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Uso de la micromatriz de alta densidad de bovino parala
construccion de un mapa fisico de polimorfismos de
nucleétido simple en alpacas (Vicugna pacos)

Use of the high-density bovine microarray for the generation of an alpaca
(Vicugna pacos) single nucleotide polymorphism physical map

Camilo Mamani's, Gustavo Augusto Gutiérrez Reynoso',
Polina Perelman?, Warren E. Johnson?, Federico Abel Ponce de Leén Bravo*

RESUMEN

El objetivo del estudio fue desarrollar un mapa fisico preliminar de polimorfismos de
nucleotido simple (PNSs) en alpaca usando un panel celular hibrido irradiado alpaca/
hamster y una micromatriz de genotipado de alta densidad de bovino (BovineHD
BeadChip-Illumina). Se realizé el genotipado de 92 clones celulares hibridos irradiados y
cuatro muestras control (alpaca macho, alpaca hembra, hamster y 1:10 alpaca/hdmster
mezcla de ADN) con la micromatriz. Luego del genotipaje de las muestras control del ADN
de alpaca y hamster solo se retuvieron PNSs de bovinos que mostraron una frecuencia de
sefial positiva de 1. Los PNSs identificados en el ADN de alpaca fueron filtrados para
sustraer los presentes en el hamster. De estos ultimos, solo se retuvieron para el analisis
final aquellos que tuvieron una frecuencia de sefial positiva de 0.2 a 0.8 para los 92 clones
y se eliminaron los PNSs que presentaron falsos positivos. Los restantes PNSs especifi-
cos de alpaca fueron tabulados en el formato MapMaker y fueron analizados con el
programa Carthagene para identificar grupos de ligamiento. Los grupos ligados fueron
ubicados en el genoma referencial Vicugna pacos-2.0.2, aplicando el programa BLAST y
el comando SHORTBLAST, en la plataforma Galaxy. Las dos muestras control de alpaca
registraron 294 165 PNSs, con sefial positiva en la micromatriz de bovino. La cantidad de
PNSs de alpaca, después de eliminar los PNSs positivos comunes con hamster, fue 50 686
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y luego de eliminar los posibles falsos positivos quedaron 2924 PNSs. Esta cantidad se
analizo con el programa Carthagene y resulté en 33 grupos de ligamiento, con un total de
216 PNSs. Las distancias calculadas entre estos PNSs oscilan entre 65.3 y 671.9 cR, con
un logaritmo de probabilidades (LOD) >6.0. Finalmente, se encontraron un total de 31
PNSs en el genoma referencial (E-value<0.05).

Palabras clave: alpaca, genémica, PNSs, micromatriz

ABSTRACT

The aim of this study was to develop a preliminary physical map of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in alpaca using an alpaca/hamster radiation hybrid panel and a
bovine high- density SNP genotyping microarray (BovineHD BeadChip-Illumina). The
methodology included genotyping 92 alpaca/hamster hybrid cell clones, and four con-
trol samples (male alpaca, female alpaca, hamster and 1:10 DNA mixture) with the microarray.
After genotyping the alpaca and hamster DNA control samples, only bovine SNPs with
a call frequency of 1 were retained. The SNPs identified in the alpaca DNA samples were
then filtered to remove those also found in the hamster. From the remaining alpaca SNPs,
to decrease the probability of false positives, only those with a call frequency from 0.2 to
0.8 in the 92 hybrid clone samples were retained for the final analysis. The remaining
alpaca specific SNPs were tabulated in MapMaker format and were analysed with the
Carthagene software to identify linkage groups. The linkage groups were mapped to the
reference genome Vicugna pacos-2.0.2, using the BLAST software and the
SHORTBLAST command on the Galaxy platform. The two alpaca control samples had
294 165 SNPs with positive signals in the bovine microarray. After eliminating the most
common hamster SNPs and the most-likely false positives, 2924 SNPs remained. These
were assigned to 33 linkage groups encompassing 216 SNPs. The estimated distance
between these SNPs ranged from 65.3 and 671.9 cR, with a logarithm of the odds (LOD)
>6.0. Finally, a total of 31 SNPs was found in the reference genome (E-value <0.05).

