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RESUMEN

Durante muchas décadas las razas autoctonas han permitido dar cumplimiento a
numerosas necesidades de las diferentes comunidades. La variaciéon genética de estas
poblaciones ha sido un aspecto fundamental en el mantenimiento de la biodiversidad. Esta
variacion permite a los individuos diferenciarse entre si, y es gracias a esta diferenciacion
que es posible estimar la diversidad, la evolucion y la divergencia entre poblaciones. En la
actualidad, las técnicas de genotipado masivo de SNP han proporcionado una herramienta
muy util, tanto para determinar la diversidad asi como para la mejora genética animal. La
seleccion gendémica se ha convertido en un instrumento muy valioso para detectar
diferentes regiones del genoma relacionadas con variantes fenotipicas de interés. Sin
embargo, en las razas espanolas de vacuno de carne su aplicabilidad no ha sido tan
evidente hasta ahora. Es por esta razon, que las preguntas mds importantes que se
plantearon en esta tesis doctoral fueron: 1) determinar la cantidad de variacion genética
que hay en las principales razas autoctonas de ganado de carne espafiol; 2) estimar la
estructuracion de esa variacion en las distintas poblaciones; 3) calcular las distancias
genéticas y tener una vision global del grado de mixtura entre las distintas razas; y 4)
explorar la historia y constitucion genética de las razas a través del desequilibrio de
ligamiento, la persistencia de fases y el tamafo efectivo ancestral con miras a una futura
implementacion de la seleccion gendmica. Las razas objeto de estudio, el acrénimo y el
nimero de trios -padre, madre y descendiente- utilizados fueron los siguientes: Asturiana
de los Valles (AV, 25), Avilefia-Negra Ibérica (ANI, 24), Bruna dels Pirineus (BP, 25),
Morucha (Mo, 25), Pirenaica (Pi, 24), Retinta (Re, 23) y Rubia Gallega (RG, 22).

Para dar respuesta a estas inquietudes se parti6 de la estimacion de los parametros
demograficos y poblacionales evaluados mediante un andlisis de pedigris. Para este
analisis se empled la informacion registrada en los libros genealdgicos desde su creacion
hasta el afio 2009. Los resultados mostraron incrementos continuos de los censos
poblacionales y una alta tasa de intercambio de machos reproductores entre rebafios en
todas las razas evaluadas. La alta incidencia de la inseminacion artificial en la raza RG
incremento el naumero promedio de progenie por cada toro a 299,5 descendientes; para las

demas razas vario entre 35,9 y 89,8 descendientes. La complecion del pedigri mostrd



indices promedio del 92% una generacién atras y del 61% si se consideran seis
generaciones atras. Para los animales nacidos en 2009, los coeficientes de endogamia
promedio variaron entre 0,6% (BP) y 7,2% (Re). Se observo un aumento general de la
endogamia media en todas las razas. El tamafo efectivo de la poblacion, basado en el
incremento promedio de la tasa de endogamia individual para generaciones equivalentes,
vari6 entre 19 (Mo) y 90 (AV) en el afio 2009. El niimero efectivo de ancestros oscild entre
42 (RG) y 838 (BP) y fue menor de lo que era el numero efectivo de fundadores en todas
las razas, lo que sugiere la existencia de cuellos de botella en las poblaciones estudiadas.
Estos hechos sugieren la necesidad de implementar una politica para el manejo adecuado
de los apareamientos que ayude a controlar la endogamia y no perder la variabilidad
genética.

Posteriormente, y con el fin de complementar estos analisis, se evaluo la diversidad y
divergencia genética por medio de marcadores moleculares de tipo SNP obtenidos a partir
de un chip de Illumina de alta densidad (778 K). Los resultados mostraron una
heterocigosis esperada de alrededor de 0,30. Por su parte, el andlisis de varianza molecular
(AMOVA) revel6 que el 94,22% de la variacion total se explica por las diferencias entre
los individuos mientras que sélo el 4,46% fue el resultado de las diferencias entre las
poblaciones. Estos resultados indicaron gran diversidad dentro de individuos y un bajo
grado de divergencia entre las razas. Las distancias genéticas de Nei, estimadas entre cada
par de poblaciones, oscilaron entre 0,009 (ANI-BP) y 0,016 (Pi-Re). El arbol filogenético
de neighbor joining (N-J) y el andlisis de componentes principales (PCA) mostraron dos
grupos principales de razas: Pi y BP, por un lado, y ANI, Mo y Re, por el otro. Las razas
AV y RG, por su parte, ocuparon una posicion intermedia. El andlisis de cluster asign6 la
mayoria de los individuos a grupos que coinciden con la poblacion de origen, sin embargo
también reveld cierto grado de mixtura entre las razas.

