a los obtenidos por Cafias-Alvarez et al. (2016). Sin
embargo, estos valores muestran heterogeneidad a lo
largo del genoma. Asi, en la figura 1 se presentan los
resultados obtenidos de este anélisis en la poblaciéon
AV para el cromosoma 7. Se puede observar que los
valores medios de r* a una distancia especifica son
muy variables entre las regiones genémicas. Por
este motivo, se opt6 por utilizar un pardmetro f que
cuantifica la cantidad de desequilibrio de ligamiento
por unidad de distancia y permite comparar regio-
nes del genoma mediante una tnica magnitud.

Los valores promedios y las desviaciones tipicas
del este parametro a lo largo del genoma y para cada
poblacién se muestran en la tabla II. Los valores re-
sultaron entre 0,246 (AV) y 0,350 (Pi) y, como puede
observarse, la orden de las poblaciones es coherente
con la presentada por Cands-Alvarez ef al. (2016) y
con los resultados de la tabla I. Las diferencias entre
los valores medios del pardmetro f obtenidos para

Tabla III. Regiones genémicas que presentan un
valor extremo en todas las poblaciones y los genes
localizados en estas regiones (Genomic regions that pres-
ent an extreme value in all populations and genes located in these
regions).

Cromosoma Mb Genes

6 78 -
ILVBL,SYDE1, CASP14, U6,

7 10 CCDC105, SLC1A6, OR7C2,
U6, Olfactory Receptor (x6)
CYSTM1, PFDN1, HBEGF,
SLC4A9, U6, SRA1, APBB3,

54 SLC35A4, CD14, TMCOS, IK,

WDRS55, DND1, HARS, HARS2,
ZMAT2, PCDHA5, PCDHAY,
PCDHB13

12 77 CLDN10, DZIP1, DNAJC3

15 1 Olfactory Receptor (x7), OR9G1

23 1 KHDRBS2
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cada una de las poblaciones pueden ser atribuibles a
la presencia de mayor o menor grado de parentesco
entre los individuos a causa de la variabilidad en el
tamano efectivo de las poblaciones.

La variabilidad a lo largo de genoma en cuan-
to al desequilibrio de ligamiento también se refleja
en los resultados del valor  medio en las regiones
gendmicas de 1 Mb en cada poblacién (figura 2).
Pese a todo, es muy relevante que el patron de des-
equilibrio de ligamiento muestre un alto grado de
similitud entre las poblaciones. Como prueba, si
se seleccionan aquellas regiones que presentan un
valor de B superior a la media mds 3 desviaciones
tipicas (0,600 (AV) — 0,764 (Pi)) en cada poblacién, se
encuentra que de las 84 regiones gendmicas presen-
tes, 20 de ellas aparecen seleccionadas en todas las
poblaciones. Dos pueden ser las causas potenciales
de esta heterogeneidad. Por una parte, es posible que
reflejen la variabilidad en las tasas de mutacién y
recombinacién presentes en el genoma bovino, como
sugiri6 Arias et al. (2009). Por otra parte, es plausible
que estas regiones hayan sido afectadas por procesos
de seleccién estabilizadora, que permite sospechar
que alberguen genes o regiones gendmicas de espe-
cial relevancia, cuya estructura se mantiene evolu-
tivamente en mayor medida que en otras regiones.

Para verificar esta hipotesis, se calculé el valor
medio de p para cada regién de 1 Mb entre todas las
poblaciones (figura 3) y se seleccionaron aquellas
regiones que mostraron un valor extremo por enci-
ma de la media + 7 desviaciones tipicas (1,151). Este
proceso seleccioné 6 regiones gendmicas (tabla III).
El contenido de estas regiones se analizé mediante la
base de datos BIOMART (www.biomart.org, Smed-
ley et al. 2015) y se localizaron 48 genes (tabla III)
que codifican componentes de la membrana celular
o participan en procesos del sistema nervioso y de la
transduccién de sefales (figura 4). Un buen ejemplo
de genes conservados evolutivamente se encuentra
en el cromosoma 7 y Mb 54. Son los genes PCDHADS
(Protocadherin Alpha 5), PCDHAS (Protocadherin Alpha
9) y PCDHB13 (Protocadherin Beta 13) que codifican
proteinas del grupo de protocadherinas. Estos genes
se encuentran agrupados en 2 o 3 regiones del geno-
ma y tienen un papel critico en el establecimiento y
la funcién de las conexiones de las células del siste-
ma nervioso (Sano et al., 1993).

Al margen de la causa que provoque esta hete-
rogeneidad, se constata de manera muy evidente la
presencia de variabilidad en el desequilibrio de liga-
miento entre regiones del genoma. Sin embargo, los
procedimientos de seleccién genémica (Meuwissen et
al., 2001; Aguilar et al., 2010) asignan a-priori la mis-
ma capacidad predictiva a todos los marcadores SNP,
independientemente de su localizacién en regiones
con alto o bajo desequilibrio de ligamiento. En futuros
estudios se pretende estudiar la posibilidad de utilizar
estd informacién para ponderar la importancia de las
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Figura 2. Distribucién de los valores del parametro B a lo largo del genoma en las 7 poblaciones (Distribution of
the values of the B parameter along the genome for the 7 populations).

regiones del genoma en funcién de la magnitud del
desequilibrio de ligamiento presente en el entorno de
cada marcador SNP.

CONCLUSIONES

En las poblaciones autéctonas de vacuno de carne
se observa un patrén de desequilibrio de ligamiento
heterogéneo a lo largo del genoma. Las posibles causas

de esta heterogeneidad incluyen la variabilidad en la
tasa de recombinacién y mutacion a lo largo del geno-
ma. Sin embargo, las regiones genémicas asociadas a
un mayor desequilibrio de ligamiento son consistentes
entre poblaciones indicando la presencia de seleccién
estabilizadora.
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