Key words: alpaca, genomic, SNPs, microarray

INTRODUCCION

La crianza de alpacas es una de las ac-
tividades de mayor importancia e impacto en
el desarrollo socioecondmico de la poblacion
altoandina del Peru, por su capacidad de
adaptacion a condiciones ambientales extre-
mas, por ser una fuente alimenticia proteica
para la poblacion humana, y por su produc-
cion de fibra.

Los polimorfismos de nucledtido simple
(PNSs) son variaciones en la secuencia de
ADN que afectan una base nitrogenada. Es-

tan siendo muy utilizados como marcadores
moleculares con la finalidad de investigar pro-
cesos genéticos evolutivos, estudios de aso-
ciacion a caracteres de interés productivo y
para incrementar el conocimiento en espe-
cies no modelo donde no se conocen detalles
sobre su genoma (Seeb ef al., 2011).

Existen estrategias para estimar la lo-
calizacion y ordenamiento de marcadores
moleculares a lo largo del genoma de cual-
quier especie, siendo una de ellas el uso de
paneles de células hibridas irradiadas, cuyo
fundamento es la fusion de células de la es-
pecie de interés (donadora), conteniendo frag-
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mentos de ADN causados por la irradiacion,
con células inmortales de otra especie (re-
ceptora) que retiene los fragmentos de ADN
donados. El andlisis de retencion de marca-
dores moleculares en estas células hibridas
irradiadas determina el ordenamiento de mar-
cadores moleculares en grupos ligados para
la especie de interés (Faraut et al., 2009). El
analisis de co-segregacion de PNSs en las
células hibridas irradiadas se facilita median-
te el genotipaje de cada uno de los clones
irradiados con una micromatriz de PNSs, que
permite hacer genotipados de miles de PNSs
en un solo analisis (Wiggans et al., 2017).

Johnson y Perelman (2007) reportaron
la creacion de un panel celular de radiacion
hibrida (5000 Rad) de una alpaca macho
llamada «Limerick», conformado por 92
clones. El panel estd compuesto por clones
con frecuencias de retencién mayores al 40%,
donde se llegaron a mapear 428 marcadores
en base a la homologia encontrada con
ZooFISH existente entre los cromosomas de
dromedario, bovino y humano (Balmus ez a/.,
2007). De la misma manera, Perelman et al.
(2018) reportaron la creacion de dos paneles
hibridos irradiados (5000 y 15000 Rad) para
el dromedario. El primero esta constituido por
93 clones y su frecuencia de retencion es de
47.7%,y el segundo compuesto por 90 clones
y una frecuencia de retencion de 39.9%. Es-
tos paneles de radiacion hibrida constituyen
un recurso importante para la construccion
de mapas genémicos de mediana y alta reso-
lucion en camélidos, respectivamente.

Se cuenta con un mapa preliminar
citogenético integrado del genoma de alpaca,
el cual esta conformado por 230 marcadores
moleculares ordenados a lo largo de los 37
pares de cromosomas de la alpaca (Avila et
al., 2014). Asimismo, 86 genes de alpacas
han sido mapeados en el dromedario, obser-
vandose localizaciones sinténicas entre am-
bos, confirmando que ambas especies son
gendmicamente muy similares. Mendoza et
al. (2019) localizaron seis genes candidatos
para el crecimiento de fibra (COLIAI,
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CTNNBI1, DAB2IP, KRT15, KRTAP13-1,y
TNFSF12) y cinco genes para el color de
fibra (ALX3, NCOA6, SOX9, ZIC1,y ZICS).
También se identificaron 48 PNSs ubicados
en regiones intronicas y exonicas de 22 genes
de queratina (Fernandez ef al., 2019).

