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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ACRUGA: Asociacion nacional de criadores de ganado vacuno selecto de raza Rubia
Gallega

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EHW: Equilibrio Hardy-Weinberg

GWAS: Genome-wide association study (Estudios gendmicos de asociacion)
ICBF: Federacion Irlandesa de Cria de Ganado

ISAG: International Society of Animal Genetics (Sociedad Internacional de Genética
Animal)

MAF: Minor allele frequency (Frecuencia del alelo menos frecuente)

SNP: Single nucleotide polimorfism (Polimorfismo de un unico nucleétido)
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RESUMEN

Las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion y con ellas el uso chips de SNPs
para genotipado masivo, han demostrado ser Utiles para evaluar la diversidad genética y
el parentesco en poblaciones de diversas razas domesticas. En este estudio se utilizo el
chip Axiom_Bov MD v3 de Affymetrix para evaluar la diversidad genética y de
parentesco en ejemplares de la raza vacuna Rubia Gallega. La heterocigosidad esperada
fue de 0,3359, indicativo de que existe una gran diversidad dentro de la raza. El anélisis
del coeficiente de consanguinidad poblacional (Fis), el cual relaciona la heterocigosidad
observada (Ho) respecto a la heterocigosidad esperada (He) en la poblacion, mostrd un
valor de -0,0015, que resulté no significativo, lo que sugiere que la poblacion se
encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg; dato concordante con el porcentaje de
marcadores en equilibrio (P > 0,01), que fue del 98,5%. El grado de diferenciacion
genética promedio, medido mediante el indice de diferenciacion poblacional (Fst), que
indica si existe una deficiencia de heterocigosidad en una subpoblacion en relacion a la
poblacién total, vario de 0,0013 (agrupando los animales en base a su lugar de
procedencia) a 0,0025 (formando agrupaciones en funcién del sexo). Los resultados
obtenidos analizando un panel reducido de SNPs para los coeficientes de parentesco
molecular, mostraron un bajo grado de parentesco entre los individuos estudiados.
Indican, ademas, que si se analizan todos los SNPs disponibles, el parentesco estimado
es menor. Por lo tanto, para dar un resultado de parentesco con un porcentaje de

fiabilidad superior al 99%, es necesario analizar un nimero mas elevado de SNPs.
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INTRODUCCION

Las razas de ganado bovino europeas derivan de la migracion de ganado del Cercano
Oriente (Boyles & Pellegrino, 2009). Cuando esta expansion llego a la Peninsula Ibérica
se realizaron nuevos cruces con animales del continente africano (Decker et al., 2014).
Los origenes de los bovinos domésticos espafioles, ain hoy en dia no estan del todo
claros; segun Gonzalez et al. (1987) y Jordana et al. (1991) (revisado por Becerra,
2002) las razas bovinas espafiolas tienen un origen sifilitico, procediendo de las dos
razas bovinas ancestrales Bos taurus primigenius y B. taurus brachyceros. Después, una
vez establecidas las razas actuales, y dependiendo de la region, sus caracteristicas y los
limites geogréaficos, estas comenzaron a divergir en cada region hasta dar lugar a las
razas actuales (Koolmees & Lenstra, 2014). Mas recientemente, la aplicacion
sistematica de técnicas modernas de reproduccién condujo a la diferenciacion de las
razas por aislamiento, deriva, seleccion y adaptacion a su habitat particular, y se
establecio cada biotipo racial (Rof Codina, 1916).

La historia de la raza Rubia Gallega comienza cuando una rama humana celta
procedente de Francia ocupd Galicia (en torno al siglo VI a.c.) con su ganado, e influyd
sobre los bovinos autdctonos existentes en la zona (Oliete et al., 2006; Boyles &
Pellegrino, 2009). Durante las primeras etapas historicas se generaliz6 el uso de los
bovinos como animales de trabajo, situacion que continudé durante muchos siglos.
Posteriormente, se utilizaron como animales de triple propésito centrado en la mejora en
el calado, la produccion de leche y la calidad de la carne, lo que cred la necesidad de
mejorar la vaca rastica y seleccionar sementales (ACRUGA, 2011). En el caso concreto
de Rubia Gallega, la solucion adoptada fue la de introducir otras razas para "mejorar” la
Rubia Gallega. Asi, durante los siglos XIX y principios del XX, se sucedieron las
importaciones de sementales de las razas Durhan, Angus, Hereford, Schwytz,
Simmental, etc., (Becerra, 2002) con lo cual se produjo la pérdida de la unidad racial,
conduciendo a esta raza a su estado actual (ACRUGA, 2011). En la actualidad, la Rubia
Gallega esta definida como una raza de produccion de carne de calidad con buenas
cualidades maternales (Sanchez Belda, 2002). Son animales de madurez tardia con una
elevada tasa de crecimiento y un bajo desarrollo del tejido adiposo (Brea et al., 1998),
gran rusticidad y capacidad de adaptacion a medios adversos (Oliete et al., 2006). Su

color es fundamentalmente rubio, triguefio o canela, su conformacion es generalmente
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larga y profunda, propia de los animales especializados en la produccion céarnica
(ACRUGA, 2019).

