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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue desarrollar un mapa fisico de
polimorfismos de nucleétido simple (PNSs) en alpaca usando un panel celular hibrido
irradiado alpaca/hamster y una micromatriz de genotipado de alta densidad de bovino.
Los objetivos especificos fueron: a) identificar los PNSs de la micromatriz de alta
densidad de bovinos detectados solo en ADN de alpaca y ausentes en el ADN de hdmster;
b) determinar las distancias entre grupos de PNSs coheredados en el panel de células
hibridas irradiadas alpaca/hamster; y, c) determinar la localizacion cromosémica de los
grupos ligados de PNSs. Se genotiparon las 96 muestras de ADN presentes en el panel
(92 clones celulares hibridos alpaca/hdmster, 2 muestras de alpaca, 1 muestra de hamster,
1:10 muestra alpaca/hamster) evaluadas con los programas GenomeStudio, R y Excel.
Los PNSs identificados con la micromatriz en el ADN de alpaca se analizaron con el
programa Carthagene para identificar los grupos de ligamiento. Los grupos ligados fueron
ubicados en la base de datos VicPac 2.0.2, aplicando el programa Blast y el comando
ShortBlast, en la plataforma Galaxy. Se identific6 un 50,686 PNSs del total de
polimorfismos de nucleétido simple, analizados en la micromatriz de bovino, presentes
en el genoma de la alpaca y ausentes en el genoma del hdmster; se determinaron 33 grupos
de ligamiento, con un total de 216 PNSs, con distancias calculadas que oscilaron entre
65.3y 671.9 cR, con un LOD>3.0; y, se hallé la secuencia de 31 PNSs en el VicPac 2.0.2,
y se infiri6 la localizacion de tres PNSs (1BovineHD0100027068,
8BovineHD0600011684 y 13BovineHD1100019948) en los cromosomas 1, 2 y 4 de

alpaca.

Palabras clave: Alpaca, PNS, hibrido irradiado, micromatriz.



SUMMARY

The aim of this research study was to develop a physical map of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in alpaca using the alpaca/hamster radiation hybrid panel and a
Bovine high-density SNP genotyping microarray. The specific objectives were: a) to
identify SNPs on the bovine microarray present only in alpaca DNA and absent in hamster
DNA; b) to determine the distances between SNP groups co-inherited in the
alpaca/hamster radiation hybrid panel and; c) to determine the chromosomal location of
the SNP linked groups. The 96 DNA samples present in the panel were genotyped (92
hybrid cells clones, 2 alpaca samples, 1 hamster sample, 1:10 alpaca/hamster sample) and
were evaluated with the GenomeStudio, R and Excel programs. The SNPs found in
alpacas were analyzed with the Carthagene software to identify linkage groups. These
linked groups were located in the VicPac 2.0.2 database using the Blast software and the
ShortBlast command with the help of the Galaxy platform. A total of 50,686 SNPs from
the bovine microarray were detected in the alpaca genome and absent in the hamster
genome. Thirty-three linkage groups that include 216 SNPs were identified. Their
calculated distances that ranged between 65.3 and 671.9 cR, with a LOD> 3.0. The
sequence of 31 of these SNPs was found in the VicPac 2.0.2 and the location of 3 SNPs
(1BovineHD0100027068, 8BovineHD0600011684 and 13BovineHD1100019948) was
inferred to be on alpaca chromosomes 1, 2 and 4.

Key words: Alpaca, SNP, radiation hybrid, microarray.
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. INTRODUCCION

La crianza de alpacas es una de las actividades de mayor importancia e impacto en el
desarrollo socioecondmico de la poblacion altoandina de nuestro pais, no solo por su
capacidad de adaptacién a condiciones ambientales extremas y como fuente alimenticia
proteica para la poblacion humana, sino también porgue es un recurso para la produccion

de fibra de buena calidad.

En el transcurso de los afios se han venido implementando planes de mejoramiento
genético de alpacas en distintos departamentos del Perd como son: Puno, Cusco,
Arequipa, Huancavelica, etc., con la finalidad de mejorar la produccién de fibra y poder
aumentar los ingresos de los pequefios productores (Renieri et al. 2007). Sin embargo, se
observan algunas limitaciones como, el manejo incorrecto de registros productivos y la
baja capacidad organizacional de los productores. Esta situacion y el hecho de que la
mejora genética representa cambios acumulativos que toman afios para observar su efecto
en la economia del criador, hace que muchos de ellos no se interesen en aplicar las

diferentes estrategias en la mejora genética de sus rebafios.

Para sostener y mejorar la produccion de fibra de forma eficiente en la crianza de alpacas
es importante identificar genes y marcadores moleculares asociados a caracteres de
interés ganadero, con fines de tener mayor precision en la seleccion de los mejores

animales.

Los avances logrados en el mejoramiento genético en animales de granja con la aplicacion
de la genética molecular, especificamente su aporte al conocimiento de marcadores
moleculares estdn generando mejoras en la aplicacion de técnicas y estrategias para
obtener un mejor conocimiento del genoma y el mejoramiento de la alpaca. Un marcador
molecular como el polimorfismo de nucledtido simple (PNS), muy utilizado en el ganado
bovino de leche, se viene aplicando para el conocimiento de la informacién genotipica de

diversas especies.



Existen estrategias para estimar distancias entre marcadores moleculares y ordenarlos a
lo largo del genoma de cualquier especie, siendo una de ellas el uso de paneles de células
hibridas irradiadas, cuyo fundamento es la fusion de células de la especie de interés
(donadora), conteniendo fragmentos de ADN causados por la irradiacion, con células
inmortales de otra especie (receptora) que retiene los fragmentos de ADN donados. El
analisis de retencion de marcadores moleculares en estas células hibridas irradiadas
determina el ordenamiento y el desarrollo de mapas fisicos de marcadores moleculares
para la especie de interés. El ordenamiento se realiza con programas estadisticos que

estiman las distancias fisicas entre los marcadores analizados.

Otra estrategia empleada en animales de granja son las micromatrices de alta densidad
para analizar PNSs. La ventaja de esta técnica molecular es la rapidez con la cual en un
solo andlisis se pueden determinar miles de PNSs. En bovinos existen varias
micromatrices comerciales, con diferentes densidades, las cuales estan siendo utilizadas

para programas de seleccion genémica.

Hasta el momento la informacion genémica en los camélidos sudamericanos es limitada;
sin embargo, poco a poco se esta adaptando metodologias empleadas en otros animales
de granja (bovino, ovino, equino) para encontrar polimorfismos, dentro de secuencias
nucleotidicas, y realizar comparaciones con otras especies relativamente cercanas como
son los camellos. Por lo tanto, el uso de paneles celulares hibridos irradiados empleados
en el genoma humano y otros animales de granja, aportaria al conocimiento del genoma
de la alpaca, incrementado su informacién genémica, que podria ser utilizada en estudios

de asociacion a caracteres productivos.

Por tal motivo, el objetivo general del presente estudio fue desarrollar un mapa fisico de
marcadores PNSs en alpaca usando un panel celular hibrido irradiado alpaca/hamster y
micromatriz de alta densidad del bovino. Los objetivos especificos fueron: 1) identificar
los PNSs de la micromatriz de alta densidad de bovinos presentes solo en ADN de alpaca
y ausentes en ADN de hamster, 2) determinar las distancias entre grupos de PNSs
coheredados en el panel de células hibridas irradiadas alpaca/hamster; y, 3) determinar la

localizacion cromosdmica de los grupos ligados de PNSs.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA ALPACA

La alpaca es uno de los cuatro camélidos sudamericanos reconocidos actualmente y
pertenece al grupo de animales domesticados junto a la llama, ambos Ilamados también
camélidos del nuevo mundo. Existen 2 variedades fenotipicas bien definidas: Huacaya y

Suri.

El origen de la alpaca hasta el siglo XX se consideraba que pertenecia al género Lama,
debido a hallazgos encontrados en restos zooarqueoldgicos hace 6000 — 7000 afios y a la
alta tasa de hibridacion existente entre la alpaca y llama; sin embargo, con el auge de la
era gendémica, estudios cromosémicos de bandeo G y analisis de ADN nuclear y
mitocondrial han servido para sustentar que la alpaca es el resultado de la domesticacion
de la vicufia, debido a su cercania filogenética encontrada en estas especies domésticas
(Kadwell et al. 2001; Marin et al. 2007). Por este motivo, hasta el momento la alpaca es
taxondmicamente ubicada en el Orden Artiodactyla, Suborden Tylopoda, Familia

Camelidae y al Género y especie Vicugna pacos (Fowler, 2010).

Adicionalmente se sabe que las alpacas, camellos y dromedarios pertenecen a la misma
familia, pero divergieron en la tribu Lamini (camélidos del nuevo mundo) vy la tribu
Camelini (camélidos del viejo mundo), respectivamente. La importancia de su cercania
filogenética radica en que se pueden realizar estudios evolutivos comparativos entre la
familia Camelidae y evaluar genes, marcadores moleculares o regiones gendémicas
sinténicas (Avila, 2014). Asimismo, también se puede resaltar la relacion que existe entre
los bovinos y camélidos, ambos pertenecientes al orden Artiodactyla (Figura 1) y se
pueden realizar comparaciones entre sus genomas, encontrandose regiones conservadas
que nos pueden servir para el mapeo de marcadores moleculares o genes de importancia

econdémica.
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Figura 1: Relacion filogenética entre bovinos y camélidos

FUENTE: Zhou et al. 2011
2.2. GENOMA DE LA ALPACA

El genoma se define como la totalidad de ADN (secuencia de nucleé6tidos) que esta
presente dentro de cada célula nucleada incluyendo el ADN mitocondrial de un
organismo. Los fragmentos de ADN que contienen informacion genética para la
formacion de diferentes variedades de ARN, se denominan genes. En particular, el ARNm
va ser el encargado de, por un proceso de traduccién, la formaciéon de un conjunto de

polipéptidos para que finalmente conforme las proteinas (Griffiths et al. 2015).