No se han disefiado micromatrices para
analisis gendmico en alpacas, por lo que existe
la posibilidad de utilizar micromatrices ya exis-
tentes en otras especies para identificar PNSs
en alpacas. Estos PNSs serian conservados
entre alpaca y bovino. Estudios en venados
(Haynes y Latch, 2012) y bisonte (Pertoldi et
al., 2010) han logrado identificar PNSs con
el uso de la micromatriz de bovino, evaluan-
do mas de 50 000 PNSs (BovineSNP50
BeadChip, [llumina). Sin embargo, cuando se
analizan dos especies hay que considerar las
distancias evolutivas entre ellas, dado que
podria existir una relacion inversa entre dis-
tancia evolutiva y el nimero de PNSs con-
servados. Por lo tanto, el uso de micromatrices
de bovino para la identificacion de PNSs co-
munes con la alpaca podria ser beneficioso
para incrementar el nimero de PNSs de al-
paca.

Por este motivo, el objetivo del estudio
fue identificar PNSs conservados entre bo-
vino y alpaca y desarrollar un mapa fisico
preliminar de estos PNSs usando un panel
celular hibrido irradiado alpaca/hamster y una
micromatriz de genotipado de alta densidad
de bovino.

MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 como material experimental un
panel de 92 clones celulares hibridos irradia-
dos alpaca/hamster y cuatro muestras con-
trol adicionales al panel que contienen ADN
genomico de alpaca Huacaya macho
(Limmerick), alpaca huacaya hembra
(Carlotta), la linea celular de hamster A23 y
una mezcla de alpaca macho y hamster en
una proporcién de 1:10, respectivamente.
Estas 96 muestras fueron genotipadas con la
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micromatriz de alta densidad para bovinos
(BovineHD BeadChip-Illumina) que contie-
ne 777 962 PNSs.

Los resultados del genotipado de las
cuatro muestras controles fueron analizados
con los programas GenomeStudio, Excel y
R. El parametro utilizado para seleccionar
PNSs fue la frecuencia de sefial positiva (Call
Frequency) equivalente a 1. Solo se acepta-
ron PNSs que fueron identificados en las dos
muestras de alpaca con frecuencia 1, elimi-
nando del andlisis el resto de PNSs que no
cumplieron con este criterio. Las dos mues-
tras de ADN de alpaca, la muestra de hamster
y la muestra mezcla de alpaca macho/
hamster 1:10 se evaluaron de forma indepen-
diente y se generaron bases de datos en for-
mato .zxty .xlsx. La informacion obtenida de
estas muestras sirvio para, por comparacion,
retener PNSs con frecuencia 1 en las mues-
tras de ADN de alpaca y hamster, para luego
eliminar los conservados comunes entre am-
bas muestras y solo se tabularon los PNSs
unicos en alpaca.

Los resultados del genotipado de los 92
clones celulares hibridos irradiados alpaca/
hamster fueron evaluados en el Genome-
Studio 2011.1 (Genotyping Module v. 1.9.4,
[lumina, USA), considerando la frecuencia
de senal positiva >0.20 y <0.80. Luego los
PNSs comunes con los que estuvieron pre-
sentes en el ADN de alpaca y ausentes en el
ADN de hamster evaluados anteriormente,
fueron tabulados con su genotipo respectivo.
Finalmente, como el panel fue realizado con
el ADN de una alpaca, el genotipado de cada
PNS en los 92 clones celulares hibridos po-
dria ser solo homocigoto (AA o BB), o
heterocigoto (AB) o ausencia de sefial (no
genotipado, NC); donde ningiin PNS debe
haber sido homocigoto para ambos alelos o
la combinacion de homocigotos con hetero-
cigotos. Por esta razon, solo se consideraron
los PNSs cuyos genotipos fueron similares
en todas las muestras evaluadas. De esta
manera se eliminaron PNSs en los que se asu-
me sefial positiva erronea (falsos positivos).

Para calcular las distancias y el orden
de los PNSs encontrados previamente se uti-
liz6 el programa Carthagene (Schiex ef al.,
2009) para lo cual se tuvo que transformar la
informacion obtenida al formato MapMaker,
codificando con el valor 1 los genotipos AA,
AB y BB, los no genotipados (NC) con el
valor 0, en un archivo de texto delimitado por
tabulaciones. Luego en base a la localizacion
cromosomica de PNSs bovinos, los PNS po-
sitivos de alpaca se catalogaron en 30 gru-
pos, facilitando de esta manera el analisis de
ligamiento con el programa Carthagene. Una
vez identificados los grupos de PNSs ligados
se crearon tablas de datos donde se registra-
ron con su secuencia bovina total de 121
nucledtidos, ubicandose el polimorfismo en el
medio. Esta informacion fue extraida de la
base de datos de PNSs del BovineHD
BeadChip usando el programa GenomeStudio.