El censo actual de esta raza se sitta alrededor de 40.000 cabezas, de las cuales més del
60% corresponde a reproductores (ACRUGA, 2011). La raza abarca toda la Comunidad
Autonoma Gallega, si bien su foco central se encuentra en la zona montafiosa de los
Ancares en la provincia de Lugo, comprendida entre los 300 y 600 metros de altitud, en
la que se encuentra el 75 % del censo (Ministerio de Agricultura, 2019). Ademas, se
localizan puntualmente explotaciones de la raza Rubia Gallega en otras Comunidades
Auténomas como Castilla'y Ledn, Madrid, La Rioja 0 Aragon (ACRUGA, 2019).

Como raza paternal, se utiliza en el cruce industrial tanto con razas de aptitud lechera
como pueden ser Frisona o Jersey, asi como con otras razas autoctonas de produccion
carnica (Avilefa, Limousine, Retinta, etc) (Oliete et al., 2006), aportando en estos
cruzamientos unas caracteristicas productivas de gran valor econémico. Proporciona
terneros con muy buena ganancia media diaria de peso, y con elevados rendimientos a
la canal (Sanchez Belda, 2002; Brea et al., 1998). La genética de Rubia Gallega en el
mundo estd en plena expansion, tanto en paises de nueva incorporacién a la Union
Europea, como Polonia, Lituania, etc., como en paises iberoamericanos como Brasil,
Chile, Venezuela, etc., donde se utiliza para el cruce con cebu y razas criollas
principalmente (Brahman, Nelore, Guzerat, Gyr, etc) (Becerra, 2002; ACRUGA, 2019).

La genética molecular ha repercutido sobre el avance de la produccion y la salud animal
y conjuntamente con los nuevos procedimientos estadisticos y bioinformaticos ha
permitido identificar y utilizar la variacion gendmica para lograr la mejora genética del
ganado, asi como la realizacion de anélisis de paternidad y parentesco (Aranguren-
Méndez et al., 2017). Los marcadores microsatélite han sido durante mucho tiempo el
método mas utilizado para la asignacion de paternidad y parentesco en diferentes razas
de ganado doméstico (Flanagan & Jones, 2019), debido a su naturaleza hipervariable.
Sin embargo, la secuenciacion de nueva generacion ha ganado impulso rapidamente
para el analisis de parentesco (Fisher et al., 2009), debido a que algunos microsatélites
en algunas especies mostraban bajo polimorfismo. La inversion inicial necesaria en
términos de identificacion de los loci, disefio de cebadores especificos de locus y
optimizacion de las condiciones de PCR (Flanagan & Jones, 2019), ademas de las

diferencias entre resultados obtenidos por diferentes laboratorios debido a las
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inconsistencias o errores en la determinacién del tamano de los alelos del microsatélite

(Fernandez et al., 2013) estan contribuyendo a este progresivo cambio.

Los avances en la secuenciacion de alto rendimiento del ADN, los software
informaticos y la bioinformatica han hecho que el uso de polimorfismos de nucleétido
unico (Single Nucleotide Polimorphisms, SNPs) se haya extendido rapidamente (Heaton
et al., 2002). Aunque en términos de informacion genética, un marcador bialélico puede
considerarse como un paso atras, los SNPs tienen algunas ventajas, incluida una mayor
abundancia (Heaton et al., 2005), estabilidad genética (Markovtsova et al., 2000),
nomenclatura mas simple e idoneidad para el analisis automatizado y la interpretacion
de datos (Wang et al., 1998). A pesar de su menor potencia por locus, su mucho menor
coste, permite el genotipado de cientos o miles de marcadores que de forma combinada
proporcionan una capacidad de asignacion de parentesco superior a los paneles de
menos de 20 microsatélites utilizados habitualmente (The Bovine HapMap Consortium,
2009; Ferndndez et al., 2013). El uso de las plataformas de secuenciacién masiva
consigue secuenciar en paralelo millones de fragmentos de ADN en mdltiples
individuos, lo cual redunda en un abaratamiento de costes y del tiempo de realizacion de
los experimentos (Schloss, 2008). Ademas, la secuenciacion masiva presenta otras
ventajas (van Dijk et al., 2014). En primer lugar, no es necesario clonar el ADN en
bacterias, dado que las plataformas de secuenciacion trabajan con bibliotecas gendémicas
preparadas en sistemas libres de células. En segundo lugar, se elimina la electroforesis
para detectar las bases secuenciadas, con la implementacion de otras metodologias que
permiten acelerar el proceso de obtencion de secuencias. Ademds, mediante la
secuenciacion masiva, se puede determinar un amplio espectro de polimorfismos
gendmicos, desde la variacion de un unico par de bases 0 mutaciones puntuales (SNPs)
hasta inserciones y deleciones, o duplicaciones gendémicas (Lopez de Heredia, 2016).
Una de las mayores limitaciones es el manejo del elevado volumen de datos generado
en cada experimento (Zhao et al., 2013), que requiere una cierta destreza en la
utilizacion de técnicas informaticas avanzadas y de una adecuada infraestructura

computacional.