Finalmente, se estim6 la magnitud del desequilibrio de ligamiento (LD) y la
persistencia de las fases haplotipicas a partir de los marcadores moleculares, y se calculo el
tiempo de divergencia, y el tamafio efectivo ancestral de la poblacion. Las estimaciones
promedio del LD para los marcadores adyacentes estuvieron en el entorno de 0,52 en las
siete razas, y disminuyeron a medida que se increment¢ la distancia entre los marcadores
(0,07 y 0,05 para los marcadores separados 200 kb y 1000 kb, respectivamente). Estos
resultados indican que con un panel de cémo minimo 38.000 SNP seria suficiente para

alcanzar un programa de seleccion genomica exitoso dentro de cada raza. De manera
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similar, la persistencia de fases también disminuyd de un rango de 0,92-0,96, hasta 0,01-
0,08 cuando la distancia entre marcadores aumento6 de 5 a 1000 kb, respectivamente. Por lo
tanto, y con el fin de tener una persistencia de fases minima de 0,8 aplicable a la seleccion
genomica, el tamaio del panel de SNP entre razas debe oscilar entre 50.000 y 83.000 SNP
segun la raza. Por otro lado, la divergencia entre razas se dio aproximadamente hace 129
(AV-Mo) y 206 (Pi-Re) generaciones. En general, los tamafios efectivos ancestrales hace
1500 generaciones oscilaron entre 1753 y 2893 para Pi y AV, respectivamente, mientras
que hace una generacion estos valores variaron entre 24 y 32 para RG y BP,
respectivamente. Los altos valores de LD en las distancias cortas, asi como la rapida
disminuciéon de LD, se reflej6 en el bajo tamano efectivo de la poblacion de las
poblaciones de ganado vacuno espainol. Los resultados de este estudio son relevantes para
la futura implementacioén dentro y entre razas de programas de seleccion gendmica en las

poblaciones de ganado vacuno espafiol.
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SUMMARY

For many decades the autochthonous breeds allowed to fulfill many needs of
different communities. Genetic variation of these populations has been a fundamental
aspect in maintaining biodiversity. This variation allows individuals to differentiate
themselves, and thanks to this distinction it is possible to estimate the diversity, evolution
and divergence between populations. Currently, massive SNP genotyping techniques have
provided a very useful tool, both to determine the diversity as well for breeding purposes.
Genomic selection has become an invaluable tool to identify genomic regions associated
with the phenotypic variation of traits of interest. However, the applicability in the Spanish
beef cattle breeds has not been so evident so far. It is for this reason that the most
important questions raised in this thesis were: 1) determining the genetic variation existing
in the autochthonous Spanish beef cattle breeds; 2) to estimate the structure of this
variation in the different populations; 3) to calculate the genetic distances and get an
overview of the degree of admixture between breeds; and 4) explore the genetic history of
the breeds through linkage disequilibrium, persistence of LD phase and the past effective
population size to implement genomic selection in the future. The breeds, acronyms and
number of trios —father, mother, offspring- used in this study were: Asturiana de los Valles
(AV, 25), Avilena-Negra Ibérica (ANI, 24), Bruna dels Pirineus (BP, 25), Morucha (Mo,
25), Pirenaica (P1i, 24), Retinta (Re, 23) and Rubia Gallega (RG, 22).

To answer these concerns we started with the estimation of demographic and
population parameters assessed by pedigree analysis. For this analysis the herdbook
information from their foundation up to 2009 was used. The genetic structure estimated
from pedigrees showed continued increases in population censuses and a high exchange
rate of breeding males among herds in all breeds studied. The high incidence of artificial
insemination in RG breed increased the average number of progeny per bull to 299.5; for
the rest of breeds it ranged between 35.9 and 89.8. Pedigree showed average of
completeness indexes of 92% one generation ago, and 61% six generations ago. For
animals born in 2009, average inbreeding coefficients ranged from 0.6% (BP) to 7.2%
(Re). There was a general increase in average inbreeding in all breeds. Effective population

size based on averages of individual increase of inbreeding by equivalent generations



ranged from 19 (Mo) to 90 (AV). Effective number of ancestors ranged from 42 (RG) to
838 (BP), and was lower than was the effective number of founders in all breeds,
suggesting the existence of bottlenecks in the populations studied. These facts suggest the
necessity to implement a policy for proper management of matings to control inbreeding
and the loss genetic variability.

Subsequently, in order to complement these analyses, the genetic diversity and the
degree of divergence was evaluated using a high-density SNP chip obtained from Illumina
(778 K). The expected heterozygosity was around 0.30. The analysis of molecular variance
(AMOVA) revealed that 94.22% of the total variance was explained by differences within
individuals whereas only 4.46% was the result of differences among populations. These
results indicate great diversity within individuals and low degree of divergence among
breeds. Nei’s genetic distances, estimated between each pair of populations, ranged from
0.009 (ANI-BP) to 0.016 (Pi-Re). The neighbor joining (N-J) phylogenetic tree and the
principal component analysis (PCA) showed two main groups of breeds: Pi and BP on the
one hand, and ANI, Mo and Re, on the other. The AV and RG breeds occupied an
intermediate position. A cluster analysis assigned all the individuals to the breed they
belong to, but also revealed some degree of admixture among breeds.