El anélisis del genoma (mapa fisico y citogenética molecular) de la alpaca ha progresado
lentamente en comparacion con otras especies domésticas. Estudios citogenéticos
llegaron a definir el cariotipo de la alpaca, el cual estd conformado por 2n = 74
cromosomas, siendo similar a otras especies de la familia Camelidae (Taylor et al. 1968).
La aplicacién de técnicas por bandeos cromosémicos G, C y NOR determinaron que los
pares cromosomicos autosémicos del 1 al 20 son de tipo acrocéntrico-subterminal y del
21 al 36 son metacéntrico- submetacentrico. Los cromosomas sexuales X e Y son de tipo
metacéntrico y acrocéntrico, respectivamente (Bianchi et al. 1985). Sin embargo, otro
estudio mas reciente usando técnicas de bandeo cromosémico con bandas R, C y
coloracion con Giemsa se observaron 18 pares cromosomicos subtelocéntricos, 10 pares

submetacéntricos y 9 metacéntricos incluyendo el par sexual (Ramos, 2014).
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El proyecto del genoma de la alpaca se inici6 en el afio 2002, con el secuenciamiento y el
ensamblado a una profundidad de 2X. Esta informacion fue utilizada principalmente para
realizar genémica comparativa con el genoma humano. Adicionalmente, se tuvo en
cuenta la familia Camelidae con la finalidad de incrementar el nimero de especies con
un genoma disponible para estudios evolutivos y comparativos (Raudsepp, 2012); en el
afio 2008, estuvo disponible el ensamblado VicPac 1.0, secuenciado a 2.5X de una alpaca
hembra llamada Carlotta con la tecnologia de Sanger; el afio 2011 se lanz6 el ensamblado
a 22X (NCBI, VicPac 2.0.2) realizado por la universidad de Washington mediante la
combinacion del secuenciamiento realizado en el 2008 y la adicién de la tecnologia de
secuenciamiento de segunda generacion (NGS). Este ensamblado cuenta con 276,726
scaffolds y un total de 2171.21 Mb; en el afio 2014 se lanz6 el ensamblado a 72.5X (NCBI,
Vi_Pacos 1.0), elaborado por la Universidad de Mongolia (IMAU) y BGI (China)
utilizando la plataforma HiSeq 2000 de Illlumina; el ensamblado cuenta con 52,275
scaffolds y un total de 2013.70 Mb (Wu et al. 2014). Adicionalmente se cuenta con una
biblioteca BAC CHORI-246, realizada con la alpaca Carlotta y estd compuesta por un
total de 202,752 clones (Avila, 2014).

Para un mayor conocimiento del genoma se desarrollaron diferentes metodologias para
encontrar genes asociados a caracteres productivos o0 enfermedades en diferentes
especies, conocidos como marcadores moleculares. Estos hacen referencia a una
secuencia de ADN utilizada para la ubicacién de una region de interés dentro del genoma.
Permite identificar diferencias (polimorfismos) a nivel de ADN entre miembros de la
misma especie, y que pueden estar ubicados en regiones codificantes o no codificantes.
Entre los marcadores moleculares que han sido utilizados son: Polimorfismos de longitud
en fragmentos de restriccién (RFLP), microsatélites y actualmente los polimorfismos de

nucleotido simple (Al-Samarai y Al-Kazaz, 2015).

Los microsatélites son marcadores moleculares que nos permiten detectar y/o diferenciar
genotipos. Un estudio efectuado en alpacas para encontrar marcadores asociados al
fenotipo de ojo zarco observé que dos alelos relacionados al gen KIT (hewl y hew2) estan
asociados significativamente, en desequilibrio de ligamiento, con el fenotipo zarco
(Jackling et al. 2012). También se buscé asociar los microsatélites con la caracteristica
diametro de fibra en 140 alpacas (razas huacaya y suri). Se evaluaron 69 marcadores
microsatélites y 599 alelos, y se identificaron cuatro microsatéelites (LCA68, VOLP59,

LCA90 y GLM®6) y 11 alelos asociados significativamente con valores de cria para el
5



caracter diametro de fibra (Paredes et al. 2014). Asimismo, los microsatélites se usaron
en deteccion de trafico ilegal de camélidos sudamericanos y diferenciarlos entre especies
domeésticas y silvestres (Di Rocco et al. 2011). Para la determinacién de paternidad se
han validado 15 marcadores microsatélites en alpacas de la region de Pasco, donde se
obtuvo un 66.4 por ciento de 116 casos de verificacion de paternidad en concordancia con

los registros obtenidos en campo (Mordén, 2016).

Ademaés del didmetro de fibra, se vienen realizando investigaciones del color de fibra de
alpacas, debido al aumento de la demanda por parte de la industria por fibra de colores
naturales. La caracterizacion del gen MCIR, sus transcritos y el polimorfismo de
nucleétido simple asociado con el color de fibra blanca, se encontrd la relaciéon del
transcrito MC1R-F1 con los colores blancos, negro y café; mientras el transcrito MC1R-
F2 fue especifico para el color blanco. Ademas, al secuenciar el gen MC1R en alpacas
con fibra blanca y de color se identifico un total de 12 polimorfismos de nucleétido
simple, de los cuales nueve se encontraron en zonas codificantes y tres en zonas no

codificantes (Chandramohan et al. 2015).

Los avances en las distintas técnicas moleculares, como el cultivo celular, permitid
elaborar el primer mapa citogenético integrado del genoma completo de alpaca, mediante
el uso de técnicas como la Hibridizacion fluorescente in situ (FISH) y Cromosoma
artificial bacteriano (BAC). EI mapa esta conformado por 230 marcadores moleculares
ordenados a lo largo de los 37 pares de cromosomas. Adicionalmente, 86 genes de alpacas
fueron mapeados en el dromedario, observandose secuencias sinténicas entre ambos,

afirmando que ambas especies son muy similares en su genoma (Avila et al. 2015).
2.3.  MAPAS GENOMICOS

La importancia del mapeo del genoma es complementaria una vez que se tiene la
secuencia completa del genoma de una especie, con la finalidad de ubicar puntos de
referencia dentro de la secuencia del ADN y poder asignarlos a los cromosomas. Existen
diversas técnicas para mapear el genoma de cualquier especie y se clasifican

principalmente en dos tipos de mapas:



2.3.1. Mapas genéticos

El mapeo genético se basa en estimar la posicion relativa de genes o marcadores
moleculares a lo largo de los cromosomas. El fundamento de los mapas genéticos o
ligamiento (Figura 2) esta en la meiosis del ciclo celular donde los loci ubicados en
diferentes cromosomas se segregan de manera independiente en los gametos, mientras los
que se encuentran en un mismo cromosoma Yy estan cercanos tienden a co-segregarse. La
probabilidad que ocurra un evento de recombinacion entre 2 genes depende de la distancia
entre ellos y su unidad de medida es el centiMorgan (cM) que corresponde al uno por
ciento de probabilidad de producir un gameto recombinante. La limitacion que se presenta
para desarrollar estos mapas de alta resolucion en animales de granja es que se necesita
una gran cantidad de cruzas experimentales, los cuales son muy féciles en
microorganismos, y obtener una gran cantidad de progenie (Griffiths et al. 2015).

Actualmente no se cuenta con un mapa genético en alpacas.

Cromosomas meioéticos Productos meiéticos
A B A B
Parental
Meiosis sin A B A B
entrecruzamiento ‘ ) Parental
entre los genes . a b a b
- ) L@ Parental
a b a b
G mm— @ ) Parental
A B A B
Parental
. 5 A B A b
Meiosis con un 2
entrecruzamiento Recombinante
entre los genes a N\ b a B -
o= ) > Y —— Recomblnante
a b a b
o = z e D Parental

Figura 2: Evento de recombinacion entre dos alelos
FUENTE: Griffiths et al. 2015

2.3.2. Mapas fisicos

El mapeo fisico consiste en el ordenamiento lineal de genes o marcadores a lo largo de
los cromosomas utilizando técnicas en biologia molecular como el FISH, clones,
fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLP) y sitio de etiquetado de

secuencia (STS). La diferencia con el mapeo anterior se da al momento de calcular las



distancias fisicas entre genes, y se miden en pares de bases (pb). La técnica STS consiste
en una secuencia de ADN entre 100 y 500 pb, la cual es facilmente reconocida y esta
presente solo una vez en el genoma en estudio. Para la obtencion de un conjunto de
secuencias para ser mapeadas se utilizan paneles de hibridos celulares por radiacion
(Brown, 2007).

— Hibridos por radiacion

Esta tecnologia fue desarrollada por Goss y Harris (1975), cuyas variaciones han derivado
en la construccién de mapas fisicos para genomas de varias especies. La ventaja de esta
técnica es la posibilidad de mapear marcadores o genes no polimérficos (ya que se evalla
la presencia o ausencia del marcador) a una resolucién mayor que la que se consigue con
los mapas genéticos desarrollados con la técnica de andlisis de ligamiento. También la
unidad de medida de los mapas que se generan es el centiRay (cR). Esta metodologia
tiene la ventaja de complementar las técnicas de mapeos genéticos y fisicos, porque tiene
un enfoque de mapeo comparativo entre mamiferos y contribuye a mejorar el mapeo del

genoma completo (Faraut et al. 2009).

El fundamento de la técnica (Figura 3) es la creacion de clones celulares conformados por
fragmentos de cromosomas de dos especies diferentes. Por un lado, estan las celulas
donantes (de la especie que se quiere mapear), que han sido irradiadas letalmente
(mediante rayos X, o mediante exposicién a algun elemento radioactivo) para causar la
fragmentacion del ADN; las células receptoras son lineas celulares deficientes para un
marcador de seleccion, como puede ser la timidina quinasa (TK") o la hipoxantina
fosforibosil transferasa (HPRT"). Luego ambas células son fusionadas y se dejan crecer
en medios selectivos como el HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina) para que las
células que contienen algun fragmento de las células donadoras logren sobrevivir.
Muchos de los hibridos celulares obtenidos con esta metodologia retienen cantidades del
ADN donante entre el 20 a 30 por ciento del genoma. Por lo tanto, estas células contienen
solo un pequefio fragmento del genoma donante (irradiado) incorporados en los
cromosomas de la especie receptora (no irradiada) (Walter y Goodfellow, 1995) (Faraut
et al. 2009).

El mapeo utilizando hibridos por radiacién tiene un rol muy importante durante el proceso
del secuenciamiento y ensamblado del genoma completo (Hitte et al. 2008). Proporciona

una fuente de informacion independiente para validar ensamblados de genomas, porque
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la comparacion de mapas producidos por otras fuentes (genéticos, basados en secuencia)
brinda evidencias sobre su precision. Ademas, es una herramienta muy util para la
localizacion de genes de interés en animales. La integracion de la genémica comparativa
en el mapeo por hibridos por radiacion permite mejorar el proceso de mapeo debido al
aprovechamiento de colinearidad importante (sintenia conservada) entre genomas de

especies relacionadas o cercanas (Servin et al. 2010).

Radiacion: 5000 rad

Layos X
.au ador selectivo .
Timidina Kimnasa
]'_.l.'N'.EA HA.'MSTER
A23 TK
Fusion con PEG |
Crecimiento en un medio selective HAT

CELULAS L ALPACA |IIHI I (ELLL “%‘STER T@

(Colomias individuales)

Figura 3: Representacion de la construccion del panel celular hibrido irradiado

FUENTE: Elaboracion propia

Existen una serie de paneles celulares hibridos irradiados en animales de granja, con lo
cual se ha conseguido un mayor conocimiento de sus genomas, en donde se tienen
mayores dosis de radiacion para conseguir mapas de mayor resolucion (Tabla 1). En el
2007 se realizé un panel celular de una alpaca macho llamado “Limerick” conformado
por 92 clones hibridos con una radiacion de 5000 Rad. El panel estd compuesto por clones
con frecuencias de retencion mayores al 40 por ciento y se llegaron a mapear 428
marcadores en base a la homologia existente entre los cromosomas dromedario-humano
(Balmus et al. 2007; Jhonson y Perelman, 2007). Adicionalmente, se mapeo 50 y 60
marcadores dentro del cromosoma 16 y X, respectivamente. Perelman et al. (2018)
construyeron dos paneles hibridos irradiados en el dromedario, de 5000 y 15000 Rad. El
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primero esta constituido por 93 clones y su frecuencia de retencion es de 47.7 por ciento;

el segundo esta compuesto por 90 clones y una frecuencia de retencion de 39.9 por ciento.