Los SNPs cubren homogéneamente todo el genoma a densidades muy altas, por lo que
se han utilizado los paneles de SNPs para caracterizar razas bovinas en Espafia y Europa
(Dunner et al., 2013). Son marcadores codominantes que resultan especialmente

eficientes para distinguir las tres posibles combinaciones genotipicas (homocigotos para
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cada una de las dos variantes y su heterocigoto). Esto es consecuencia de que los SNPs
son bialélicos, por eso se obtienen las tres combinaciones, (n -(n+1) / 2), donde n es el
ndmero de elementos que se tienen y combinan consigo mismo y entre ellos. Sin
embargo, al ser bialélicos, los SNPs proporcionan una informacion mas limitada, puesto
que sélo pueden diferenciar entre dos grupos de sujetos: los que presentan la variante de
referencia y los que no. Pero, al mismo tiempo, el hecho de que sean bialélicos, facilita
el genotipado de alto rendimiento y minimiza las sustituciones recurrentes en un solo
sitio porque es muy poco probable que se produzca una misma mutacion en el mismo
sitio (Gautier et al., 2007; Decker et al., 2014). Fundamentalmente desde el proyecto
genoma bovino (2009) (The Bovine HapMap Consortium, 2009) se han detectado
multitud de variantes alélicas de SNPs asociados con determinadas razas (Wiedmann et
al., 2008; Ramos et al., 2009). El genoma bovino estd compuesto por 29 cromosomas y
tiene un tamario fisico de 2,87 Gb (Liu et al., 2009). Contiene en torno a 22.000 genes,
14.000 de los cuales son comunes a todos los mamiferos y mas del 80% estan presentes
también en la especie humana (The Bovine HapMap Consortium, 2009; Ortega, 2011).

Los marcadores de ADN son cada vez mas importantes en la cria de animales y se han
utilizado con éxito en la identificacion bovina, en pruebas de paternidad y para
establecer relaciones entre dos 0 mas individuos (Fernandez et al., 2013). Por ello,
desde 2012, la norma internacional para la verificacion de SNPs en Bos taurus han sido
los paneles de SNP de la Sociedad Internacional de Genética Animal (International
Society of Animal Genetics, ISAG) (Mcclure et al., 2018). EI panel de SNPs para
paternidad recomendado por la ISAG de 100 SNP (ISAG100) tiene una probabilidad de
exclusion parental (PE) > 0,999 y el panel ISAG200 (200 SNP) tiene un PE >
0,9999999 (http://www.isag.us/). Si bien estos paneles proporcionan un mayor nivel de
precision de parentesco con respecto a los marcadores microsatélite (Strucken et al.,
2014; McClurel et al., 2015), pueden validar un falso padre con una tasa < 1%, lo que
indica que se necesitan mas SNPs si se requiere un resultado méas preciso (Vandeputte
& Haffray, 2014; Mcclure et al., 2018).

La disponibilidad de SNPs ha sido particularmente util para evaluar la diversidad
genética y estimar relaciones filogenéticas (Decker et al., 2014), debido a que permiten
realizar estudios genéticos y de poblaciones a gran escala (Deepti et al., 2012).

Representan uno de los enfoques mas interesantes para el genotipado porque son
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abundantes en el genoma, genéticamente estables y susceptibles de analisis
automatizados de alto rendimiento (Vignal et al., 2002). A pesar de una gran cantidad
de SNPs identificados en el proyecto de secuenciacion del genoma bovino, no todos
ellos han sido validados y dependiendo de la raza a estudiar, existen un mayor o menor
abanico de SNPs validados (Edea et al., 2013).

OBJETIVO

En el presente estudio se pretende evaluar la diversidad genética, el grado de
diferenciacion y la relacion de parentesco en la raza Rubia Gallega mediante la
utilizacion de un panel de 78 SNPs perteneciente a la ISAG. Asimismo, se pretende
valorar la precision de los distintos paneles de SNPs para el anélisis de parentesco con

el objetivo de minimizar costes.
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MATERIAL Y METODOS

Animales y tamafio de muestra

Un total de 222 animales de raza Rubia Gallega fueron analizados como poblacion de
referencia para evaluar su diversidad genética y de parentesco, de los cuales 168 son
machos, 52 hembras y dos inciertos. Los animales estudiados proceden principalmente
de la provincia de Lugo, aunque hay ejemplares del resto de provincias gallegas e
incluso de fuera de Galicia. EI ADN de las muestras analizadas procedio de semen, pelo
0 sangre entera (tomada de la vena caudal en tubos con EDTA como anticoagulante y
medio conservante de ADN). Las muestras se agruparon para el analisis, segin su
localidad de procedencia, tal y como se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Agrupacion de los individuos analizados por provincias

PROVINCIA N° de individuos
Lugo 201
A Corufa 11
Ourense 3
Pontevedra 3
Fuera de Galicia 4

Las muestras se procesaron siguiendo el protocolo descrito en el kit de extraccion de
ADN MagMAX™ CORE Nucleic Acid Purification Kit (Applied Biosystems),
utilizando el procesador de particulas MagMAX Express-96. El genotipado de los SNPs
se realizd de acuerdo con el protocolo del fabricante utilizando el chip Axiom Bov
MD_v3 (Affymetrix) disefiado para 57.053 SNPs, en el laboratorio comercial de la

empresa Xenética Fontao (Lugo, Esparia).

Los datos para el analisis fueron facilitados por la Asociacién nacional de criadores de
ganado vacuno selecto de raza Rubia Gallega (ACRUGA) que contrato el servicio a

Xenética Fontao.
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Evaluacion de la diversidad genética

Antes de comenzar con el analisis fue necesario hacer una seleccion de calidad de SNPs
para que los resultados fueran lo mas consistentes posible. De los 57.053 SNPs iniciales
se eliminaron 15 marcadores debido a errores en el genotipado, lo que determino que se
retuvieran un total de 57.038 SNPs. Ademas, para la evaluacion de la diversidad
genética de los 222 animales, se aplicaron una serie de filtros de calidad a nivel

poblacional para la seleccion final de los animales y marcadores a utilizar:
- Porcentaje de genotipado en mas del 95% de las muestras
- Frecuencia alélica menor (MAF) > 0,01
- Marcadores en equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0,01)

Para todos estos filtrados genéticos se utilizo el software de libre acceso PLINK version
1.09 (Chang, 2019) que esta constituido por un conjunto de herramientas para el estudio

de genomas completos.