Finally, the extent of linkage disequilibrium (LD) and the persistence of the
haplotypic phases from molecular markers were estimated, as well as the time of
divergence and the past effective population size. The average estimates of LD for adjacent
markers was close to 0.52 in the seven breeds, and decreased with the increase of the
distance between markers (0.07 and 0.05 for markers to 200 and 1000 kb apart,
respectively). This decay suggests that with a panel having a low boundary of 38.000 SNPs
would be enough to achieve a successful within breed genomic selection program.
Furthermore, the persistence of phase decreased from the range of 0.92 to 0.96, to a range
of 0.01 to 0.08 when the marker distance increased from 5 to 1000 kb, respectively. In
order to have a minimum persistence of LD phase of 0.8 applicable to across breed
genomic selection, the size of the SNP panels must be in the range of 50,000 to 83,000,
depending upon the breed pairs. On the other hand, the divergence among breeds occurred
about 129 (AV-Mo) and 206 (Re-Pi) generations ago. Estimates of past effective
population sizes showed values ranging from 1753 to 2893 for 1500 generation ago in Pi
and AV, respectively, and values ranging from 24 to 32 for RG and BP, respectively, one
generation ago. The high values of LD at short distances and the rapid decline of LD was
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reflected in the low past effective population size of the Spanish beef cattle populations.
The results of this study are relevant for the future implementation of within breed and

across breed genomic selection programs in the Spanish beef cattle populations.
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1. Introduccion

1.1. Importancia de las razas bovinas autoctonas

El uso racional y sostenible de los recursos locales permite dar cumplimento a diversas
necesidades como son: la preservacion de la fauna autdctona, la biodiversidad y el
mantenimiento de los ecosistemas, ademas de permitir el desarrollo socioecondémico de
una zona en particular (Gandini y Villa, 2003).

La biodiversidad es la caracteristica basica mas sobresaliente de las razas autdctonas.
La importancia de esta condicion radica principalmente en una mejor adaptacion de las
razas autoctonas a su habitat y a los recursos existentes, los cuales transforman de forma
eficiente en armonia con su medio natural (FAO, 2007). Los animales domésticos
contribuyen también al mantenimiento de los ecosistemas en los que viven,
proporcionando servicios tales como la dispersion de semillas, el ciclo de nutrientes o
simplemente haciéndolos econdmicamente sustentables (Molina, 2010). De la misma
manera, la alta variabilidad genética de las razas autoctonas les permite tener una alta
capacidad de adaptarse a los cambios climaticos, y la evolucion y seleccion han fomentado
la rusticidad. Estas caracteristicas les han concedido una alta resistencia a las enfermedades
propias de cada zona y les ha mejorado la capacidad de aprovechamiento de recursos
forrajeros de baja calidad (Hoffmann, 2010).

Desde el punto de vista socioecondmico, los animales domésticos también juegan un
papel importante en la contribucidon del desarrollo y mantenimiento de la poblacion rural.
Estos satisfacen mas del 30% de las necesidades humanas en alimentacién y agricultura, lo
cual es fundamental en el mantenimiento de la seguridad alimentaria (Molina, 2010).
Ademas de la relevancia socioecondmica, en la mayoria de las regiones del mundo se
reconoce las funciones historicas y culturales del ganado autoctono. Las motivaciones
culturales influyen en la utilizacion de los recursos zoogenéticos y con frecuencia, existen
fuertes vinculos entre las comunidades y sus razas locales (FAO, 2007). Al igual que los
restos arqueoldgicos, las razas autdctonas tienen el mismo derecho a ser preservadas, y
mas aun si consideramos que una raza es el fruto de mas de 8.000 afos de actuacion del
hombre sobre las poblaciones animales y que por lo tanto es un patrimonio vivo de la
humanidad. Las razas son el espejo de las diferentes migraciones, invasiones y culturas de

los distintos pueblos que han poblado un determinado territorio, ya que en los procesos
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migratorios los seres humanos han ido acompafiados de sus animales domésticos, los
cuales al llegar a esos nuevos territorios se adaptan y/o se cruzan con los alli presentes,
dando lugar a nuevas razas (Molina, 2010). Desde el punto de vista cientifico, las especies
domesticas desempefian un papel muy importante en los estudios fisioldgicos o genéticos.
La adaptacion de los animales autdctonos a dietas raras, habitats especiales o a parasitos
especificos, puede constituir un material de inapreciable valor para el estudio de la
naturaleza fundamental de esas adaptaciones (Sanchez et al., 1992).

La trascendencia econdmica de las razas bovinas autoctonas radica principalmente en
los costes de produccion y en la calidad. Los métodos de explotacion en régimen extensivo
han evolucionado en todo el mundo al igual que en Espana. En este sentido, el uso de las
razas autoctonas trae consigo una disminucioén en los costes de explotacion, ya que no
requiere el mantenimiento de sistemas de explotacion muy intensificados. Ademas, es
importante mencionar las implicaciones sanitarias potenciales que tiene para el ser humano
el consumo de productos ganaderos provenientes de sistemas intensificados y el deterioro
ambiental derivado de la utilizacion de fertilizantes, y de residuos de plaguicidas y
herbicidas (Ibanez y Mas, 1997). Por otro lado, la demanda de productos ganaderos y los
gustos de los consumidores cambian a lo largo del tiempo, de hecho en algunos paises han
surgido denominaciones especificas y marcas de calidad (Jimeno et al., 1996). De esta
manera, actualmente se dibuja un escenario ideal para los modelos ganaderos que buscan
que las granjas estén en conjuncién con sistemas sostenibles y que no dependan de
insumos externos (Molina, 2010). La sociedad exige cada vez mds alimentos de calidad
diferenciada, que llevan implicitos conceptos de respeto al medio ambiente que mitiguen el
cambio climatico. Asi, la calidad se convierte en una de las principales caracteristicas que

diferencian a las razas autdctonas de las razas especializadas.