Estos resultados obtenidos van a generar un recurso genético importante para la

construccidn de un mapa gendmico de alta resolucién, debido a que es un paso importante

en la calidad del ensamblado a nivel de cromosomas.

La resolucion de los mapas fisicos depende del nivel de radiacion aplicada a las células

donantes y la frecuencia de retencion de los fragmentos involucrados (Gyapay, 1996).

Para poder realizar analisis sobre los datos existe programas como el RHMAP (Boehnke

et al. 1991) y Carthagene (De Givry et al. 2005) para poder discriminar, en general, si

dos marcadores se encuentran localizados en un mismo fragmento de ADN, o no. Esta

tecnologia, entonces, nos genera la posibilidad de realizar un mapeo fisico global y poder

determinar si dos marcadores se encuentran cercanos uno de otro y determinar las

distancias fisicas entre ellos.

Tabla 1: Paneles celulares hibridos irradiados en animales domésticos

Dosis de ) Frecuencia
) Nombre del o Linea celular | Total de
Especie radiacion . o de
panel hamster hibridos y
(Rad) retencion
ResGenRH10 3,000 Hamster Wg3H 94 25
BovR5 5,000 Hamster A23 90 28
Vacuno
BovR12 12,000 Hamster A23 88 30.6
SUNDbRH 7,000 Hamster Wg3H 91 175
SSRH 5,000 Raton L-M (TK") 110 30.6
Porcino IMpRH 6,000-7,000 | Hamster Wg3H 118 27
IMNpRH2 12,000 Hamster Wg3H 90 35

10




Continuacion. ..

Dosis de ) Frecuencia
] Nombre del o Lineacelular | Total de
Especie radiacion ; o de
panel hamster hibridos _,
(Rad) retencion
21
RHDF5000 5,000 Hamster HTK3-1 126
Perro
RHDF9000 9,000 Hamster HTK3-1 121 25.8
USUoRH5000 5,000 Hamster A23 88 25
Ovino
INRA-SheepRH 12,000 Hamster Wg3H 90 31.8
TM99 3,000 Hamster A23 94 28
Equino
EquineRH 5,000 Hamster A23 93 26

FUENTE: Faraut et al. 2009
2.4. POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO SIMPLE

Los polimorfismos de nucleétido simple (PNSs) son variaciones en la secuencia de ADN
que afectan una base nitrogenada (Figura 4) y se pueden ubicar en zonas codificantes o
no codificantes. En términos poblaciones, se podria presentar en cualquiera de los cuatro
nucleotidos, lo que generaria 4 alelos. Tedricamente seria posible, pero generalmente se
consideran a los PNSs bialélicos porque en la poblacion existiria la secuencia original que
tendria una frecuencia observada mas alta que la mutada. Esto se explica debido a la
naturaleza del PNS, el cual ocurre debido a una mutacion puntual en el genoma. Si esta
mutacion se da en los gametos, pasaria a la siguiente generacion y se podria transmitir
durante muchas generaciones para establecerse en la poblacion. Para que se desarrolle un
tercer alelo tendria que ocurrir una mutacion en el mismo lugar donde paso la primera
mutacion y la descendencia debe reproducirse para incrementar la frecuencia del nuevo

alelo. En consecuencia, este evento seria poco probable (Brown, 2007).
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Figura 4: Polimorfismo de nucleétido simple

FUENTE: Griffiths et al. 2015

Los PNSs estan adquiriendo mayor importancia como marcadores moleculares porque
son faciles de evaluar e interpretar ampliamente por su distribucion a lo largo del genoma,
ya que se calcula que en células eucariotas se presentan uno por cada kilobase (kb) de
ADN. Ademas, los PNSs adquirieron relevancia porque se desarrollaron micromatrices
con las cuales se pueden analizar simultaneamente miles de ellos en una sola reaccion.
Consecuentemente, se incremento la eficiencia y se redujo el costo de genotipificacion
por marcador y por animal consiguiéndose una cobertura mayor del genoma de cada
animal. Ademas, ello facilita el analisis una gran cantidad de haplotipos (combinacién de
PNSs en un determinado cromosoma estadisticamente asociados) y poder evaluar el
grado de diferenciacion entre poblaciones (Vignal et al. 2002).

Los PNSs han sido ampliamente usados en la identificacion de animales y determinacion
de parentescos en diferentes especies de animales, como Bos taurus (Heaton et al. 2002),
y en asociacion a genes de interés en Ovis aries (Kijas et al. 2009) y Sus scrofa (Hidalgo
et al. 2013). Adicionalmente, se han reportado en ganado Simmental la asociacién de
PNSs a caracteres relacionados al carécter carcasa y calidad de carne (Wu et al. 2014);
mapeo de genes relacionados al color de fibra en equinos (McCue et al. 2012); vy, la
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generacion de borradores de genomas en especies relacionadas a las ovejas (Miller et al.
2015). También contribuyen con el mejor entendimiento de la evolucidn de las especies,
formacion y domesticacion de las razas, elaboracion de nuevas teorias en genética de
poblaciones y mejorando los métodos de seleccion gendmica para un mejor desarrollo del

mejoramiento genético (Fan et al. 2010).

Existen escasos estudios de PNSs en alpacas, entre los cuales se pueden destacar el
realizado por Paucar, (2011) donde bajo un estudio de simulacion pudo determinar que
un panel de 100 PNSs con MAF de 0.35 proporciona una asignacion de paternidad casi
perfecta para los sistemas de apareamiento tradicionales (controlado, alternado y
mualtiple) y que se requieren 40 PNSs aproximadamente para dar un poder de exclusion
comparable a un panel de 10 microsatélites. Adicionalmente, debido a la importancia de
la fibra en alpacas y el interés en la identificacion de marcadores moleculares y/o genes
relacionados a sus caracteristicas que nos permitan implementar programas de
mejoramiento genético, se report6 un estudio sobre dos PNSs (A57G y A458G), ubicados
en el extremo 3’ terminal (3°’UTR), que fueron altamente informativos (P1C=0.374,
Ho>0.351, He=0.5) y que se encuentran en desequilibrio de ligamiento con el gen de la
tricohialina en alpacas (Delgado, 2014). Pero no se encontrd una asociacion entre estos
marcadores con los fenotipos Suri y Huacaya. Otro estudio en 96 alpacas de las regiones
de Puno, Cusco, Huancavelica, Apurimac, Arequipa y Junin identific6 27 marcadores
PNSs en cinco genes de la familia de proteinas asociadas a la queratina (KRTAP1-2,
KRTAP6-1, KRTAP9-2, KRTAP11-1, KRTAP13-1), y al realizar un estudio de
asociacion entre el gen KRTAP11-1 con el diametro de fibra no evidencié una asociacién
significativa en muestras de 152 alpacas huacaya blancas de la region Puno (Foppiano,
2016).

2.5. MICROMATRICES DE ADN

Las micromatrices o microarreglos de ADN son pequefios soportes solidos de vidrio o
cuarzo pulido, de mas o menos dos cm? de area, en los que se anclan oligonucleotidos
conocidos como sondas, siguiendo un patrén de ordenamiento conocido. Estas sondas
son de cadena sencilla y pueden ser sintetizadas in vitro, clonadas o amplificadas por
PCR. El fundamento de la técnica es la hibridacion del ADN de la muestra a analizar con
las sondas ancladas que contiene la micromatriz (Figura 5). Cada sonda anclada

representa un PNS y contiene por lo menos 50 nucledtidos que terminan en el nucleétido

13



polimérfico del PNS en la posicion 3°. EI ADN genomico que requiere ser analizado
primero seré cortado en pequefios fragmentos y las regiones de interés seran amplificadas
con PCR. Estas secuencias amplificadas serdn marcadas con un colorante fluorescente
para que a continuacion sean hibridizadas con la micromatriz. La emision de
fluorescencia serd de mayor a menor intensidad conforme la secuencia analizada
corresponda con las sondas de la micromatriz. Muchos PNSs pueden ser analizados en
una simple reaccién por animal (Brown, 2007).

\/\V\ V\V\ C Tipo microesfera
NTP
e 5 marcagos )
L - ' A --..-.._,_’3
V(1
/\/ e ¥
AAAA , 3/
D /G
1] ] ‘
A 5
E—
Conjunto de microesferas ADNg diana capturado

con sondas de captura

Figura 5: Genotipado del genoma con una micromatriz

FUENTE: Gunderson et al. 2005

Con el avance de las técnicas moleculares y el deseo de predecir las caracteristicas
fenotipicas de un animal, se elaboraron las Ilamadas micromatrices de alta densidad en el
ganado bovino, llegando a analizar en un solo experimento 777,962 PNS que son usados
de manera rutinaria en la seleccion gendmica del ganado lechero (Su et al. 2012). Estos
marcadores moleculares PNSs estan en desequilibrio de ligamiento con genes que afectan
los caracteres de interés y nos permiten realizar un cribado de los animales y predecir su

performance fenotipica en base a la informacion genémica obtenida.

El anélisis de expresion génica por la técnica de micromatriz se ha establecido como uno

de los mejores métodos de cribado en numerosas especies. Numerosos estudios de este

tipo han sido la base de identificacion de genes con funciones conocidas e implicados en

el control del ciclo celular. El concepto micromatriz se ha extendido a otros campos y no

solo a la expresién génica, y ya es habitual encontrar numerosas referencias de estudios
14



de metilacion, PNSs o microARNSs utilizando soportes de micromatriz. Dependiendo del
tipo de micromatriz que se utilice, de expresion, de metilacion o microARNSs la técnica
puede variar ampliamente, siendo constante la necesidad de un soporte donde se
produciran los miles de micro-ensayos, y donde cada micro-ensayo, corresponde a una

secuencia, normalmente perteneciente a un gen (Martinez, 2012).