Se establecieron unos valores umbrales para cada criterio y se seleccionaron solo los

SNPs que satisficieran todos los valores del umbral.

En primer lugar, se identificaron los individuos cuyo genotipado fue legible en al menos
un 2% de los SNP. Para ello, se utilizé el comando “--mind 0,02”. Este valor de 0,02,
que viene por defecto en el programa PLINK, esta fijado de tal manera que sélo se
eliminen los individuos con errores graves de genotipado relacionados con la calidad del
ADN, permitiendo que sean realmente los filtros aplicados a los SNPs los que reduzcan

el nimero de individuos.

Fijando un nivel de MAF de 0,01, se garantiza que se conserve cualquier SNP que
pueda tener una forma alélica rara. Utilizamos el comando “--maf 0,01” que hara que se
conserven los SNP cuyo alelo menos comun esté presente en al menos el 1% de la

poblacion.

También se eliminaron los SNPs cuya lectura no fue posible en un namero minimo de
individuos de la poblacion. Para ello se utilizo el comando “--geno 0,057, el cual

elimina los SNPs genotipados en menos de un 5% de las muestras disponibles.

10
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Para determinar el porcentaje de loci que se encuentran en equilibro Hardy-Weinberg (P
> (0,01) en la poblacion estudiada, se utilizé el software de libre acceso PLINK version
1.09 (Chang, 2019). La Ley de Hardy-Weinberg establece que, en una poblacion grande
bajo apareamiento aleatorio, sin seleccidon, mutacion o migracién, las frecuencias
alélicas y genotipicas se mantienen en un valor de equilibrio y permanecen constantes a
lo largo de las generaciones. La comprobacion de este equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) se realizd6 mediante comparacion de los datos genotipicos observados y los
esperados en el equilibrio dentro de la muestra.

Se considera que un locus es polimorfico cuando el alelo mas comun tiene una
frecuencia inferior a 0,95 (Pgs) 0 a 0,99 (Pgg). Por otro lado, el estimador mas completo
de la diversidad genética es la heterocigosidad de la poblacion, medida como la
frecuencia media de individuos heterocigotos por locus. Existen dos tipos de
heterocigosidad, la heterocigosidad observada, entendida como la proporcion de
individuos heterocigotos observados en una muestra de la poblacién, y la
heterocigosidad esperada o diversidad genética calculada a partir de las frecuencias
alélicas de la muestra (Nei, 1978). De igual forma, para determinar la heterocigosidad
de la poblacion estudiada, se utiliza el software de libre acceso PLINK version 1.09
(Chang, 2019).

Asimismo, se estimo el coeficiente de consanguinidad poblacional (F;s) que relaciona la
heterocigosidad observada (Ho) respecto a la heterocigosidad esperada (He) en cada
subpoblacion de la siguiente manera: Fis = (He — Ho) /He. Este parametro fue estimado

utilizando el software Genepop 4.2 (Rousset, 2008).

Analisis de diferenciacion poblacional (Fst)

El coeficiente de diferenciacion poblacional (Fst) es un estadistico que indica la
existencia de una deficiencia de heterocigotos en la poblacion total con respecto a las
subpoblaciones estudiadas. Para evaluar la divergencia entre las diferentes localidades
estudiadas, se calcul6 el valor de Fst a partir de las frecuencias alélicas de las distintas
localidades asi como la divergencia entre machos y hembras, para lo que se ha
subdividido la poblacién en base a su sexo y se ha calculado su coeficiente de

diferenciacion poblacional.

11
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Para realizar estos andlisis se ha utilizado el software Genepop 4.2 (Rousset, 2008) y se
ha dividido la poblacién total en subpoblaciones en relacion a la provincia de la que
provienen los animales estudiados, como se indica en la Tabla 1. Se repiti6 este mismo
analisis para evaluar si existe diferenciacion genética entre machos y hembras, por lo
que, en este caso, la poblacion total se dividio en dos subpoblaciones diferenciando los

ejemplares por sexo.

Coeficiente de parentesco molecular

Antes de continuar con el analisis, se realizd un segundo filtrado del conjunto total de
datos. Como el nidmero de SNPs analizados es muy elevado, se llevé a cabo una
seleccion de aquellos marcadores que estuvieran presentes en el panel minimo o CORE
de la ISAG. Este panel consta de 100 SNP, de los cuales 78 han sido analizados en este
estudio con un resultado dptimo. Este proceso de seleccidn se realizd con el software de
acceso libre PLINK versién 1.09 (Chang, 2019). El archivo de partida para realizar la
seleccion o criba de SNPs fue el obtenido después de la realizacion de todos los
filtrados y los procesos de control de calidad.

El software PLINK no es capaz de realizar calculos para el coeficiente de parentesco
por lo que se utilizd6 un software en linea de libre acceso denominado PDGSpider
version 2.1.1.5 (Lischer & Excoffier, 2012) para convertir los archivos de salida de
PLINK (archivos con extension .map y .ped) en un archivo con extension .genepop, el
cual fue, a su vez, el archivo de entrada para el software SPAGeDi version 1.5 (Hardy
OJ, 2002). SPAGeDi es un paquete informéatico disefiado principalmente para
caracterizar la estructura genética espacial de familias y poblaciones mapeadas
utilizando datos de genotipo de cualquier nivel de ploidia. Este software calcula el
coeficiente de parentesco molecular entre individuos, es decir, calcula la probabilidad
de identidad por descendencia entre pares de individuos o grupos. Puede calcular varios
estadisticos que describen la relacion o diferenciacion entre individuos o poblaciones
mediante comparaciones por pares, y analizar como estos valores estan relacionados con

distancias geograficas.