1.2. Sistemas de produccion del vacuno de carne en Espafa

Los diferentes sistemas productivos extensivos y semiextensivos en los que se desarrolla el
ganado vacuno de carne de Espafia se ajustan a tres modelos principalmente: sistema de

dehesa, sistema de montafa y sistemas no montafiosos himedos.
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1.2.1. Sistema de dehesa

En un sentido amplio se consideran dehesas a aquellas explotaciones de ganado en régimen
extensivo de pastoreo. Es un sistema agro-silvo-pastoril que se encuentra sobre terrenos de
baja aptitud agricola, poco fértiles y con arbolado abierto. La ubicacion geografica de la
dehesa es el oeste y suroeste de la Peninsula Ibérica, sobre terrenos llanos u ondulados. En
general, suele estar sobre suelos poco profundos, acidos y con bajo contenido en materia
organica (Daza, 1997). El maximo crecimiento de los pastizales se produce durante la
primavera, mientras que durante el verano el crecimiento es muy bajo o nulo. El niimero
medio de cabezas por explotacion es de 125 y la superficie media que ocupa cada
explotacion es de 548 hectareas (Milén et al., 2006). En la zona de dehesa las razas que se
emplean son razas rusticas, adaptadas a las dificiles condiciones climaticas. Entre las razas

autdctonas mas usuales estan: Avilefia-Negra Ibérica, Morucha y Retinta, entre otras.

1.2.2. Sistema de montanha

Los sistemas montafiosos como los Pirineos, Picos de Europa, Sistema Central, entre otros,
han estado estrechamente relacionados con la produccion de vacuno de carne. Son
numerosas las razas que se explotan bajo este sistema, sin embargo las principales razas
autdctonas son: Asturiana de la Montafia, Bruna dels Pirineus y Pirenaica, entre otras
(Acero, 2009). Generalmente, las explotaciones que se encuentran en areas de montafa,
cuentan con tres tipos de producciones forrajeras bien diferenciadas (Revilla, 1997):

e Praderas de siega. Situadas normalmente en los fondos de valle, o en lugares
cercanos a los pueblos y utilizadas, mediante siega y henificacion, para obtener
recursos forrajeros para la alimentacion invernal.

e Pastos de media montania. Se trata de superficies que se aprovechan mediante
pastoreo directo durante la primavera y el otoflo. En algunos casos son de
propiedad privada y en otros son comunales.

e Pastos de alta montaiia (puertos). Son superficies de aprovechamiento comunal en
la mayoria de los casos, situadas en altitudes superiores a los 1.500 m.s.n.m. y

utilizadas durante el verano.

1.2.3. Sistemas no montafosos himedos
Se trata de areas de Espafa que no tienen grandes accidentes montafiosos. Son zonas muy

benignas para la produccion de pastos y, por lo tanto, para la cria de vacas. El maximo



CAPITULO 1

exponente de este tipo de explotacion es la comunidad autonoma de Galicia, aunque
también estd presente en otras comunidades de la cornisa cantdbrica, como Asturias y
Cantabria. En estas zonas hay excelentes prados naturales (que en ocasiones se mejoran
mediante fertilizacidon), aunque también se siembran prados artificiales compuestos de
varias especies, normalmente la siembra combina 4 6 5 especies que aseguran una
persistencia importante. Es frecuente que se realice pastoreo rotacional, para lograr unos
mejores resultados en la produccion de forraje (Acero, 2009). Las razas autoctonas que

generalmente se explotan bajo este sistema son: Asturiana de los Valles y Rubia Gallega.

1.3. Programas de mejora genética de vacuno de carne en Espaia

En Espafia, las diferentes asociaciones de ganaderos han tenido como principal actividad la
gestion de los libros genealdgicos. No fue hasta la década de los 90 que muchas de ellas
toman conciencia de la necesidad de establecer controles de rendimientos para la recogida
sistemdtica de la informacion productiva, y de la utilidad de dicha informacion a la hora de
predecir el valor genético de los mismos como herramienta para seleccionar los
reproductores (Diaz y Quintanilla, 2002).

Pese a que cada raza posee su propio esquema de seleccion segun las pautas
marcadas por sus respectivas asociaciones, la totalidad de las razas sometidas a seleccion
siguen programas comunes que pueden resumirse de la siguiente manera (Sanchez-Belda,
2002):

1) Definicion de un objetivo general, que dependera de lo que busque cada asociacion
de criadores en cada raza en particular.

2) Obtenciéon de informacion individualizada de datos productivos con la
correspondiente genealogia.

3) Prediccion de valor genético individual de cada caracter medido en cada animal.
Generalmente se aplica el método BLUP del modelo animal.

4) Elaboracion de indices que ponderen los valores genéticos obtenidos.

5) Realizacion y publicacion de catidlogos de los valores genéticos y/o de los indices
obtenidos anteriormente.

6) Alternativamente algunas razas realizan pruebas de desempefio e inseminacion

artificial en planteles o centros especializados.
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Los objetivos y criterios de seleccion de las principales razas autoctonas espafiolas se
resumen en la tabla 1.1. En la actualidad, en la gran mayoria de los programas de vacuno
autoctono de carne, la evaluacion genética se basa en los caracteres de crecimiento, y mas
concretamente al peso ajustado a edades tipo y en ocasiones la morfologia. En algunos
casos, las caracteristicas maternas se declaran como criterio de eleccion de sementales y
como criterios de seleccion de las madres en casi todos los casos. En cuanto al registro de
los datos, en todas las razas se registran pesos pre y post destete y caracteristicas
morfoldgicas, en varias de ellas se registran caracteristicas de la canal, y solo en algunas de
ellas se registran medidas de conformacion, estado de engrasamiento y pH 24 horas
después del sacrificio. A excepcion de la facilidad de parto, en pocos casos se registran
datos relativos a la reproduccion de las hembras con fines de seleccion (precocidad,
intervalo entre partos) (Serradilla, 2008).