La similaridad filogenética que existe entre los rumiantes y camélidos ha sido motivo de
diversas investigaciones en el area de la genética molecular, siendo uno de esos estudios
el genotipado que se realizo en alpaca y dromedario utilizando 3 micromatrices de alta
densidad comerciales de PNSs de bovino (777K BeadChip), ovino (600K BeadChip) y
caprino (53K BeadChip) con el fin de identificar polimorfismos de nucle6tido simples
que podrian estar presente en el genoma de la alpaca. Se analizaron muestras de ADN de
20 alpacas y 25 dromedarios con las micromatrices mencionadas y los resultados
demostraron que la micromatriz de bovino pudo genotipar con éxito un 10.5 por ciento y
20.7 por ciento de los PNSs en alpacas y dromedario, respectivamente, en todos los
animales evaluados (Bertolini et al. 2016).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1. LUGARDE ESTUDIO

El presente estudio se desarroll6 en dos fases: la primera fue mediante el genotipado del
panel celular alpaca/hdmster en los laboratorios de Neogen-Geneseek (USA) y la segunda
consistio en el andlisis bioinformatico realizado en la Universidad Nacional Agraria La

Molina.
3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

El andlisis se realiz6 sobre un panel de 96 muestras de ADN de alpaca y hamster (Figura
6), generados por el Smithsonian Conservation Biology Institute (USA) (Johnson vy
Perelman, 2007). Esta formado por 92 clones celulares hibridos irradiados alpaca/hdmster
y cuatro muestras de ADN gendmico control de: alpaca huacaya macho (Limmerick),
alpaca huacaya hembra (Carlotta), linea celular de hdmster A23 y una mezcla de ADN de

alpaca macho y hdmster en una proporcion 1:10, respectivamente.

Los 92 clones celulares fueron generados con lineas celulares donadoras de fibroblastos
de alpaca (Limmerick) y la linea celular receptora de hamster A23, utilizando una
intensidad de radiacion de 5000 rad. Cada clon celular presenta una frecuencia de

retencion mayor al 40 por ciento del genoma de alpaca.

()Hibrido irradiado Alpaca/Hamster "(;_:‘\Muestra de ADN de Hamster A23

J :
(_? Muestra de ADN de Alpaca (1/ Muestra Alpaca/Hamster 1:10

Figura 6: Distribucion de las 96 muestras del panel

FUENTE: Elaboracion propia



3.3. METODOLOGIA
3.3.1. Genotipado de polimorfismos de nucle6tido simple

El panel fue genotipado mediante el uso de una micromatriz de alta densidad para bovinos
(BovineHD BeadChip — Illlumina), la cual contiene 777,962 PNSs. El andlisis fue
realizado por el laboratorio Neogen-Geneseek, bajo los lineamientos de la compafiia

llumina (Illumina, 2015).
3.3.2. ldentificacion de polimorfismos de nucledtido simple en alpacas

La informacién obtenida del genotipado del panel fue almacenada en el programa
GenomeStudio (Illumina, 2016), donde se tabuld la informacidn genotipica de las 96
muestras analizadas con la micromatriz. Se identificaron sefiales positivas cuando hubo

una hibridacion especifica entre las sondas de la micromatriz y la muestra evaluada.

Las cuatro muestras no hibridas de ADN gendémico fueron analizadas en el
GenomeStudio para determinar el nimero total de polimorfismos de nucle6tido simple
que emitieron sefial positiva en alpacas macho y hembra, asi como también en hamster.
La muestra 1:10 alpaca: hdmster nos permitio identificar, por comparacion, sefiales
positivas débiles en clones de células hibridas en que pudiera existir un porcentaje bajo
de ADN de alpaca con respecto al hamster. Para lograrlo se utilizé el pardametro Call
Frecuency con frecuencia igual a uno, el cual nos indica que la sefial positiva estuvo

presente simultaneamente en todas las muestras evaluadas.

Para la identificacion de PNSs presentes en el genoma de la alpaca, ho comunes con las
de hamster, se generaron tres bases de datos en formato “.xlsx” con la informacion de
Call Frecuency igual a uno, las cuales fueron: las dos muestras de alpaca, la muestra de
hamster y la muestra de alpaca/hamster 1:10. Cada base de datos consta de tres columnas
gue son el numero, nombre y el numero de cromosoma donde se ubica el PNS en el
bovino. Luego se verificaron los PNSs positivos comunes usando el programaR (v. 3.3.2)
mediante los comandos “merge” y “cbind” (Anexo 1), que permitieron realizar tres

comparaciones:

— La base de datos de las dos alpacas con la de hamster, para obtener los PNSs
comunes entre ambos. Estos fueron retirados y se generd una base de datos con

los PNSs que quedaron de las dos alpacas.
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— La base de datos de hamster y alpaca/hdmster 1:10, para obtener los PNSs
comunes entre ambos. Estos fueron retirados y se generd una base de datos con
los PNSs que quedaron de la alpaca/hamster 1:10.

— Las dos bases de datos generadas en los apartados previos, consideramos los PNSs
comunes, con lo cual se obtuvo una base de datos final de PNSs que fue evaluada

posteriormente.

Estas comparaciones nos aseguran que los polimorfismos de nucle6tido simple evaluados

identificados sean solo aquellos detectados en el genoma de la alpaca.
3.3.3. Determinacion de grupos ligados de polimorfismos de nucleétido simple

Se realizé un filtrado final en el GenomeStudio considerando un Call Frequency > a 0.20
y <0.80, luego se identificaron los genotipos obtenidos de los 92 clones celulares hibridos
irradiados alpaca/hamster. Esta base de datos se compard con la generada en el apartado
3.3.2 de PNSs presentes en las dos alpacas, para identificar los PNSs comunes mediante
el software R. Finalmente, como el panel fue realizado con el ADN de una alpaca, el
resultado de cada PNS en los 92 clones celulares hibridos podria ser solo homocigoto
(AA, BB), o heterocigoto (AB) o no genotipado (NC); donde ningin PNSs puede haber
sido como homocigoto para ambos alelos o la combinacién de homocigotos con
heterocigotos. Por esta razén, solo se consideraron los PNSs cuyos genotipos fueron

similares en todas las muestras evaluadas para encontrar los grupos de ligamiento.

Para calcular las distancias y orden de los PNSs encontrados previamente se utilizo el
programa Carthagene (Schiex et al. 2009). Sin embargo, antes de introducir los datos al

programa para su analisis se realizaron dos pasos previos:

— Se identifico la informacion de los genotipos de los 92 clones celulares hibridos
irradiados en los PNSs filtrados previamente. Los genotipos AA, AB y BB fueron
codificados con uno y los no genotipado (NC) con cero en un archivo de extension
“xlIsx”. Luego este archivo fue dividido en 30 grupos de PNSs en referencia al
numero de cromosomas que presenta el genoma del bovino, debido a que nos
facilita el anélisis de ligamiento en el programa Carthagene.

— EI programa Carthagene se ejecutd creando un formato Mapmaker, el cual
consiste en convertir los datos a un bloc de notas con la siguiente informacion: la

lera linea indica el tipo de dato que se va analizar, en nuestro caso fue “data type
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radiated hybrid diploid”; la 2da linea indica el nimero de clones del panel celular
hibrido (92), la cantidad de PNSs a analizar y la nomenclatura de presencia o
ausencia del marcador en cada clon celular (1=H; 0=A); y la 3ra linea empieza a
indicar el nombre del PNS con los resultados del genotipado de los 92 clones
celulares definidos con el nimero uno para el resultado positivo y el nimero cero
para resultado negativo. De la 4ta linea para adelante se continGan indicando los
PNSs y sus resultados uno por linea. Segun la especificacion del formato
Mapmaker, el nimero del PNS debe ser antecedido por “*S” y el numero 0 hasta

alcanzar ocho caracteres en total (Anexo 2).

A continuacion, se detallan los comandos ejecutados en el programa Carthagene para la

obtencidn de los mapas de ligamiento entre los PNSs evaluados.

— Comando “load”, para subir el archivo creado en formato Mapmaker;

— Comando “group” 0.5y 7.0, que permitio seleccionar los marcadores que se
encuentren a una distancia de 50 centiRay (CR) y con un valor de comparacién
entre la probabilidad de que dos loci estén ligados, a la probabilidad de que no lo
estén (LOD) igual o mayor de 7;

— Comando “groupget”, para separar los posibles marcadores que cumplieron con
ese requerimiento del resto de marcadores que no lo hicieron;

— Comando “mrkselset [groupget]”, para trabajar con los grupos de marcadores
seleccionados;

— Comando “mrklod2p”, para calcular la matriz de Lod score para los PNSs
analizados;

— Comandos “sem”, “nicemapl” y “nicemapd”, para estimar el orden y distancia de
los PNSs analizados;

— Comando “heaprintd”, para ver los resultados de los comandos ejecutados
previamente;

— Comando “buildFW?”, para estimar el mejor mapa con los grupos de marcadores
con altas probabilidades de estar ligados. En base al orden y las distancias se

crearon los mapas de ligamiento.
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3.3.4. Localizacion de grupos ligados de polimorfismos de nucleotido simple

Una vez identificados los grupos de PNSs ligados se crearon tablas de datos donde se
registraron cada PNS con su secuencia total de 121 nucle6tidos, ubicandose el
polimorfismo en el medio; esta informacion fue extraida de la base de datos de PNSs del
BovineHD BeadChip usando el programa GenomeStudio. Sin embargo, se formaron
diferentes bases de datos de grupos ligados, cada una con el PNSs y un fragmento de 15,
20 y 25 nucleétidos (de derecha a izquierda), ubicandose en la posicion final el
polimorfismo. Este procedimiento se realiz6 debido a que la cantidad de 121 nucledtidos
es para analizar bovinos y no alpacas, y que la polimerasa es muy especifica en los

fragmentos cercanos al PNS.

La informacion resultante fue guardada en formato FASTA, que consiste en un bloc de
notas donde por cada linea se incluye el simbolo “>" continuado con el nimero de
ligamiento y el nombre del PNSs, seguido por la secuencia de nucleotidos del PNS; este

procedimiento se repite con todos los PNSs para cada grupo evaluado.

El genoma de referencia VicPac 2.0.2 del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) fue descargada en formato FASTA del GenBank (GCF_000164845.1) para
luego analizarlo con al software REPEATMASKER, con la finalidad de eliminar las
secuencias repetitivas dentro del genoma de la alpaca. Esta nueva base de datos contiene
en su mayor parte secuencias genomicas Unicas debido a que el programa
REAPEATMASKER reemplaza las secuencias repetidas con la letra “N” la que es
ignorada por otros programas de analisis cuando se hacen comparaciones entre secuencias

genomicas y fragmentos de secuencias incognitas.

Las dos bases de datos creadas previamente se subieron a la plataforma Galaxy (Cock et
al. 2015); con la finalidad de localizar los PNSs en los scaffolds correspondientes,
mediante el programa BLAST Yy los comandos SHORT BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) y un E-value de 0.01 (NCBI, 2016).

Finalmente, se realizd una estimacion de las posibles correspondencias de los PNSs
identificados en los grupos de ligamiento hacia cromosomas de alpacas. Este
procedimiento se llevo a cabo en referencia a literatura cientifica, donde se defini6 una
correspondencia macroscopica entre cromosomas de bovino — dromedario (Anexo 3)

(Balmus et al. 2007) y por la relacion filogenética perteneciente a la misma familia se
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asume que es similar en casos de alpacas. Asimismo, Avila et al. (2015) utilizando el
VicPac 2.0.2 lograron asignar determinados scaffolds a cromosomas en alpacas, lo cual
contribuyd en el presente estudio para afirmar que determinados PNSs estén localizados

en los cromosomas de alpacas (Anexo 4).
3.4.  ANALISIS ESTADISTICO

El software Carthagene utiliza un modelo probabilistico denominado Modelo Oculto de
Markov y para el calculo de la frecuencia de retencion de los PNSs evaluados utiliza un
estimador de maxima verosimilitud cuyo algoritmo es el de esperanza-maximizacién
(EM). Esta probabilidad calculada es transformada en un parametro Ilamado LOD score,
el cual nos indica que dos loci o marcadores estan ligados y se van a heredar juntos. Un
LOD score de tres nos indica que por cada 1000 anélisis 1 sea diferente de lo observado
por el azar (De Givry et al. 2004).