Para la obtencidn del coeficiente de parentesco mediante el software SPAGeDi (Hardy

0J, 2002) se seleccionaron una serie de parametros, entre los que destacan la utilizacion

12
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del estadistico r de Wang (2002) y el método computacional de Jacknife. Los resultados

se visualizaron en una matriz para facilitar la comparacion entre los distintos pares.

Este mismo analisis se realiz6 analizando por un lado todos los SNPs, y por otro, los 78
marcadores del panel CORE, para hacer una comparativa y determinar si los 78 SNPs
procedentes del panel CORE de la ISAG son suficientes para dar un resultado
equivalente al obtenido con el conjunto total de marcadores.

13
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RESULTADOS

Analisis de la diversidad genética

La diversidad genética de todos los individuos se evalu6 mediante diferentes
estimadores previo filtrado de los 57.033 SNPs. En primer lugar, se eliminaron SNPs
con tasas de error mendelianas superiores al 5% y SNPs con errores de genotipado. Se
eliminaron 485 loci, por lo tanto, la proporcion de marcadores genotipados en el 95% de
las muestras fue del 99,4% (Tabla 2), lo que sugiere que el chip utilizado para el
andlisis, es muy fiable. La proporcion de SNPs con un MAF > 0,05 fue de un 72,1%
(Tabla 2). Esto indica que gran parte de los SNPs segregan en un porcentaje minimo de
los animales estudiados. Adicionalmente, se han eliminado muestras de 6 individuos
debido a que fueron genotipados para menos del 2% de SNPs del panel. Finalmente,
40.836 SNPs y 216 muestras pasaron los filtros y los controles de calidad necesarios

para continuar el analisis.

El coeficiente de consanguinidad poblacional o Fis relaciona la heterocigosidad
observada con la heterocigosidad esperada en EHW (Fis = (He — Ho) /He). Si Ho > He,
el valor de Fis es negativo y denota un exceso de heterocigotos, en caso contrario, €s

positivo, e indica un defecto de heterozigotos en la muestra.

Tabla 2. Caracterizacion de SNPs en funcion de su diversidad y EHW

Marcadores
genotipados
en > 95% de
las muestras

Marcadores  Marcadores
con MAF!> enEHW? (P  (Ho)® (He)*  Fis
0,01 >0,01)

Muestras 99,4% 72,1 % 98,5% 0,3364 0,3359 -0,0015

IMAF = Alelo menos frecuente // “EHW = Equilibrio Hardy-Weinberg // Ho = Heterocigosidad
observada // *He = Heterocigosidad esperada // °Fis = Coeficiente de consanguinidad poblacional

No se observaron desviaciones sistematicas del equilibrio Hardy-Weinberg entre los
marcadores polimérficos, ya que el porcentaje de marcadores en equilibrio Hardy-
Weinberg (P > 0,01) fue del 98,5%. Los resultados de las desviaciones de la

heterocigosidad observada respecto de la esperada muestran un leve exceso de
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heterocigotos (-0,0015) aunque no significativo (P > 0,05), que corrobora que la

poblacién se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg,

Anélisis del indice de diferenciacion poblacional (Fst)

El analisis genero6 un valor global promedio de diferenciacion en el territorio de 0,0013,
que indica que solo el 0,13% de la variabilidad genética existente se debe a diferencias

genéticas entre provincias y el resto a diferencias intrapoblacionales.

Los valores de Fst resultantes entre las muestras de las distintas localidades se observan
en forma de matriz en la Tabla 3. Los datos negativos se pueden considerar como “07,
es decir, no hay diferenciacion entre las poblaciones. Los animales de fuera de Galicia
no presentaron diferenciacion con los animales de ninguna de las localidades gallegas.
De igual modo, entre la muestra de las localidades de Lugo y A Corufia tampoco existe
diferenciacion. Las muestras que presentan un grado de diferenciacion mas elevado son
las pertenecientes a Pontevedra y A Corufia (0,0033), lo que indica que solamente el
0,33% de la variabilidad genética existente se debe a diferencias genéticas entre
provincias. Se debe tener en cuenta, para este analisis, que las muestras no presentaron
tamafos poblacionales similares, lo que puede influir en los resultados. Todos los

valores de Fst estimados resultaron no significativos (P > 0,05).

Tabla 3. Matriz apareada de datos Fst entre las muestras de las distintas localidades.

Lugo A Coruna Pontevedra Ourense
A Corufa -0,0009
Pontevedra 0,0003 0,0033
Ourense 0,0006 0,0023 0,0008
Fuera -0,0051 -0,0090 -0,0023 -0,0003

Cuando se analiz6 la poblacion total dividida en machos y hembras, se obtuvo un valor
Fst de 0,0025 que indic6 que el 0,25% de la variabilidad genética entre los individuos

de las diferentes poblaciones se debe a diferencias genéticas entre machos y hembras.
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Los resultados de estos andlisis de diferenciacion poblacional fueron concordantes entre
si y sugirieron que todos los animales analizados provienen de una poblacion ancestral
comun y muy reciente ya que todavia no pasé el tiempo suficiente como para que se

haya producido una diferenciacion genética significativa.