De la misma manera, se crearon dife-
rentes tablas que incluian la secuencia de 20
y 25 nucleotidos anteriores al nucleotido
polimorfico en direccion 5’ - 3°, ubicandose
de esta manera el polimorfismo como el
nucleoétido final de la secuencia. El genoma
de referencia Vicugna pacos-2.0.2 del
NCBI (National Center for Biotechnology
Information) fue descargado en formato
FASTA del GenBank (GCF_000164845.1) y
procesado con el software REPEAT-
MASKER, con la finalidad de eliminar se-
cuencias repetitivas del genoma de la alpa-
ca. Este ultimo file se subi6 a la plataforma
Galaxy (Cock et al., 2015) alojado en el
Minnesota Supercomputing Institute (Univer-
sity of Minnesota) con la finalidad de locali-
zar los PNSs bovinos que resultaron positi-
vos en alpaca en los scaffolds correspon-
dientes al genoma de alpaca, mediante el pro-
grama BLAST y los comandos SHORT
BLAST aun valor esperado (E-value) de 0.05
(NCBI, 2016).

El software Carthagene utiliza un mo-
delo probabilistico denominado Modelo Oculto
de Markov y para el calculo de la frecuencia
de retencion de los PNSs evaluados utiliza
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Figura 1. Distribucion de polimorfismos de nucleétido simple (PNSs) conservados entre alpaca

y bovino

un estimador de maxima verosimilitud cuyo
algoritmo es el de esperanza-maximizacioén
(EM). Esta probabilidad calculada es trans-
formada a un parametro llamado LOD score
(logaritmo de las probabibidades), el cual in-
dica cuando dos loci o marcadores estan li-
gados y se van a heredar juntos. Un LOD
score de 3 indica que por cada 1000 analisis
uno (1) sea diferente de lo observado al azar
(De Givry et al., 2004).

Para el caso de la localizacion de los
PNSs en el genoma de la alpaca se calculo el
E-value, el cual hace referencia al nimero
de veces (probabilidad) que ocurran exce-
lentes alineamientos comparados a que ocu-
rran al azar en una base de datos. Las
alineaciones bioldgicamente significativas,
que indican que las secuencias de ADN son
significativamente similares, tienen E-value<1
(Pesvener, 2015).
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RESULTADOS

El esquema de analisis e identificacion
de PNSs que emitieron sefial positiva y estu-
vieron presentes solo en el genoma de alpa-
ca se realizé de la manera que fue descrito
por Mamani et al. (2017). Brevemente, de
los 777 962 PNSs analizados mediante la
micromatriz de alta densidad, 294 165 PNSs
fueron positivos en las dos muestras control
de alpaca, lo que representa el 37.81% del
total. En la muestra de hamster se identifica-
ron 453 699 PNSs, y luego de realizar filtra-
dos y eliminar los PNSs comunes con alpa-
ca, se encontro un total de 72 964 PNSs con-
servados entre la alpaca y el bovino. De la
misma manera, la muestra que contenia ADN
de alpaca y hamster en la proporcion 1:10 se
compar6 con el resto de las muestras control
para poder descartar PNSs falsos positivos y
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Cuadro 1. Identificacion de grupos de ligamiento en base a su orden, distancia,
logaritmo de probabilidades y probable homologia entre cromosomas de
bovino y alpaca

Grupo de  Cromosoma Probable  Total Distancia Promedio Probabilidad
ligamiento bovino cromosoma . de total (cR) LOD de retencion
de alpaca PNSs score
1 1 1 18 671.9 7.03 0.47
2 ) 5 4 91.6 9.07 0.49
3 13 7 158.41 9.55 0.52
4 3 9,13,21 7 285.6 6.08 0.47
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 8 271.1 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
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 24 4 96.2 8.83 0.44
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
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Figura 2. Mapas de referencias con los grupos de ligamiento (GL) del 1 al 11, con el orden y
distancias relativas