Para el caso de la localizacion de los PNSs en el genoma de la alpaca se calcul6 el valor
esperado (E-value), el cual hace referencia al nimero de veces (probabilidad) que ocurran
excelentes alineamientos comparados a que ocurran al azar en una base de datos. Las
alineaciones biolégicamente significativas, que indican que las secuencias de ADN son
significativamente similares, tienen E-value inferiores a uno. En la tabla 2 se muestran

valores equivalentes con el p-value, usado en muchas pruebas estadisticas.

Tabla 2: Relacion entre el E-value y el p-value

E-value | p-value
10 0.9999

5 0.9933

2 0.8647

1 0.6321
0.1 0.0952
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Continuacion. ..

E-value | p-value

0.05 0.0488

0.001 0.0009

0.0001 0.0001

FUENTE: Pesvener, 2015



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO SIMPLE

El esquema de anélisis e identificacion de PNSs que emitieron sefial positiva y estuvieron
presentes solo en el genoma de la alpaca se muestra en la Figura 7. Como se aprecia de
los 777,962 PNSs analizados mediante la micromatriz de alta densidad, se pudo
seleccionar 294,165 PNSs en las 2 muestras de alpaca, siendo un 37.81 por ciento del
total. En la muestra de hdmster se identificaron 453,699 PNSs, y luego de realizar filtrados
y eliminar los PNSs comunes, se encontré un total de 72,964 PNSs en ambas alpacas. La
muestra que contenia ADN de alpaca y hamster en la proporcion 1:10 se compar6 con el
resto de muestras controles para encontrar la cantidad de PNSs final presentes en alpaca

y ausentes en el hamster, resultando en 50,686 PNSs, siendo un 6.5 por ciento de los PNSs

analizados.
96 MUESTRAS
___7______-—--"_{___- ‘{// \\\\A — . :
« L ) 92 Hibridos o
2 Alpacas 1 Hamster 1/10 A/H celulares A/H | Genotipificacion
Filtrado Filtrado Filtrado
iCALL FREQ=1 CALL FREQ=1 CALLFREQ=1
294,165 453.699 506,984
(PINSs Alpacas xlsx) (PNSs Hamster xlsx) (P55 Alpaca - Hamster xlsx) P N SS
//\\ o
Comparacian / \\ Comparacion Y
-~ usando R/ “usando R y
7 "
72,964 143,093
(PNSs propios de (PNSs posibles de P N SS
Alpacas.xlsx) A-\.l]:n:,n.xls:‘; )
\\\\ Comparacion /
\\\\u‘;andn R/
50,686
(PNSs final Alpacas xlex) PNSS

Figura 7: ldentificacion de polimorfismos de nucledtido simple en las cuatro
muestras controles

FUENTE: Elaboracién propia



Estos resultados demuestran la posibilidad de usar la micromatriz de bovino para la
identificacion de PNSs en el genoma de la alpaca. En el presente estudio solo se obtuvo
un 37.81 por ciento de PNSs positivos en alpaca del total de PNS analizados, lo cual
concuerda con los resultados del trabajo realizado en venados usando la micromatriz de
50K disponibles para bovinos, en donde se pudo obtener un 38.7 por ciento de PNSs
positivos (Haynes y Latch, 2012), pero difiere totalmente con una similar metodologia
aplicada en el bison, donde se obtuvo un 96.7-98.7 por ciento de PNSs positivos con la
misma micromatriz (Pertoldi et al. 2010). La explicacion para esta diferencia esta en la
mayor divergencia que existen entre familias filogenéticas, donde la distancia evolutiva
entre bovinos y los venados es de 25.1-30.1 millones de afios (Hassanin y Douzery, 2003),
en comparacion con los 1.2-2.1 millones de afios entre el bovino y el bison (MacEachern
et al. 2009). En el caso de la divergencia estimada entre los camélidos y vacunos es de
42.7 millones de afios (Wu et al. 2014), por lo tanto, se espera y se observa una ligera

menor cantidad de PNSs identificados en la alpaca con la micromatriz de bovino.

Por otra parte, el genotipado del panel celular irradiado mas las muestras controles nos
permitio identificar aquellos PNSs que son detectados solo en el genoma de la alpaca. En
tanto, esta cantidad se redujo a 6.5 por ciento del total de PNSs analizados. Bertolini
(2016) logré genotipar un 10.5 por ciento de PNSs en 8 alpacas, lo cual comparado con
el presente estudio difiere porque, en nuestro caso, se utiliz6 solo una alpaca y ademas se
tuvo que excluir PNSs comunes con hamster. Sin embargo, esto no quiere decir que los
PNSs excluidos no sean datos importantes que podrian generar mayor informacion del
genoma, sino que para fines del presente estudio y evitar posibles errores al momento de
realizar los anélisis de ligamiento, solo nos intereso analizar los PNSs ubicados en ambas
muestras de las alpacas genotipadas y observados también en los 92 clones celulares
hibridos.

Los polimorfismos de nucleodtido simple estan siendo muy utilizados como marcadores
moleculares para investigar procesos genéticos evolutivos, estudios de asociacion a
caracteres de interés productivos y para incrementar el conocimiento en especies no
modelo donde no se conocen detalles sobre su genoma (Seeb et al. 2011). Para los fines

de la presente investigacion el tener una mayor cantidad de PNSs referenciados a lo largo
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del genoma va permitir mejorar el ensamblado actual del genoma de la alpaca y empezar

a asignar los scaffolds a cromosomas.

Los métodos utilizados para la genotipificacién de PNSs en genomas diploides de gran
tamano dependen de la amplificacion por PCR de las regiones gendmicas que abarcan los
polimorfismos de nucledtido simple antes de la reaccion de genotipificacion real. La PCR
proporciona la sensibilidad y especificidad requeridas para distinguir entre genotipos
heterocigotos y homocigotos en genomas grandes y complejos. La dificultad de disefiar
y llevar a cabo reacciones de PCR multiplex es un factor importante que limita el

rendimiento de los ensayos de genotipificacion (Steemers y Gunderson, 2007).
4.2. DETERMINACION DE GRUPOS LIGADOS

Una vez identificados los 50,686 PNSs distribuidos en los 30 cromosomas del bovino, el
resultado del filtrado de un Call Frecuency >0.2 y <0.8 presentes en los PNSs
identificados en el genoma de la alpaca y que cumplen el requisito de ser AAy NC o BB
y NC 0 AB y NC fueron un total de 2924 PNSs. Como se puede observar y deducir que
el panel celular hibrido irradiado para un determinado PNS solo podria tener un genotipo,
porque su preparacion estuvo basada en el genoma de un solo animal. Por lo tanto, el PNS
que presenta ambos genotipos dominantes o la combinacion de dominante y heterocigoto
a lo largo de los 92 clones indica que la genotipificacién de esos PNSs es inconsistente
para el analisis. Las razones por las cuales hubo una disminucion considerable de los
polimorfismos de nucleétido simple a ser analizados por el Carthagene fueron: el nivel
de radiacion (5000 rad) utilizada en el presente estudio, porque a menor dosis de radiacién
los fragmentos de ADN son mas grandes y menor la resolucion del analisis; y la decision
de analizar grupos de PNSs por cromosoma de bovino, ya que podrian existir asociaciones
si analizdbamos PNSs de varios cromosomas de bovinos, lo que podria aumentar el

ndmero de PNSs asociados.

Al realizar los analisis en el Carthagene se determind un total de 33 grupos de ligamiento
con un total de 216 PNSs (Tabla 3) presentes en el genoma de la alpaca. Los mapas de
referencia (framework) generados con el orden, nombre y distancias de los polimorfismos

de nucledtido simple se observan en el Anexo 5.
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Tabla 3: Total de grupos ligados

Probable | Total | Distancia | Promedio

Grupo de Cromosoma Probabilidad
i ot cromosoma | de total LOD de retencit
igamiento . e retencion
: bovino dealpaca | PNSs| (cR) score

1 1 1 18 671.9 7.03 0.47

2 5 4 91.6 9.07 0.49

2
3 13 7 158.41 9.55 0.52
4 7 285.6 6.08 0.47
3 9,13, 21

5 4 115.4 7.73 0.45

6 4 7 6 203.5 6.88 0.49

7 5 12, 34 15 425.0 8.26 0.45

8 6 2 9 333.6 6.70 0.48

9 7 3,22 6 202.2 6.80 0.48

10 8 4, 31 7 242.1 6.70 0.50

11 9 8 5 118.0 8.85 0.51

12 10 6, 27 8 2711 7.10 0.48

13 11 4, 15, 28 10 355.0 7.39 0.45

14 12 14 4 108.8 7.00 0.50

15 13 19, 35 6 181.7 8.16 0.49

16 14 25, 29 6 176.1 7.30 0.50

17 15 10, 33 7 243.8 7.20 0.46




Continuacion. ..

Grupo de Cromosoma | Probable | Total | Distancia | Promedio probabilidad
ligamiento bovino cromosoma | - de total -oP de retencion
de alpaca | PNSs (cR) score
18 16 13, 23 6 156.8 8.04 0.48
19 17 2,32 8 266.4 6.80 0.50
20 18 9 6 151.7 8.62 0.44
21 19 16 3 104.5 5.40 0.46
22 20 3 6 143.7 9.26 0.47
23 21 6, 27 7 163.1 9.48 0.50
24 22 17 5 133.2 7.95 0.44
25 23 20 7 180.3 8.35 0.52
26 24 4 96.2 8.83 0.44
24
27 30 4 85.9 9.37 0.49
28 25 18 6 190.0 6.90 0.47
29 26 11 6 174.7 7.60 0.50
30 27 26 8 271.7 8.11 0.45
31 28 11 3 65.3 8.15 0.48
32 29 10, 33 4 90.0 7.90 0.47
33 X X 4 120.8 7.00 0.42
Total 216

FUENTE: Elaboracion propia




Como se puede observar en la Tabla 3, de los 30 grupos analizados inicialmente basados
en el nimero de cromosomas del bovino, se estimaron 33 grupos de ligamiento con los
PNSs que se identificaron en el genoma de la alpaca. La razén por la cual existen un
mayor numero de grupos ligados es porque podrian estar en ambos brazos de los
cromosomas identificados o también en el mismo brazo del cromosoma pero
suficientemente distante entre grupos ligados. Segun los estudios realizados por Balmus
et al. (2007) y la tabla mostrada en el Anexo 3 existen correspondencias cromosomicas
entre el bovino y dromedario que nos pueden ayudar a ubicar marcadores moleculares, y
tal como evidenci6 Avila et al. (2015) en base a estudios citogenéticos y mapeo por FISH
donde indicaron que existe un escaso o ningun rearreglo cromosémico entre las especies

de camélidos.