Analisis del coeficiente de parentesco molecular

Los resultados obtenidos para los andlisis de parentesco molecular se muestran en las
Tablas 4 y 5. Se observo que los coeficientes de parentesco son menores si se analizan
todos los SNPs y que hubo una mayor relacion de parentesco entre hembras que entre

machos o entre machos y hembras (Tablas 4 y 5).

Tabla 4. Coeficientes de parentesco medios calculados para los SNP del CORE

compuesto por 78 SNPs.

Machos Hembras
Machos 0,010
Hembras 0,013 0,032

Tabla 5. Coeficientes de parentesco medios calculados para todos los SNPs.

Machos Hembras
Machos -0,006
Hembras 0,003 0,024

El software SPAGeDi tambien proporciono una tabla con las relaciones de parentesco
por pares entre todos los ejemplares. Estas relaciones también se compararon analizando
los dos conjuntos de datos utilizados de los que se dispuso (i.e. exclusivamente los 78
SNPs del CORE y todos los SNPs). Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas
6y7.
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Se observa que, realizando el andlisis con todos los SNPs, el porcentaje de individuos
emparentados disminuye considerablemente con respecto a los resultados obtenidos
exclusivamente realizando el analisis con 78 SNPs (94,20% frente a 74,67% en el caso
de los machos y 90,35% frente a 70,97% en el caso de las hembras). Esto podria llevar a
obtener un resultado erréneo si solo se realiza un andlisis con 78 SNPs, ya que este
analisis proporciona un mayor porcentaje de individuos emparentados de lo que
proporciona el analisis con el panel completo de SNPs y de lo que presumiblemente

podria estar ocurriendo en la realidad.

Tabla 6. Relaciones de parentesco basadas en el analisis de solo 78SNP.

UR HS FS
TOTAL
<=0,125 0,125-0,375 >=0,375
N° DE RELACIONES
Machos DE PARENTESCO 9738 3039 264 13041
% DE RELACIONES
A g 74,67 23,30 2,02 100
N° DE RELACIONES
Hembras DE PARENTESCO 941 375 10 1326
% DE RELACIONES
DE PARENTESCO 70,97 28,28 0,75 100

UR <=0,125 =individuos no emparentados; HS 0,125-0,375= medios hermanos; FS >=0,375 = hermanos
completos.
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Tabla 7. Relaciones de parentesco basadas en el analisis de todos los SNP disponibles

UR HS FS
TOTAL
<=0125 0,125-0375 >=0,375
N° DE RELACIONES
Macho | " 00 e Teons 12285 622 134 13041
% DE RELACIONES 100
DE PARENTESCO 94,20 4,77 1,03
N° DE RELACIONES
Hembra | " 20 tom oSt 1108 128 0 1326
% DE RELACIONES
DE PARENTESCO 90,35 9,65 0,00 100

UR <=0,125 = individuos no emparentados; HS 0,125-0,375= medios hermanos; FS >=0,375 = hermanos
completos.

Debido a que la gran mayoria de los animales proceden de la provincia de Lugo, se
analizé si existia un mayor coeficiente de parentesco entre estos ejemplares en relacion
a los ejemplares procedentes de otros lugares. Como ocurre con el analisis anterior, al
analizar las muestras teniendo en cuenta todos los SNPs, los coeficientes de parentesco
disminuyeron drasticamente llegando a ser incluso negativos en este caso (Tabla 8).
Los porcentajes de parentesco siguen el mismo patrdn, existiendo un porcentaje mas
elevado de individuos no emparentados al analizar todos los SNP disponibles (Tabla 9).

Tabla 8. Coeficientes de parentesco medios para los ejemplares procedentes de la
provincia de Lugo (LUGO) y los de otros origenes (FUERA).

Panel CORE Todos SNP
LUGO FUERA LUGO FUERA
LUGO 0,014 -0,001
FUERA 0,010 -0,002 -0,004 -0,015
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Tabla 9. Relaciones de parentesco dependientes del lugar de procedencia de las

muestras.
UR HS FS
TOTAL
<=0125 0,125-0375 >=0375
N° DE RELACIONES
LUGO  beparENTESCO 14020 4562 328 18915
% DE RELACIONES
DE PARENTESCO /415 24,12 1,73 100
Panel
CORE N° DE RELACIONES
FUERA  bEpaRENTESCO 161 45 4 210
% DE RELACIONES
DE PARENTESCO (067 21,43 1,90 100
N° DE RELACIONES
LUGO  bepareNTESCO 1774 1008 153 18915
% DE RELACIONES
DE PARENTESCO ~ 2°:86 5,33 0,81 100
Todos
SNP N° DE RELACIONES
FUERA e paREnTESCO 202 5 3 210
% DE RELACIONES
DE PARENTESCO 2019 2,38 1,43 100

UR <=0,125 = individuos no emparentados; HS 0,125-0,375= medios hermanos; FS >=0,375 = hermanos

completos.

Todos estos resultados indicaron que analizar Unicamente los SNP del panel CORE de

la ISAG no fue lo suficientemente informativo en cuanto a relaciones de parentesco se

refiere, ya que tanto los coeficientes de parentesco, como el porcentaje de relaciones de

parentesco no fueron lo suficiente representativos, cuando se analiza solamente el panel
con 78 SNPs.