En la actualidad, el uso de la informacion molecular no se hace parte, de una manera
formal, de los programas de seleccion de vacuno de carne autdctono en Espafia. Sin
embargo, esta informacién en ocasiones es utilizada de modo individual por determinados
productores en apoyo a sus decisiones a la hora de seleccionar los animales. Por ejemplo,
la informacion sobre el genotipo culdn es utilizada en la raza Asturiana de Valles y en la
mayoria de las razas se hacen controles de paternidad a los sementales con pruebas de

ADN.

1.4. Nuevos paradigmas en el mejoramiento genético animal

El principal objetivo que persigue la mejora genética de las poblaciones es obtener avances
en caracteristicas econdmicamente importantes. Esto trae consigo el aumento de la
frecuencia de genes favorables para la manifestacion de una caracteristica en particular
(Falconer y Mackay, 1996). La mayor ganancia genética de las especies domésticas se
debe, sin lugar a dudas, al mejoramiento genético tradicional basado en el uso del fenotipo
registrado de cada animal junto con el conocimiento de su pedigri para estimar su valor
genético. El método estadistico que ha sido utilizado con mayor frecuencia para estas
valoraciones ha sido el BLUP (best linear unbiased prediction) (Henderson, 1984).

Los microsatélites fueron los primeros tipos de marcadores genéticos que cubrian el
genoma, y por lo tanto, tenian la posibilidad de detectar QTL sin importar donde

estuvieran localizados. Georges et al. (1995) utilizaron entre 100 y 200 microsatélites para
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cubrir el genoma, y detectaron QTL mediante ligamiento dentro de familias de medios
hermanos o hermanos completos. Sin embargo, las limitaciones de estos estudios fueron la
asignacion imprecisa de los QTL y la variacion entre familias de la fase de ligamiento. En
consecuencia, la fase de ligamiento tuvo que ser determinada dentro de cada familia antes
de que el marcador pudiera ser utilizado para la seleccion.

Los estudios de mapeo de QTL demostraron que muchos QTL afectan a un rasgo
cuantitativo tipico (Hayes y Goddard, 2001). Por lo tanto, un nuevo tipo de marcadores que
detectara todos los QTL era necesario para la seleccion asistida, ademas de que no
requiriera estimar una fase de ligamiento para cada familia. En la actualidad, la
disponibilidad de los marcadores densos de SNP ha abierto nuevas posibilidades en las
evaluaciones genéticas de individuos. La precisiones tedricas alcanzadas por Meuwissen et
al. (2001) de 0,85 en la prediccion del valor genético total, son cercanas a la exactitudes
que se obtienen en una prueba de progenie. Esto significa que los programas de mejora de
ganado, basados en la seleccion gendmica, podria duplicar el progreso genético
generalmente alcanzado por las pruebas de progenie convencionales con un 92% menos de
coste, esto especificamente en ganado lechero (Schaeffer, 2006).

La potencial aplicacion de la seleccion gendmica ha sido investigada en numerosos
estudios. En aves por ejemplo, Gonzalez-Recio et al. (2009) analizaron la exactitud de las
predicciones gendmicas para la tasa de conversion de alimento en pollos de engorde. En
acuicultura, Sonesson y Meuwissen (2009) investigaron las ganancias genéticas, la
endogamia y la exactitud de la seleccion gendmica. En vacuno lechero, Luan et al. (2009)
estimaron la exactitud y el posible sesgo de la prediccion de los valores gendmicos en toros
Noruegos. Dodds et al. (2014) evaluaron la aplicacion de la seleccion gendmica en ovejas
doble proposito de Nueva Zelanda. Por su parte, Lillehammer et al. (2013) compararon
diferentes implementaciones de la seleccion gendémica en un esquema de cria de cerdos.
Los diferentes resultados de estos estudios sugieren un claro potencial en la aplicacion de
la seleccion genomica en diferentes especies dedicadas a la produccion animal.

El vacuno lechero es la especie que en la actualidad tiene los mayores avances en la
implementacion de la seleccion gendmica en los tradicionales programas de evaluacion
genética. El beneficio que la seleccion genomica ha traido para esta especie radica
principalmente en la reduccion de los tamafos generacionales. Los toros y vaquillas
pueden seleccionarse a muy temprana edad lo que conduce a duplicar la ganancia genética

por afio (Schaeffer, 2006; Konig et al, 2009). Esto cambia radicalmente el disefio de los
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programas de mejoramiento lechero, los cuales se han basado en las pruebas de progenie.
Mediante el uso de marcadores genéticos se puede seleccionar los mejores toros cuando
ellos tienen un afio de edad, en lugar de esperar hasta que hayan completado la prueba de
progenie a los 5 afnos de edad. Las poblaciones de toros lecheros son las que mas
rapidamente se genotipan en todo el mundo. Los genotipos de toros Holstein con
informacion de sus hijas ya estan disponibles para mas de 50.000 toros. En 2012, Interbull
recibid 57.902 toros Holstein jovenes con estimaciones de valores de cria genomico
(Sullivan y Jacobsen, 2012). De hecho, en la mejora del ganado Frison, en muchos paises
los toros que entran en inseminacion artificial han sido seleccionados gendmicamente y
existe la tendencia a genotipar cada vez mas vacas (Mantysaari, 2014).