En la Tabla 3 se muestra la probable homologia entre cromosomas del bovino y la alpaca,
donde se aprecia que el cromosoma 2 del bovino tiene sintenia compartida con los
cromosomas 5 y 13 de la alpaca, el cromosoma 3 del bovino tiene sintenia compartida
con los cromosomas 9, 13 y 21 de la alpaca y el cromosoma 24 del bovino tiene sintenia
compartida con los cromosomas 24 y 30 de la alpaca. En tanto, estos cromosomas de
alpaca han sido clasificados como subtelocéntricos o acrocéntricos (5, 9, 13),
submetacéntricos (21, 24) y metacéntrico (30), por lo que explicaria la presencia de 2
grupos de ligamiento que podrian estar presentes a ambos lados de los brazos del
cromosoma (Ramos, 2014). Los demas cromosomas solo presentaron un grupo de
ligamiento y existe una mayor probabilidad que los PNSs identificados se encuentren en
el brazo g. Adicionalmente como se puede ver en los graficos del Anexo 5, los
polimorfismos de nucledtido simple BovineHD0300033514, BovineHD0300033341,
BovineHD0300028979 y BovineHD0300024228 estan presentes en los grupos de
ligamiento 4 y 5, siendo este ultimo conformado solo por estos cuatro PNSs. La
explicacion podria ser que las mismas secuencias estén duplicadas en regiones distintas

del genoma de la alpaca o que el ensamblaje del genoma es aun incipiente.

Cabe resaltar que este trabajo seria el primero en identificar estos grupos de ligamiento
usando la micromatriz de alta densidad del bovino para el genoma de alpaca. La
metodologia de mapeo por radiacion hibrida ha permitido incrementar el nimero de

marcadores moleculares en especies como el vacuno (Zimin et al. 2009), cerdo (Servin
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et al. 2012) y caprino (Du et al. 2014), debido a que en combinacion con la informacién
de secuenciamiento y otras metodologias de mapeo fisico producen mayor precision en
los ensamblados de referencia para lograr mapas de mayor resolucién a nivel de
cromosomas. Por esta razon y considerando que en alpacas aln no existe una micromatriz
de ADN para identificar PNSs, su utilidad sera muy importante para complementar la

informacién de su genoma.

Las distancias medidas en cR en los 33 grupos de ligamiento varian desde los 65.3 cR
hasta los 671.9 cR. Para efectos del presente estudio son mediciones relativas entre cada
PNS en los grupos de ligamiento respectivos, debido a que por el momento no se tiene
informacion completa del ensamblado del genoma de la alpaca, asi como tampoco
asignacion especifica de “scaffolds” a cromosomas. Por lo tanto, la resolucion expresada
como kilobases (Kb) por cR no fue estimada en el presente trabajo. Sin embargo, en otras
especies, como cerdos, se calculdé una resolucién de 8.6 Kb/cR y 5.3 Kb/cR usando
paneles de 7,000 y 12,000 rad, respectivamente (Servin et al. 2012). En el caso del caprino
se estimé una resolucion del mapa de 32.6 Kb/cR usando el panel de 5,000 rad (Du et al.
2014). Como se aprecia en los casos del porcino y caprino, a medida que se incrementa
el nivel de radiacion en la elaboracion del panel, la resolucion del mapa generado va a ser
mayor, entonces la cantidad de marcadores moleculares que se podrian mapear seria

también mayor.

Al momento de analizar grupos de marcadores y verificar si estan o no ligados se estima
la estadistica LOD > 3.0 y los valores resultantes en los 33 grupos de ligamiento
estuvieron por encima del LOD = 6, lo que nos indica que existen altos niveles de
probabilidad de que el orden y las distancias en los graficos del Anexo 5 sean correctos.
El motivo por el cual se decidié usar un valor alto de LOD es porgue para el genotipado
del panel se usé la micromatriz de bovino y se necesitaba ser mas restrictivo al momento

de evaluar la exclusién de PNSs.

Una importante caracteristica observada en la Tabla 3 es la probabilidad de retencion
calculada en el Carthagene para los 33 grupos de ligamiento fue de 47 por ciento, la cual
es muy similar a la obtenida en el panel celular hibrido irradiado del dromedario, con un

47.7 por ciento con una dosis de radiacion de 5000 rad. Esto resulta muy diferente a las
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frecuencias de retencion obtenidas en la Tabla 1, donde se observan valores muchos
menores a los reportados en el presente estudio. Las razones para la explicacion de este
resultado aun son desconocidos. Sin embargo, una posible explicacion podria ser que las
células de los camélidos presentan una mayor eficiencia de fusién (nimero de colonias
hibridas por millon de células donadoras fusionadas irradiadas) con las células de
hamster, como se puede apreciar en el panel elaborado para el dromedario donde la
eficiencia de fusion fue de 588.9x10° y que en el caso de alpacas no se ha reportado
(Perelman, datos no publicados), comparado con las especies domésticas.
Adicionalmente, se puede mencionar que debido a la alta cantidad de bloques de
heterocromatina que posee el genoma de la alpaca (Avila et al. 2015; Raudsepp, 2014) y
al momento de ocurrir la radiacion en el panel, los fragmentos de cromosomas fueron mas
afines con las de hamster y se consiguiéo mayor frecuencia de retencion (Perelman et al.
2018).

4.3. LOCALIZACION DE GRUPOS LIGADOS

La Tabla 4 muestra un total de 23 PNSs ubicados en el VicPac 2.0.2 al analizar las
secuencias de 20 nucledtidos, todos con E-value menor a 0.05. Se consideré este valor
porque es mas restrictivo al momento de inferir si el alineamiento es producto del azar.
Hay que tener en cuenta que el valor del E-value va a depender del tamafio de la secuencia
que se va a analizar (query) y de la base de datos del genoma. Para nuestro caso las
secuencias analizadas fueron de 15, 20 y 25 nucledétidos, siendo el nucle6tido final el
polimorfismo de nucledtido simple; y la base de datos del VicPac 2.0.2 esta conformada
por 2.1 Gbp pares de bases. Por lo tanto, a medida que la secuencia de busqueda (query)
disminuye en el ndmero de nucledtidos, va aumentar el E-value y habrd mayores
probabilidades de que la identificacion de secuencias sean productos del azar. Esta seria

la razon porque al analizar con 15 nucleétidos el E-value fue mayor a 1 (Pesvener, 2015).

El porcentaje de identidad mostrado en la Tabla 4 es determinado sumando las
correspondencias idénticas entre secuencias alineadas y dividiendo entre el numero total
de bases alineadas, y fueron todos del 100 por ciento; sin embargo, los emparejamientos
idénticos (matches) en algunos casos fueron 19 y otros de 20 (representados entre

paréntesis en la columna de % identidad) (Klug et al. 2013). Los valores del E-value en
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los 23 PNSs fueron menores a 0.05, por lo tanto, los alineamientos son significativos y
tienen una mayor probabilidad que esas secuencias ubicadas en el VicPac 2.0.2 no sean

productos de azar.

Cada PNSs fue ubicado en los scaffolds correspondientes producto del BLAST. Estos
scaffolds hasta el momento no han sido asignados a cromosomas de la alpaca, por lo que
su asignacion solo se podria hacer en nuestro estudio por inferencias realizadas en trabajos
previos donde se realizé una correspondencia macroscopica entre el dromedario y vacuno
(Balmus et al. 2007) y un mapa citogenético integrado utilizando la técnica FISH en
alpaca (Avila et al. 2015). La ventaja de ambos trabajos realizados es que determinados
scaffolds fueron asignados a cromosomas de alpaca. Para fines del presente estudio solo
se puede afirmar que las secuencias encontradas tienen altas probabilidades de
encontrarse en los scaffolds respectivos. Cabe resaltar que los scaffolds son secuencias
de nucledtidos por encima de los 10 Mbp y que es posible que en un scaffold
correspondiente se ubiquen secuencias de dos cromosomas distintos, debido a ensamblaje
imperfecto, como se puede apreciar en el Anexo 4.

La Tabla 5 nos muestra un total de 8 PNSs identificados en el VicPac 2.0.2. al analizar
las secuencias query de 25 nucleétidos. A diferencia de la tabla anterior los porcentajes
de identidad son mayores al 95 por ciento, en donde aparecen emparejamientos de 23
hasta 25 nucleétidos y la presencia de un mismatch (no emparejamiento) en todos los
casos. En la columna de mismatch se considera el nucleétido que no alineo correctamente
y se verifica si el cambio de base fue por transicion o transversion. Los valores del E-
value en los 8 PNSs fueron menores a 0.05, por lo tanto, los alineamientos son

biologicamente significativos.

Los motivos por el cual los resultados del presente analisis solo ubicaron 31 PNS (14.35
por ciento) de los 216 PNSs en el VicPac 2.0.2 se pueden deber a una serie de factores
como son: la mayor divergencia evolutiva que existen entre el vacuno y la alpaca (Wu et
al. 2014) y que también explicaria la aparicion de mismatch entre ambas especies, el valor
mas restringido del E-value que se considerd y a la poca informacion que se tenia en
cuanto al numero exacto de nucle6tidos que reacciona con la micromatriz y hace positiva

su aparicion en los resultados.
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Considerando los Anexos 3 y 4 se pueden realizar las siguientes aseveraciones: el
1BovineHD0100027068, 8BovineHD0600011684 y 13BovineHD1100019948 podrian
estar asignados a los cromosomas de alpaca 1, 2 y 4, respectivamente, debido al estudio
realizado por Avila et al. (2015), en donde asigno a los scaffolds 24, 80 y 83 a los
cromosomas mencionados. Por lo tanto, de los 31 PNSs ubicados en la base de datos
VicPac 2.0.2, solo se puedo inferir 3 PNSs mencionados anteriormente a cromosomas de
alpaca. La razén por la cual no se pudo inferir el resto de PNSs es porque existen miles
de scaffolds no asignados a cromosomas en alpaca. Esta aseveracion deberia ser

corroborada, en un futuro, con un mapeo fisico mediante la técnica FISH.