——

19

'




Evaluacion de la diversidad genética y de parentesco en poblaciones de Rubia Gallega

DISCUSION

El primer sistema de genotipado de alta densidad en una especie domestica fue el chip
de 10K (10.000 SNPs) comercializado por Affymetrix® para ganado vacuno (The
Bovine HapMap Consortium, 2009). Sin embargo, este nimero de SNPs resultaba
insuficiente, por ejemplo, para estudios genémicos de asociacion (GWAS), poniendo de
manifiesto la necesidad de un chip con mayor densidad de marcadores para la especie.
El chip de Illumina® Bovine SNP50 (Matukumalli et al., 2009) con cerca de 50.000
SNPs fue desarrollado por un consorcio de laboratorios mediante la utilizacién de
secuenciacion masiva para la caracterizacién de nuevos SNPs en diversas razas bovinas.
La utilizacién de chips de alta densidad permite obtener resultados de marcadores que
pueden estar en baja frecuencia en la poblacion estudiada, permitiendo su utilizacion en
distintas razas en las que las frecuencias génicas de los marcadores pueden diferir
significativamente. Otra ventaja de los chips de alta densidad consiste en la posibilidad
de establecer con una razonable precision los haplotipos existentes en las muestras
genotipadas. Asi en el caso de la especie bovina, el chip de genotipado de alta densidad
llumina® BovineHD (con mas de 700.000 SNP) junto con el chip de baja densidad
llumina® Bovine 3K (con unos 3.000 SNP) (Illumina, 2015), permiten inferir
haplotipos con una precision aceptable y a un coste muy razonable (Genoma Espafia,
2011). El chip utilizado en este estudio, Axiom Bov MD_v3 de Affymetrix® disefiado
para unos 60.000 SNPs permite la obtencién de resultados similares a los obtenidos con
el chip de Illumina® Bovine SNP50, con un software mas sencillo que el desarrollado
por Hlumina®, pero con menos afios de experiencia y por lo tanto, mayor grado de
manipulacion de las muestras durante su procesado, menor robustez del equipo y un

ndmero inferior de SNPs validados.

La proporcion de SNPs polimorficos calculado en base a un MAF > 0,01 en el analisis
realizado fue de un 72,1%. Este resultado es similar al obtenido en varias razas de
ganado bovino europeas (73-83%) utilizando 696 SNPs (Gautier et al., 2007), pero
ligeramente superior al obtenido en razas de bovino africanas (47-71%) también con
este mismo panel de marcadores (Gautier et al., 2007). Esto puede deberse a que la raza
Rubia Gallega es una raza europea con importante similitud genética con otras razas de
carne, de ahi los resultados similares. Por otro lado, el chip utilizado probablemente esté
optimizado para razas europeas, por lo que en razas africanas se detecta un menor grado

20

——
| —



Evaluacion de la diversidad genética y de parentesco en poblaciones de Rubia Gallega

de polimorfismo. Puede deberse, ademas, a que las razas africanas presentan un menor
numero de marcadores polimérficos que las razas bovinas europeas. En otro estudio
donde se analizé la diversidad de varias razas de ganado bovino espafiolas utilizando el
chip de 1llumina® BovineHD BeadChip disefiado para 777.962 SNPs (Cafias-Alvarez et
al., 2015), el grado de polimorfismo observado vario entre un 86-89%. Este chip es el
méas completo y el que abarca de manera mas uniforme todo el genoma bovino
(Illumina, 2015). Concretamente para Rubia Gallega, el grado de polimorfismo fue del
87,8%, superior al obtenido en el presente estudio. Las diferencias entre las
estimaciones pueden deberse a que en este estudio el tamafio muestral es menor o a los

SNPs analizados.

La matriz apareada de datos Fst entre las muestras procedentes de las distintas
localidades dio como resultados que las muestras mas diferenciadas son las
pertenecientes a ejemplares procedentes de Pontevedra y A Corufia, aunque la
diferenciacion detectada es muy baja. Estas son las poblaciones, junto con la de Lugo,
con un mayor nimero de individuos, y, por lo tanto, donde la estimacion es mas fiable.
Por otro lado, se ha obtenido un indice de diferenciacion poblacional (Fst) promedio
que varia entre 0,001 y 0,002 dependiendo de los subgrupos que se hayan utilizado para
el andlisis. Se observo que el mayor grado de diferenciacion genética obtenido se debe a
diferencias entre machos y hembras, mas que al lugar de procedencia. Esto sugiere que
la poblacion de Rubia Gallega estudiada se diversific recientemente, por lo que todavia
no existen diferencias significativas entre las distintas poblaciones y gran parte de la
diferenciacion se debe a la propia biologia de la especie, es decir, a diferencias genéticas
entre los distintos ejemplares, incluyendo las diferencias entre machos y hembras. Se
obtuvo un resultado de diferenciacion muy bajo en relacion a estudios de diversas razas
vacunas espafiolas o europeas. Gautier et al. (2007) observaron valores promedio de Fsrt
de 0,099 en razas europeas, al contrario que Edea et al. (2013) quienes observaron un
bajo nivel de diferenciacion en poblaciones de ganado etiope (Fst = 0,010). Esto
concuerda con los resultados anteriores, sugiriendo que las razas africanas presentan un

nivel de polimorfismo y diferenciacion genética inferiores.