Sin embargo, la implementacion de la seleccidon gendmica en vacuno de carne es alin
materia de discusion. Pese a que algunos trabajos ya han comenzado a evaluar diferentes
metodologias para su futura aplicacion (Carvalheiro, 2014; Gunia et al., 2014), existen
algunas razones que aun los limitan. Entre los principales motivos estan: el limitado
nimero de individuos con valores genéticos precisos, las grandes diferencias entre los
sistemas de manejo y el uso limitado de la inseminacion artificial, y el limitado tamafio de

las poblaciones de raza pura (Garrick, 2009).

1.5. Perspectivas para la aplicacion de la seleccion genomica en razas

bovinas de carne autoctonas espaiiolas

En la convocatoria de 2010, un grupo integrado por distintas universidades y centros de
investigacion, liderado por el Dr. Luis Varona, presentd una propuesta titulada “Exploring
the use of genomic selection tools to improve autochtonous local beef cattle breeds in
Spain” que fue financiada por el Ministerio de Ciencia e Innovacidn, con la referencia
AGL 2010-15903. En dicha propuesta se contemplaban una serie de estudios genealdgicos

y a partir de datos moleculares, algunos de los cuales se incluyen en esta tesis.

1.5.1. Importancia de los analisis genealogicos

Gutiérrez et al. (2003) estudiaron la estructura genética de algunas de las razas incluidas en
esta tesis doctoral, con datos del pedigri desde su fundacidén hasta el afio 1995. Mas
recientemente, en la raza Retinta, Avilés et al. (2006) estimaron el nimero efectivo de

ancestros y el nimero efectivo de rebafios fundadores. No obstante, en las razas locales, el

10
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tamafio de la poblacion y los métodos de seleccion cambian, incluso en cortos periodos de
tiempo (Boichard et al., 1997), lo que hace conveniente analizar la estructura poblacional
de forma periodica con el fin de evaluar la dinamica y la posible pérdida de diversidad de
las razas. En nuestro caso el momento era particularmente interesante pues, por una parte,
podiamos analizar los efectos de la implementacion de distintos programas de mejora
basados en la aplicacion de la metodologia BLUP vy, por otra parte, el conocimiento de la
situacion actual de las razas seria un elemento importante para decidir la implementacion
de la seleccion genoOmica y tener una referencia para evaluar a medio plazo sus
consecuencias en la dindmica poblacional.

Los analisis genealdgicos son una importante herramienta que permite describir la
variabilidad genética a través de las generaciones. La tasa de endogamia y el tamafio
efectivo de la poblacion son los parametros mas comunmente utilizados que permiten
cuantificar la pérdida de variabilidad y la tasa de deriva genética (Wright, 1922, 1931). Por
su parte, el andlisis de la probabilidad de origen de los genes, es una aproximacion
complementaria que permite determinar la contribucion de los fundadores y ancestros en
las poblaciones. Estos pueden ser combinados con el nimero efectivo de fundadores
(Lacy, 1989) y el niimero efectivo de ancestros (Boichard et al., 1997), siendo este Gltimo
el que permite determinar cuellos de botella en las poblaciones analizadas.

Adicionalmente, los analisis genealdgicos permiten estimar censos poblacionales,
intervalos generacionales y la estructura piramidal de los hatos en cada una de las razas.
Los intervalos generacionales condicionan el progreso genético, mientras que la estructura
piramidal explica el flujo de reproductores entre los diferentes rebafios que hacen parte de
las razas, ademés de detectar aquellos rebafios donde se concentra la seleccion de los

animales.

1.5.2. Utilizacion de herramientas moleculares

La diversidad genética ha sido definida como la variedad de alelos y genotipos presentes
en una poblacion y esto se refleja en diferencias morfologicas, fisiologicas y de
comportamiento entre los individuos y poblaciones (Frankham et al., 2002). En esencia, las
mutaciones del ADN, recombinaciones y el azar, asi como los cambios dirigidos en las
frecuencias alélicas son analizadas para reconstruir los procesos evolutivos, ecoldgicos,
historicos o demograficos (divergencia, expansiones, cuellos de botella, aislamiento

genético, introgresion, adaptacion y seleccion) (Hey y Machado 2003). Desde principios
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de la década de 1990 hasta ahora, los marcadores microsatélites y los SNP han liderado la
caracterizacion de la diversidad genética de las poblaciones, logrando el desarrollo de
numerosas herramientas moleculares que han permitido complementar los anélisis
genealdgicos descritos anteriormente (Conrad y Hurles, 2007). En particular, para este
trabajo se ha contado con una poderosa herramienta, novedosa en su aplicacion al estudio
de las razas espanolas, como es el panel o chip de 778 000 SNP (Illumina BovineHD
Beadchip genotyping chip; [llumina Inc., 2012).