De los 50 686 PNSs identificados, solo
quedaron 2924 PNSs que cumplieron el re-
quisito de ser AAyNCoBByNCoABYy
NC. La distribuciéon de estos PNSs por

de esta manera seleccionar con mayor as-
tringencia PNSs especificos de alpaca. Esta
ultima comparacion identificé 50 686 PNSs,
que representan el 6.5% del total.
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Figura 3. Mapas de referencias con los grupos de ligamiento (GL) del 12 al 22, con el orden y

distancias relativas

cromosoma bovino se muestra en la Figura
1. Cada uno de estos grupos de PNSs fue
evaluado con el programa Carthagene y los
resultados se muestran en el Cuadro 1, don-
de se identifican 33 grupos ligados con un
total de 216 PNSs presentes en el genoma
de la alpaca. Los mapas de referencia
(framework maps) generados con el orden,
nombre y distancias entre PNSs se presen-
tan en las Figuras 2, 3 y 4.

Los cuadros 2 y 3 muestran la ubica-
cion de 23 y 8 PNS por comparacion de las
secuencias de 20 y 25 nucleotidos, respecti-
vamente, en el Vicugna pacos-2.0.2, todos
con E-value <0.05. Se considero este valor
porque es mas restrictivo al momento de in-
ferir si los alineamientos son producto del azar
(Pesvener, 2015).
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Figura 4. Mapas de referencias con los grupos de ligamiento (GL) del 23 al 33, con el orden y

distancias relativas

DiScUSION

Con el fin de incrementar el numero de
marcadores moleculares identificados para
especies con informacion gendmica insuficien-
te, se han usado micromatrices de marcado-
res moleculares disponibles de otras especies
que son evolutivamente cercanas. Por ejem-
plo, en venados usando la micromatriz de S0K
disponible para bovinos se pudo obtener 38.7%
de PNSs conservados entre estas especies
(Haynes y Latch, 2012). Este resultado con-
cuerda con el valor de 37.81% de PNSs que
emitieron sefial positiva, utilizando la
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micromatriz de 777K, reportada en el pre-
sente estudio. Sin embargo, en otro estudio
realizado en dos poblaciones de bisonte se
reportd 96.7 y 98.7% de PNSs conservados
usando la micromatriz bovina de 50K (Pertoldi
et al., 2010). Las distancias evolutivas entre
el venado-bovino (Hassanin y Douzery, 2003),
camélidos-bovinos (Wu et al., 2014) y bison-
te-bovino (MacEachern et al., 2009) fueron
estimadas en 25.1 a 30.1, 42.7y 1.2 a 2.1
millones de afios, respectivamente. Por lo tan-
to, al existir una mayor divergencia evolutiva
entre camélidos y bovinos, se espera obtener
una menor cantidad de PNSs identificados
usando la micromatriz del bovino.
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Cuadro 2. Secuencias de polimorfismos de nucleotido simple (PNSs) localizadas en
el Vicugna pacos-2.0.2 con un tamano de 20 nucledtidos (E-value <0.05)

Grupo de ligamiento y % E- . .- Numero Numero de
nombre del PNS Identidad value Secuencia nucleotidica del accesion
scaffold

3BovineHD0200017018 100 (19) 0.027 AAAGGGCAGAAAACTCTTT 49 NW_005882751.1
4BovineHD0300033341 100 (20) 0.007 CATTTGGTTTTAATTTTTAT 88 NW_005882790.1
7BovineHD0500004820 100 (19) 0.027 TCACAAAGGAAGACAGTAA 235 NW_005882937.1

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
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
22BovineHD2000007676 100 (19) 0.027 GATTGTTTCCAGTTTTCAT 15 NW_005882717.1

30 NW_005882732.1

119 NW_005882821.1
24BovineHD2200017192 100 (19) 0.027 TATCACCTCAAAAAAAAAA 5 NW_005882707.1

60 NW_005882762.1

66 NW_005882768.1
25BovineHD2300008252 100 (20) 0.007 TGTCACTGCTTGTGCCTCCA 18 NW_005882720.1

77 NW_005882779.1
26BovineHD2400015769 100 (19) 0.027 TCTTTAGCAAAGATTTTCT 0 NW_005882702.1
28BovineHD2500003077 100 (19) 0.027 AAGGGGTGGGGAGGAAGAA 58 NW_005882760.1
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