Cafias-Alvarez (2015) analiz6 el grado de descomposicion de la diversidad genética
total en los componentes dentro y entre razas bovinas espafiolas, obteniendo un
resultado de Fis = 0,0140 para rubia Gallega, lo que indica que existen bajos niveles de

consanguinidad dentro de esta raza, y de Fst = 0,0440 entre las razas estudiadas, que a
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su vez, sugiere la existencia de un fondo genético comun para todas las razas. En el
presente estudio se obtuvo un valor de Fis de -0,0015, similar al obtenido por Cafas-
Alvarez. Se trata de un valor muy bajo y no significativo que confirma que las
frecuencias alélicas de la poblacién estan en las proporciones esperadas de Hardy —
Weinberg. Por otro lado, el valor de Fst en la poblacion estudiada en este trabajo fue de
0,0013, y esto probablemente se deba a que se ha analizado la diversidad entre
individuos de una misma raza. Zhao et al. (2015), por ejemplo, obtuvieron valores de
Fst de 0,0876 en un andlisis de ganado vacuno lechero y de carne procedente de la
Federacion Irlandesa de Cria de Ganado. En un estudio de 18 razas bovinas locales
europeas utilizando 16 microsatélites (Essa et al., 2001) se obtuvo un valor Fsr de
0,0700. Las diferencias con nuestro estudio se deben a que se estd comparando indices
de diversidad entre diferentes razas, donde la diferenciacion esperada es mayor.

No se observaron tampoco desviaciones significativas del equilibrio Hardy-Weinberg
entre los marcadores polimdrficos, lo que indica que toda la poblacion es una Unica
unidad panmictica y no se estdn produciendo apareamientos clasificados. Esto
concuerda con el valor Fis obtenido (-0,0015) y discutido anteriormente. Las
heterocigosidades esperadas y observadas fueron similares, lo que indica ausencia de
estratificacion dentro de la raza (Cafias-Alvarez, 2015). En el estudio de Cafas-Alvarez
(2015) se describié que la poblacién de Rubia Gallega estudiada presentdé una
heterocigosidad esperada (He) de 0,3080, valor similar al que obtuvimos en este estudio
(He = 0,3359), que indica que existe una gran diversidad dentro de la raza. Ambos
resultados fueron similares a los observados por Gautier et al. (2007) en razas bovinas
europeas, donde se obtuvo una He de 0,3000. A su vez, también se observaron valores
similares en B. indicus (He = 0,3500) y en B. taurus (He = 0,4000) en ganado indigena
de Etiopia y Corea (Edea et al., 2013).

Los andlisis de parentesco realizados indicaron que la gran mayoria de los individuos
analizados de esta poblacién de Rubia Gallega no estan emparentados entre si.
Considerando mas representativas las relaciones de parentesco entre animales
procedentes de la provincia de Lugo, donde también hay un mayor censo, se observa
que entre el 6 y el 24% de los animales son medios hermanos y solo entre el 0,8 y el
1,7% son hermanos, de lo que se desprende que existe poca consanguinidad en la raza.
También se observa como el porcentaje de relaciones entre individuos disminuye al

analizar todos los SNPs disponibles. Esto sugiere que 78 SNPs del CORE no son
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suficientes para la asignacion de parentesco; como indica Flanagan & Jones (2019)
donde se sugiere que son necesarios entre 100 y 500 SNP para realizar una estima
precisa de parentesco en la mayoria de las situaciones. De no ser asi, se cometerian
errores y cabria la posibilidad de sobreestimar el parentesco entre los individuos
analizados. De manera similar, la Federacion Irlandesa de Cria de Ganado (ICBF)
(Mcclure et al., 2018) analizo diferentes densidades de SNPs para determinar que, como
minimo, se necesitan > 500 SNP para predecir paternidades de forma consistente con

una tasa de error menor o igual al 1%.

Por otro lado, Fisher et al. (2009) demostraron que un panel de 40 SNPs (donde la MAF
media era de 0,350) es una herramienta de diagndstico igual o mejor que el panel de 14
microsatélites utilizado para pruebas de paternidad en animales lecheros de Nueva
Zelanda. Los marcadores bialélicos tienen limitaciones respecto a marcadores con un
nimero mas elevado de alelos como los microsatélites, ya que son mas sencillos
términos de informacion genética y potencia por locus, es decir, son menos
informativos que los microsatelites (Heaton et al., 2005). Aun asi, ha aumentado mucho
el uso de SNPs debido a su facil genotipado y a que los datos se pueden comparar e
incorporar entre diferentes laboratorios, aspecto que no puede realizarse con los loci
microsatélites, que no son comparables entre laboratorios, a no ser que exista una

calibracion alélica entre ellos (Fernandez et al., 2013).

23

——
| —



Evaluacion de la diversidad genética y de parentesco en poblaciones de Rubia Gallega

CONCLUSIONES

1. Existe un elevado grado de diversidad en la raza Rubia Gallega, similar a otras
razas de carne espafolas.

2. La poblacion estudiada se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg, con un
porcentaje de marcadores en dicho equilibro (P > 0,01) del 98,5%.

3. El grado de diferenciacion genética poblacional medido estimado mediante el
indice de diferenciacion poblacional (Fst) vario de 0,0015 a 0,0025, siendo estos
valores muy bajos y no significativos, sugiriendo la presencia de una Unica
unidad poblacional en todos los ejemplares analizados de Rubia Gallega.

4. El parentesco molecular obtenido es practicamente insignificante, al igual que el
indice de consanguinidad que también es muy bajo y no significativo.

5. Es necesario el andlisis de un elevado niumero de marcadores para obtener

estimas de parentesco con un porcentaje de fiabilidad superior al 99%.
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