Generalmente, la diversidad genética se mide por las frecuencias de genotipos y
alelos, la proporcion de loci polimdrficos, la heterocigosis observada y esperada o la
diversidad alélica. Igualmente, los marcadores moleculares permiten estimar numerosos
indices que ayudan a determinar niveles de estructuraciéon poblacional y diversidad
genética, entre los cuales se destacan los indices de fijacion (Wright, 1951, 1965) y el
analisis de varianza molecular (Excoffier et al., 1992). Por su parte, las medidas
moleculares empleadas en la diferenciacion de las poblaciones se basan generalmente en
las distancias genéticas de las frecuencias de alelos entre poblaciones (Laval et al., 2002;
Nei, 1987). Por su parte, las representaciones multivariantes de las relaciones genéticas
entre las poblaciones y los analisis de cluster son herramientas adicionales que permiten
tener otra perspectiva de los niveles de agrupacidon entre razas. En poblaciones bovinas
espaiolas, se han llevado a cabo andlisis de este tipo utilizando marcadores de tipo
microsatélite (Beja-Pereira et al., 2003; Martin-Burriel et al., 2011). El analisis de un panel
de marcadores SNP de alta densidad supone un salto cuantitativo enorme en cuanto al
numero de marcadores analizados, que puede tener consecuencias en lo que respecta a la
evaluacion de la diversidad y de las relaciones genéticas entre las razas.

El panel utilizado es igualmente de interés para el andlisis del desequilibrio de
ligamiento (LD, en siglas inglesas). Se espera que con respecto a lo estimado con
microsatélites y paneles de menor densidad, el panel de alta densidad permita el analisis
preciso del LD en distancias cortas. Esta informacion, junto con la estimacion de la
persistencia de fases entre razas sirve de guia para predecir la densidad de marcadores
requeridos en la implementacion de la seleccidn gendmica tanto dentro de razas como
entre razas (de Roos et al. 2008), asi como para obtener una aproximaciéon del tiempo de

divergencia de las razas y de sus tamafios efectivos (Sved, 1971).
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2. Objetivos

El objetivo general de esta tesis es conocer la estructura genética actual de las principales
razas de vacuno de carne autdctonas espafiolas, asi como explorar la historia genética y
constitucion de las mismas mediante el uso de marcadores SNP de cara a la

implementacion de la seleccion genomica dentro y entre poblaciones.

Para lograr este objetivo general, se proponen tres estudios, que a su vez constituyen

los objetivos especificos de la tesis:

1. Evaluar la estructura genética de siete razas de ganado vacuno de carne autdctono
espafiol mediante la estimacion de parametros demograficos y poblacionales por
medio del analisis de las genealogias registradas.

2. Evaluar la diversidad y divergencia genética de siete poblaciones autdctonas de
ganado vacuno de carne espafol usando un panel de alta densidad (778.000
marcadores SNP).

3. Determinar las relaciones entre loci y entre poblaciones a partir del céalculo del
desequilibrio de ligamiento y la persistencia de fases, y asimismo el tamafio
efectivo ancestral, como herramientas basicas en la implementacion de la seleccion
gendmica, en las principales razas de bovinas de carne espafiolas empleando un

panel denso de SNP.

Como se ha sefialado, esta tesis doctoral hace parte del proyecto titulado “Exploring
the use of genomic selection tools to improve autochtonous local beef cattle breeds in
Spain”, donde el objetivo principal del proyecto busca evaluar la factibilidad del uso de la
informacion gendmica para objetivos de seleccion en razas autdctonas espaiolas de ganado
de carne. Especificamente con esta tesis se busco dar solucion a los objetivos especificos
siguientes:

- Actualizar los parametros demograficos y poblacionales estimados en las
poblaciones de ganado de carne espaiol.

- Explorar la historia genética de las poblaciones a través del analisis de las
frecuencias génicas y el desequilibrio de ligamiento de estas poblaciones a partir de

datos de SNP.

19



20



Capitulo 3

REVISION BIBLIOGRAFICA






REVISION BIBLIOGRAFICA

3. Revision bibliografica

3.1. Historia y origen del ganado vacuno espaiiol

Segun estudios paleontoldgicos relacionados con el origen de los bdvidos, el ganado
vacuno se encuentra clasificado dentro del género Bos, que comprende bovinos de gran
tamafio con cuernos en ambos sexos. Se divide en dos especies: los taurinos (Bos taurus
taurus) que tuvieron su origen en Europa, y los cebtlies (Bos taurus indicus) que provienen
de la India y se caracterizan por una joroba en la cruz (Loftus et al., 1994). Con tecnologia
mas reciente, la division en estas dos grandes especies es explicada por una profunda
bifurcacion encontrada en el DNA mitocondrial bovino, indicativo de una divergencia que
ocurrié hace mas de 100.000 afios (antes de la domesticacion) (Bradley et al., 1996; Loftus
et al., 1994).

El Uro o Auroch, el cual en la actualidad se encuentra extinto, es conocido como la
forma ancestral de todas las especies bovinas actuales. Este ha sido clasificado como Bos
primigenius primigenius y estd mas estrechamente relacionado con los B. taurus modernos
que con los B. indicus (Troy et al., 2001). Los primeros signos de domesticacion del Uro se
dieron en el valle medio del rio Eufrates en la edad neolitica y en el valle alto del rio Tigris
hace alrededor de 10.300 - 10.800 anos (Helmer et al., 2005; Hongo et al., 2009).
Posteriormente, el ganado doméstico comenzo a aparecer en el occidente de Anatolia y el
sudeste de Europa (hace 8.800 afios), sur de Italia (hace 8.500 afios) y Europa central (hace
8.000 afos), debido principalmente a la creciente importancia econdémica del ganado
vacuno para la produccion de carne y leche (Vigne y Helmer, 2007; Vigne, 2008).