La formacion de grupos de ligamiento fue realizada con la intencion de buscar un
conjunto de PNSs que puedan ser ubicados en un cromosoma Yy generar informacion
gendmica para poder aumentar el conocimiento de marcadores moleculares dispersos a
lo largo de todo el genoma para posteriores trabajos de investigacion en cuanto a estudios
de asociacion a caracteres productivos. Sin embargo, debido al ensamblado aun inicial, a
nivel de scaffold, y la poca asignacion de estos a cromosomas hace dificil complementar
esta informacion por medio solo de la bioinformatica. Esto se deberia complementar con
mapeos genéticos y fisicos para que puedan servir de guia para mejorar el ensamblado

que se tiene actualmente (Avila, 2014).
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Tabla 4: Secuencias de polimorfismos de nucleétido simple localizadas en el VicPac 2.0.2 con un tamaifio de 20 nucleotidos

) ) NUmero
Grupo de ligamiento y % E- ] o Numero de
_ Secuencia nucleotidica del .
Nombre del PNS Identidad | value Accesion
scaffold

3BovineHD0200017018 | 100 (19) | 0.027 | AAAGGGCAGAAAACTCTTT 49 NW_005882751.1

4BovineHD0300033341 | 100 (20) | 0.007 | CATTTGGTTTTAATTTTTAT 88 NW_005882790.1

235 NW_005882937.1
7BovineHD0500004820 | 100 (19) | 0.027 | TCACAAAGGAAGACAGTAA 255 NW_005883154.1

452 NW_005882957.1

7BovineHD0500012035 | 100 (20) | 0.007 | AATCTGTCATCATACTAAGA 120 NW_005882822.1

8BovineHD0600024750 | 100 (20) | 0.007 | CATATGAAATCATTCCTTTT 224 NW_005882926.1

9BovineHD0700019108 | 100 (19) | 0.027 | TGTTAATATCCTATAGAAA 33 NW_005882735.1

10BovineHD0800010566 | 100 (20) | 0.007 | AAAAAGCAATTGGTTATTAA 61 NW_005882763.1




Continuacion...

) ) NUmero
Grupo de ligamiento y % E- ) o Numero de
_ Secuencia nucleotidica del .
Nombre del PNS Identidad | value Accesion
scaffold
10BovineHD0800012560 | 100 (20) | 0.007 | TTGAAGAATTTTAGAAAGTA 8 NW_005882710.1
11BovineHD0900030678 | 100 (19) | 0.027 | CTTTCCCCACCAAGGCAGA 279 NW_005882981.1
11BovineHD1000014299 | 100 (20) | 0.007 | GCTGTTGGCCAAGAGTTCAA 114 NW_005882816.1
13BovineHD1100022195 | 100 (19) | 0.027 | TGATGATTTGAAAAGTTTT 29 NW_005882731.1
13BovineHD1100014763 | 100 (19) | 0.027 | TCAGTATGTTGAAGACTGA 104 NW_005882806.1
19BovineHD1700002430 | 100 (19) | 0.027 | TGTATTATGACTAAGAAAA 0 NW_005882702.1
19BovineHD1700012014 | 100 (20) | 0.007 | GCATTTAAGGAGAATTCTGT 348 NW_005883050.1
20BovineHD1800016767 | 100 (19) | 0.027 | ACAAATCAGGAGATGATTT 103 NW_005882805.1




Continuacion...

. : NUmero
Grupo de ligamiento y % E- ) o Numero de
_ Secuencia nucleotidica del .
Nombre del PNS Identidad | value Accesion
scaffold
15 NW_005882717.1
22BovineHD2000007676 | 100 (19) | 0.027 | GATTGTTTCCAGTTTTCAT 30 NW_005882732.1
119 NW_005882821.1
5 NW_005882707.1
24BovineHD2200017192 | 100 (19) | 0.027 | TATCACCTCAAAAAAAAAA 60 NW_005882762.1
66 NW_005882768.1
18 NW_005882720.1
25BovineHD2300008252 | 100 (20) | 0.007 | TGTCACTGCTTGTGCCTCCA
77 NW_005882779.1
26BovineHD2400015769 | 100 (19) | 0.027 | TCTTTAGCAAAGATTTTCT 0 NW_005882702.1
28BovineHD2500003077 | 100 (19) | 0.027 | AAGGGGTGGGGAGGAAGAA 58 NW_005882760.1




Continuacion...

) ) NUmero
Grupo de ligamiento y % E- ) o Numero de
_ Secuencia nucleotidica del .
Nombre del PNS Identidad | value Accesion
scaffold

29BovineHD2600014660 | 100 (20) | 0.007 | AAATATCAAAAATAGGCAGA 57 NW_005882759.1

31BovineHD2800011559 | 100 (19) | 0.027 | TGAATTCAGATGCTCCAGT 31 NW_005882733.1

32BovineHD2900005235 | 100 (20) | 0.007 | TGTCTGATACCAGAGCTCAT 57 NW_005882759.1

FUENTE: Elaboracién propia



Tabla 5: Secuencias de polimorfismos de nucledtido simple localizadas en el VicPac 2.0.2 con un tamafio de 25 nucleotidos

. : Numero
Grupo de ligamiento y % E- ] ) ) Numero de
) Secuencia nucleotidica Mismatch del _,
Nombre del PNS Identidad | value Accesion
scaffold
1BovineHD0100027068 | 95.8 (24) | 0.014 | GGGAACTCCAAGGTTAGGAGTCCA | A (Transicion) 24 NW_005882726.1
1BovineHD0100023558 | 95.8 (24) | 0.014 | TTCAAAATTAGTGGGTGGTAATAT | G (Transversion) 138 NW_005882840.1
3BovineHD0200003288 | 96.0 (25) | 0.003 | ATGATGTCTCTCAATGCCAAAGTTT | G (Transicion) 293 NW_005882995.1
8BovineHD0600011684 | 96.0 (25) | 0.003 | CCTGGAACTCCTAGACGGGAAACTT | C (Transversion) 80 NW_005882782.1
11BovineHD0900030288 | 95.8 (24) | 0.014 | CCAGACAGAAAATCAATCAATAAA | G (Transicion) 277 NW_005882979.1
13BovineHD1100019948 | 95.7 (23) | 0.042 | CTGCAGAAGTTCACCAGCATGCA G (Transicion) 83 NW_005882784.1
18BovineHD1600003364 | 95.7 (23) | 0.042 TCTCTGCTTTTATGAGTTCGATT A (Transicion) 6 NW_005882708.1
22BovineHD2000012425 | 95.7 (23) | 0.042 | AGTGTGAGAAAAGCATGAAGCGA | G (Transversion) 23 NW_005882725.1

FUENTE: Elaboracion propia




V. CONCLUSIONES

Se identificaron 50,686 polimorfismos de nucleétido simple utilizando la
micromatriz de alta densidad del bovino BovineHD BeadChip.

Se desarroll6 un primer mapa referencial con 33 grupos de ligamiento que incluyen
216 polimorfismos de nucledtido simple.

Se hallé la secuencia de 31 polimorfismos de nucleétido simple en el genoma de
referencia VicPac 2.0.2, y la localizacion de tres PNSs (1BovineHD0100027068,
8BovineHD0600011684 y 13BovineHD1100019948) fueron inferidos a los

cromosomas 1, 2 y 4 de alpaca.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar el secuenciamiento completo de “Limmerick™ para relacionarlo con el
panel celular hibrido irradiado e incrementar el nimero de marcadores moleculares.
Elaborar una micromatriz de polimorfismos de nucleétido simple especifica para
alpacas y aplicar la metodologia de hibridos celulares irradiados alpaca/hamster.

Mapeo por Hibridacion fluorescente in situ de las secuencias de polimorfismos de

nucleotido simple que fueron identificadas en el genoma de la alpaca.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Comandos utilizados en R

macho=read.table("macho.txt" header=FALSE)
hembra=read.table("hembra.txt",header=FALSE)
merge<-merge(hembra,macho,all=FALSE)

write.csv(merge,"PNSs.csv")

alpacas=read.table("alpacas.txt",header=FALSE)
hamster=read.table("hamster.txt",header=FALSE)
merge<-merge(alpacas,hamster,all=FALSE)

write.csv(merge,"PNScomunes.csv")

hamster=read.table("hamster.txt",header=FALSE)
alpacahamster=read.table("alpacahamster.txt",header=FALSE)
merge<-merge(alpacas,hamster,all=FALSE)

write.csv(merge,"possiblealpaca.csv")

alpacas=read.table("alpacas.txt",header=FALSE)
merge=read.table("PNScomunes.txt",header=FALSE)
cbind(merge,1)

mergel=cbind(merge,1)

mergel

merge2=merge(mergel,alpacas,all=TRUE)

write.csv(merge2,"PNSspropios.csv")



Anexo 2. Formato Mapmaker para encontrar grupos de ligamiento

data type radiated hybrid diploid
92 197 0 symbols 1=H 0=A

*S02503801111110101011111110010000101010111101111
0100000112711117171211117171211011121111100111110111100600
0011

*S02512701111010111111111111010010111110111101111
11000002111171211117112117121117112111111110110111111110110
0111

*S02532910000000000001000001001100011010011000000
10100000000000001111000001100100000000100011011
0000

*S02549311101010011111010000110010000100110111111
11010101012272111171121101171121111121111101111111110001
0111

*S02561201110111111110110111111010101010111101111
11001010111121111021211117112111111111101111011110000
0011

*S02568801100110111111110110010010111110011101111
10000000011121111110111121101112110011211111121110000
0000

*S02570010100110110001000101000001011001011000000
11100000100000001111000001100000110101100010000
0000

*S02586201111011111110111010011010101110110101111
110110001112121111121101111211011712111111111111110000
0101

*S02586410101110011111100001110010000010110111111
1100010001112111021212111111001171211111011111121110100
0010

*S025924111011110111100111101100101011001111711211111
1101010011012011172127121117121221117117127211117111111111110001
1111

*S02594410000110011111001101001001011000000010000
11111110000000000111111101100000000111011011001
1000
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Anexo 3. Correspondencia cromosomica Bovino-Dromedario

Bos Camelus
Taurus | dromedarius
1 1
2 5,13
3 9,13,21
4 7
5 12,34
6 2
7 3,22
8 4,31
9 8
10 6, 27
11 4,15, 28
12 14
13 19, 35
14 25, 29
15 10, 33
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Continuacion...

Bos Camelus
Taurus | dromedarius
16 13, 23
17 2,32

18 9
19 16
20 3
21 6, 27
22 17
23 20
24 24,30
25 18
26 11
27 26
28 11
29 10, 33
X X

FUENTE: Balmus et al. 2007
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Anexo 4. Relacién del cromosoma con scaffolds del VicPac 2.0.2

NE
cromosoma N° scaffold
de alpaca

1 24, 25,50, 221, 234 419
2 9, 80, 102, 168
3 5, 16, 44, 73, 143, 202, 217
4 42,52, 83,127, 343, 354
) 0, 67,76, 92, 104
6 17,90, 98, 183, 285
7 11, 106, 112, 258, 276
8 6, 19, 21, 53, 199, 237
9 4,8, 178, 195, 203
10 4,10, 133, 271
11 20, 61, 85, 291, 379, 420
12 7,55, 370
13 2, 22,51, 157, 275, 523
14 89, 106, 110, 4376
15 3, 410, 662
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Continuacion...

NE
cromosoma N° scaffold
de alpaca
16 15, 145,171, 181, 188, 251, 266, 370, 439
17 1,23
18 27, 39, 43
19 34, 186
20 31, 210
21 123, 140, 197, 220
22 14, 60
23 13, 39, 213
24 48, 176
25 78, 99, 124, 129, 133, 148
26 8, 26
27 11, 54, 86, 131, 179
28 40, 382
29 33,45
30 54, 314, 39552
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Continuacion. ..