Bertolini et al. (2016) detectaron 10.5%
PNSs en ocho alpacas usando la misma
micromatriz de 777K empleada en la presen-
te investigacion, donde se detectd el 6.5%
del total de PNSs analizados. Las razones
para estas diferencias podrian ser porque en
este estudio se utilizo el genoma de una alpa-
caen la construccion de los clones de células
hibridas irradiadas y se excluyeron los comu-
nes con hamster.
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De los 50 686 PNSs detectados en el
ADN de alpaca y ausentes en el hamster se
utilizaron solo 2924 PNSs para el analisis de
ligamiento. Esta disminucion se debid al cri-
terio que se impuso para incrementar la as-
tringencia del analisis descartando los po-
sibles falsos positivos. En el Cuadro 1 se pre-
senta la relacion de los 33 grupos de
ligamiento que incluyen 216 PNSs de los 2924
resultantes del analisis con el programa
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Cuadro 3. Secuencias de polimorfismos de nucledtido simple localizadas en el
Vicugna_pacos-2.0.2 con un tamano de 25 nucleétidos (E-value <0.05)

Grupo de ligamiento y % E-
nombre del PNS Identidad value

Secuencia N.° del
nucleotidica

Numero de

Mismatch .
accesion

scaffold

1BovineHD0100027068 95.8 (24) 0.014 GGGAACTCCAAG A (Transicién) 24

NW_005882726.1

GTTAGGAGTCCA

1BovineHD0100023558 95.8 (24) 0.014 TTCAAAATTAGTG G 138 NW_005882840.1
GGTGGTAATAT (Transversion)

3BovineHD0200003288 96.0 (25) 0.003 ATGATGTCTCTCA G (Transiciéon) 293 NW_005882995.1
ATGCCAAAGTTT

8BovineHD0600011684 96.0 (25) 0.003 CCTGGAACTCCTA C 80

NW_005882782.1

GACGGGAAACTT (Transversion)
11BovineHD0900030288 95.8 (24) 0.014 CCAGACAGAAAA G (Transicion) 277 NW_005882979.1

TCAATCAATAAA

13BovineHD1100019948 95.7 (23) 0.042 CTGCAGAAGTTC G (Transicion) 83 NW_005882784.1
ACCAGCATGCA

18BovineHD1600003364 95.7 (23) 0.042 TCTCTGCTTTTA A (Transicion) 6 NW_005882708.1
TGAGTTCGATT

22BovineHD2000012425 95.7 (23) 0.042 AGTGTGAGAAAA G 23 NW_005882725.1

GCATGAAGCGA (Transversion)

Letra en negrita representa al nucledtido que varié en referencia al Vicugna_pacos-2.0.2

Carthagene. Esta disminucion podria expli-
carse por el nivel de radiacion (5000 rad) uti-
lizado para generar el panel celular hibrido
irradiado, porque a menor dosis de radiacion
los fragmentos de ADN que se generan son
mas grandes y por lo tanto el analisis de
ligamiento de un nimero muy grande de mar-
cadores PNSs tiene una menor resolucion.
La decision de analizar grupos de PNSs por
cromosoma de bovino también disminuyo6 el
numero total de PNSs que podrian ser parte
de los grupos ligados.

Segun los estudios realizados por Balmus
et al. (2007), existen correspondencias
cromosomicas entre €l bovino y dromedario
que pueden ayudar a ubicar cromoso-
micamente marcadores moleculares, tal como
Avila et al. (2014) que evidenciaron con sus
estudios citogenéticos y mapeo por hibrida-
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cion fluorescente in situ (FISH) que existe
un escaso o ningun desarreglo cromoséomico
entre las especies de camélidos.

En el Cuadro 1 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 com-
partida 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 dos
grupos de ligamiento en alpacas que podrian
estar presentes en los brazos cromosomicos
Py q respectivamente (Ramos, 2014).
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Cabe resaltar que este trabajo seria el
primero en identificar grupos de ligamiento
usando la micromatriz de alta densidad del
bovino para el genoma de alpaca. La meto-
dologia de mapeo por radiacion hibrida ha
permitido incrementar el nimero de marca-
dores moleculares en especies como el va-
cuno (Zimin et al., 2009), cerdo (Servin et
al.,2012) y caprino (Du et al. 2014), debido
a que en combinacion con la informacion de
secuenciamiento y otras metodologias de
mapeo fisico producen mayor precision en el
ensamblaje de genomas de referencia para
lograr mapas de mayor resolucion a nivel
cromosOmico. Por esta razon y consideran-
do que en alpacas aun no existe una
micromatriz de ADN para identificar PNSs,
su utilidad sera muy importante para comple-
mentar la informacion 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 pre-
sente estudio son mediciones relativas entre
PNSs en los grupos de ligamiento respecti-
vos. 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 calculd una reso-
lucion de 8.6 Kb/cR y 5.3 Kb/cR usando pa-
neles de 7,000 y 12,000 rads, respectivamen-
te (Servin et al., 2012). En el caso del capri-
no se estimo6 una resolucion del mapa de 32.6
Kb/cR usando el panel de 5000 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 marcado-
res moleculares que se podrian mapear con
mejor precision seria también mayor.

Al momento de analizar grupos de mar-
cadores 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
indica que existen altos niveles de probabili-
dad de que el orden y las distancias sean co-
rrectos. En el presente estudio se decidio usar

12

el valor LOD=6 para incrementar la astrin-
gencia de asociacion entre los marcadores
que componen el mapa, lo que a su vez redu-
jo la posibilidad de incrementar el nlimero de
marcadores por grupo de ligamiento.

Los porcentajes de identidad mostrados
en el Cuadro 2, producto de secuencias guery
de 20 nucleotidos, son calculados sumando
las correspondencias idénticas entre secuen-
cias alineadas y dividiendo entre el numero
total de bases alineadas. En el presente caso,
todos los PNSs en los mapas desarrollados
fueron del 100%; sin embargo, los
emparejamientos idénticos (matches) en al-
gunos casos fueron de 19 nucledtidos y otros
de 20 (Klug et al., 2016). Los valores del E-
value en los 23 PNSs fueron menores a 0.05;
por lo tanto, los alineamientos son significati-
vos y tienen una mayor probabilidad que las
secuencias ubicadas en el Vicugna pacos-
2.0.2 no sean productos del azar.

El Cuadro 3 muestra un total de ocho
PNSs identificados en el Vicugna pacos-
2.0.2. al analizar las secuencias query de 25
nucledtidos. A diferencia del Cuadro 2, los
porcentajes de identidad son mayores al 95%,
en donde aparecen alineamientos de 23 has-
ta 25 nucledtidos y la presencia de un
mismatch (no emparejamiento) en todos los
casos. En la columna de mismatch se consi-
dera el nucledtido que no aline6 correctamen-
te y se verifica si el cambio de base fue por
transicion o transversion. Los valores del E-
value en los ocho PNSs fueron menores a
0.05, por lo tanto, los alineamientos son signi-
ficativos.

Los resultados del presente analisis solo
ubicaron 23 y 8 PNSs de los 216 PNSs en el
Vicugna pacos-2.0., que se puede deber a
una serie de factores como: la mayor diver-
gencia 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 considero, la poca informa-
cion que se tenia en cuanto al nimero exacto
de nucledtidos que reacciona con la micro-
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matriz y hace positiva su aparicion en los re-
sultados, y a la cobertura de 22X que no cu-
bre el genoma completo de la alpaca.

CONCLUSIONES

Se identificaron 50 686 polimorfismos de
nucleotido simple utilizando la micromatriz de
alta densidad del bovino y con un nivel mas
alto de astringencia, solo 2924 se estimaron
como verdaderos PNSs de alpacas. Con este
ultimo dato se desarrolld un primer mapa
referencial que resulté en 33 grupos de
ligamiento que incluyen 216 PNSs, de los
cuales fueron ubicados 31 PNSs en el genoma
referencial evaluado.
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