NE
cromosoma N° scaffold
de alpaca
31 2,37
32 97, 411
33 74,101, 151
34 18, 358
35 101, 137, 230, 231, 406
36 -
X 2, 86, 141, 367, 452, 573, 652

FUENTE: Avila et al. 2015
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Grupo de ligamiento 1
BovineHD0100012521

BovineHD0100028020
BovineHD0100002437

BovineHD0100037909
BovineHD0100034477
BovineHD0100042571

BovineHD0100006230
BovineHD0100027068
BovineHD0100034460

BovineHD0100023558
BovineHD0100044433

BovineHD0100037792
BovineHD0100005618
BovineHD0100036813
BovineHD0100002641

BovineHD0100029565

BovineHD0100012794
BovineHD0100042211

671.90 cRso00

Grupo de ligamiento 4

BovineHD0300016031

BovineHD0300033514
BovineHD0300033341
BovineHD0300017680
BovineHD0300028979

BovineHD0300024228

BovineHD0300026824
285.60 CcRso00

Grupo de ligamiento 7

BovineHD0500018271

BovineHD0500004820

BovineHD0500020289
BovineHD0500004720
BovineHD0500007763
BovineHD0500007776
BovineHD0500012035
BovineHD0500015251
BovineHD0500033451
BovineHD0500012450
BovineHD0500000322
BovineHD0500011351

BovineHD0500004320
BovineHD0500003204

BovineHD0500029916
425.0 cRso00

Grupo de ligamiento 2

BovineHD0200002732
BovineHD0200002563

BovineHD0200013751

BovineHD0200026818
91.60 cRso00

Grupo de ligamiento 5
BovineHD0300024228

BovineHD0300028979

BovineHD0300033341

BovineHD0300033514

115.40 cRso00

Grupo de ligamiento 8
BovineHD0600022183
BovineHD0600016442
BovineHD0600011684
BovineHD0600025480
BovineHD0600024554
BovineHD0600030136

BovineHD0600024750
BovineHD0600033338
BovineHD0600026872

335.50 cRso00

Grupo de ligamiento 10

BovineHD0800007888

BovineHD0800006113
BovineHD0800008240
BovineHD0800015574
BovineHD0800010566

BovineHD0800012560

BovineHD0800024499
242.20 cRso00
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Grupo de ligamiento 3

BovineHD0200006397
BovineHD0200017018
BovineHD0200004370
BovineHD0200003288
BovineHD0200000231
BovineHD4100001074
BovineHD0200039945

158.40 cRsnnn

Grupo de ligamiento 6

BovineHD0400002603
BovineHD0400016096
BovineHD4100002787
BovineHD0400023247
BovineHD0400010968
BovineHD0400027878

203.50 cRso00

Grupo de ligamiento 9

BovineHD0700018573
BovineHD0700019884
BovineHD0700022292
BovineHD0700006886
BovineHD4100006401

BovineHD0700019108
202.20 cRso00

Grupo de ligamiento 11

BovineHD0900030288
BovineHD0900023022
BovineHD0900013438
BovineHD0900000489
BovineHD0900030678

118.0 cRs000



Grupo de ligamiento 12

BovineHD1000025014
BovineHD1000020015
BovineHD1000014299
BovineHD1000013145
BovineHD1000020772
BovineHD4100008417
BovineHD1000027161
BovineHD4100007827

271.0 cRso00

Grupo de ligamiento 15

BovineHD1300003258

BovineHD1300001920

BovineHD1300018725

BovineHD1300005003

BovineHD1300010835

BovineHD1300023044
181.610 cRso00

Grupo de ligamiento 18

BovineHD1600013766
BovineHD1600003364
BovineHD1600014661
BovineHD4100012359
BovineHD1600003013
BovineHD1600019615

156.80 cRso00

Grupo de ligamiento 21

BovineHD1900016502

BovineHD1900003839

BovineHD1900017480

104.50 cRso00

Grupo de ligamiento 13

BovineHD1100012948
BovineHD1100019948
BovineHD1100030827
BovineHD1100013456
BovineHD1100003386
BovineHD1100022195
BovineHD1100024226
BovineHD1100023147
BovineHD1100004120
BovineHD1100014763

355.0 cRso00

Grupo de ligamiento 16
BovineHD1400006642
BovineHD1400014822
BovineHD1400006624
BovineHD4100011298
BovineHD1400015473
BovineHD1400013243

176.10 cRso00
Grupo de ligamiento 19

BovineHD1700002430
BovineHD1700001255
BovineHD1700021704
BovineHD1700011244
BovineHD1700007726
BovineHD1700000753
BovineHD1700000583
BovineHD1700012014

266.50 cRsoo0

Grupo de ligamiento 22

BovineHD2000007676
BovineHD2000009623
BovineHD2000014342
BovineHD2000001535
BovineHD2000013739

BovineHD2000012425

143.60 cRso00
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Grupo de ligamiento 14
—— BovineHD1200003251

BovineHD1200018480

BovineHD1200002309

BovineHD1200005151

108.80 cRso00

Grupo de ligamiento 17

BovineHD1500004597
BovineHD1500003738

BovineHD1500024062
BovineHD1500012862

BovineHD1500017458
BovineHD1500000875

BovineHD1500010639

243.80 cRso00

Grupo de ligamiento 20

BovineHD1800003458
BovineHD1800008948

BovineHD1800012777

BovineHD1800004483
BovineHD1800016767

BovineHD1800007410
151.80 cRso00

Grupo de ligamiento 23
BovineHD2100006131
BovineHD2100012831

BovineHD2100009719
BovineHD2100012462

BovineHD2100004637
BovineHD2100009867

BovineHD2100020206

163.10 cRsonn



Grupo de ligamiento 24 Grupo de ligamiento 25

BovineHD2200002714 BovineHD2300002049

BovineHD2200017663 BovineHD2300001003

BovineHD2300013812

BovineHD2200016494 BovineHD2300015035
BovineHD2200012123 BovineHD2300008252
BovineHD2200017192 BovineHD2300003964

133.20 cRso00 BovineHD2300014110

180.40 cRso00

Grupo de ligamiento 27 Grupo de ligamiento 28

BovineHD2400004280 BovineHD2500003077
BovineHD2400003462
BovineHD2500003696
BovineHD2400002343
BovineHD2500000804
BovineHD2400010376 )
85.90 cRsoao BovineHD2500001103
BovineHD2500007857
BovineHD2500008484
190.0 cRso00

Grupo de ligamiento 31
BovineHD2800010773

Grupo de ligamiento 30

BovineHD2700005173

BovineHD2700006860 BovineHD2800003844

BovineHD2700009315 BovineHD2800011559

BovineHD2700012542
BovineHD2700008268
BovineHD2700004460

65.30 cRso00

BovineHD2700008297

BovineHD2700010885
271.70 cRso00

Grupo de ligamiento 33

BovineHD3000028308
BovineHD3000038960

BovineHD3000034546

BovineHD3000031598
120.80 cRso00
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Grupo de ligamiento 26
BovineHD2400011229
BovineHD2400015769

BovineHD2400016465

BovineHD2400014120
96.20 cRso00

Grupo de ligamiento 29

BovineHD2600008197

BovineHD2600014660

BovineHD2600002715

BovineHD2600013928
BovineHD2600011365

BovineHD2600008254

174.70 cRso00

Grupo de ligamiento 32

— BovineHD2900005235

BovineHD2900012331
BovineHD2900011372

BovineHD2900014580
90.0 cRso00



Anexo 6. Glosario

Alineamiento: proceso bioinformatico de alinear dos 0 mas secuencias para alcanzar

niveles maximos de identidad.

Bandeo cromosomico: Técnica para tefir diferencialmente los cromosomas mitéticos o
meioticos, que da lugar a un patron de bandas caracteristico de ciertas regiones
cromosémicas, como centromeros, regiones del organizador nucleolar y regiones ricas en
GC o AT.

Biblioteca BAC: conjunto de clones bacterianos celulares que contienen fragmentos de
ADN de cualquier especie asociado a un vector como el factor F de bacterias Escherichia

coli.

Cobertura o profundidad: el nimero de nucleotidos secuenciados en un experimento
de secuenciamiento dividido por el total de pares de bases que contiene el genoma de la

especie que esta siendo secuenciada.

Contig: secuencia de ADN continua reconstruida a partir de secuencias de ADN

solapadas obtenidas por clonacién o analisis de secuencias.

Cribado: separacion (seleccién) rigurosa de animales en grupos basados en sus
caracteristicas genotipicas de asociacién de fragmentos gendémicos a caracteres

fenotipicos.

Cromosoma: estructura lineal alargada compuesta de ADN, ARN y proteinas (histonas)

gue contiene informacion genética y son visibles durante la mitosis 0 meiosis.

Desequilibrio de ligamiento: asociacion no aleatoria de alelos en 2 0 mas loci en un
cromosoma, es decir, poseen una frecuencia de recombinacion menor al 50 por ciento;

por lo tanto, estan siendo segregados juntos en la siguiente generacion.

Ensamblado: proceso mediante el cual las lecturas de secuencia de ADN solapantes de

un experimento de secuenciacion se ordenan correctamente a lo largo del genoma.

Hibridacion: proceso por el cual se combinan dos cadenas de acidos nucleicos

antiparalelas y complementarias en una unica de doble cadena.
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Hibridacion fluorescente in situ (FISH): técnica de localizacion citologica de
secuencias de ADN complementarias utilizando sondas marcadas con sefial fluorescente,

observadas con luz ultravioleta.

Identidad: el grado en que secuencias comparadas tienen bases o residuos idénticos en

posiciones equivalentes, generalmente expresada en porcentaje.

Metilacién: transferencia enzimatica de grupos metilos (-CH3) desde la S-
adenosilmetionina a moléculas bioldgicas, incluyendo fosfolipidos, proteinas, ARN y

ADN. Esté asociada a la regulacion de la expresion génica.

Polimorfismo: hacen referencia a distintas formas (alelos) que se presentan en la

secuencia del ADN.

Region conservada: una secuencia de nucledtidos (ADN) o residuos de aminoacidos

(proteinas) que permanecen invariables a través de la evolucion en diferentes especies.

Regiones o secuencias sinténicas: una secuencia de nucleétidos (ADN) donde aparecen

genes o loci en el mismo cromosoma, independientemente si estan o no ligados.

Scaffold: conjunto ordenado de contigs que estan en el orden correcto, pero que no

necesariamente forman un tramo contiguo de secuencia.

Secuenciamiento: proceso mediante el cual por diferentes métodos o técnicas se

determinan las secuencias de &cidos nucleicos o proteinas.

Seleccion genomica: metodologia utilizada para la prediccion del mérito genético de un
animal en base a la informacion de su ADN. En otras palabras, es poder predecir el

fenotipo de un animal en base al genotipo.

Sonda: secuencia de ADN o ARN marcada, que puede detectarse mediante microscopio
de fluorescencia, u otras formas de deteccion, con la finalidad de identificar genes o

productos génicos.
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