Las grandes corrientes migratorias hacia Europa dieron lugar a dos itinerarios
distintos. El primero de ellos recorri6 Europa central hasta llegar a la peninsula Ibérica, y
el segundo llegd desde el continente africano via Egipto, y posteriormente la costa
mediterranea (Ammerman y Cavalli-Sforza, 1984). Ambos movimientos, sumado a las
influencias del medio, dieron origen a los tres troncos étnicos que en la actualidad
clasifican a los bovinos autoctonos espafioles: B. taurus ibéricus, B. taurus cantabricus y
B. taurus turdetanus, que en el ambito ganadero se definen como: Tronco Coéncavo

castafio, Tronco Recto negro y Tronco Convexo rojo (Figura 3.1) (Sanchez-Belda, 1984).
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Figura 3.1 Troncos étnicos de los bovinos autoctonos espaiioles

De arriba a abajo, Concavo castaiio, Recto negro y Convexo rojo. Tomado y modificado de

Sanchez-Belda (2002).

3.2. Principales razas bovinas autdctonas espafiolas de carne

Espafa cuenta con una larga tradiciéon en la cria y explotacion de ganado vacuno
particularmente adaptado a su climatologia. En la actualidad, el ganado vacuno autdctono
de carne esta distribuido por las diferentes regiones del pais, alternando con otros sistemas
de produccion lechero (Sanchez-Belda, 2002).

Dentro de las razas autoctonas de ganado de carne espafiolas mds relevantes estan:
Asturiana de los Valles (AV), Avilefia-Negra Ibérica (ANI), Bruna dels Pirineus (BP),
Morucha (Mo), Pirenaica (Pi), Retinta (Re) y Rubia Gallega (RG), todas ellas clasificadas
actualmente dentro de la categoria de “Razas de Fomento”, con la excepcion de la Bruna

dels Pirineus que pertenece a la categoria “Raza Autdctona en Peligro de Extincion”. En la
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Figura 3.2 se ilustra la distribucion actual de las principales razas vacunas autoctonas de

carne en Espana.

Asturiana de los Valles (AV)
Avilefia Negra Iberica (ANI}
Bruna dels Pirineus (BP)
Morucha (Mo)

Pirenaica (Pi)

Retinta (Re)

Rubia Gallega (RG)

5
haS

7

Figura 3.2 Distribucion geografica de las principales razas de carne espaiolas

3.2.1. Asturiana de los Valles

La raza Asturiana de los Valles se encuentra ubicada en las zonas bajas del Principado de
Asturias, en las estribaciones de la cordillera Cantabrica. En la actualidad, los rebafios de
esta raza se han extendido por todas las comunidades auténomas de la Cornisa Cantébrica,
ademas en Castilla-Leon, Aragon, Madrid, Castilla-La Mancha y Extremadura. En su
explotacion predomina el sistema extensivo con pastoreo en épocas de primavera, verano y
otofo, o bien en forma de heno y ensilado en los meses de invierno (sistema valle/puerto).
En las zonas bajas proximas a la costa, se da un sistema semintensivo, donde se combina la
estabulacion con pastoreo (Sanchez-Belda, 2002).

La filogenia de la raza Asturiana de los Valles tiene directa dependencia del Tronco
Cantabrico. Posee un perfil concavo, es hipermétrica y longimorfa, de mucha masa, buen
hueso y de capa castafia (Cima-Garcia, 1986) (Figura 3.3). Inicialmente fue explotada por
su triple aptitud, leche, carne y trabajo, y aunque con ciertos antiguos intentos mejorantes

de la primera, hoy en dia estd especializada en la produccion de carne. Se diversifica en
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dos tipos, normal y culén, siendo este Gltimo portador de hipertrofia muscular hereditaria

que afecta al 50% de las vacas y al 15% de los sementales (Cima-Garcia, 1996).

Figura 3.3 Raza Asturiana de los valles

Foto cedida por Ignacio. Licencia: Creative Commons

En la actualidad, esta raza representa el mayor censo de todas las razas autdctonas
con cerca de 44.000 reproductoras inscritas en el libro genealdgico. El proceso de
seleccion esta basado en el libro genealdgico y los controles relativos a la inscripcion y
permanencia en el mismo. Igualmente es practicado el testaje de machos jovenes para
eleccion de los futuros sementales destinados a los centros de inseminacion artificial. Estos
disponen de catdlogos de sementales con informacion sobre morfologia, valoracion

genética y grado de cularidad (Sédnchez-Belda, 2002).

3.2.2. Avileia-Negra Ibérica

La Avilena-Negra Ibérica es una raza bovina autdctona ubicada en las zonas de montana
del centro de la peninsula Ibérica. Procede del Tronco Negro Ibérico (Bos taurus ibericus).
Posee gran capacidad para aprovechar medios muy dificiles con buenos rendimientos
productivos, elevada fertilidad y cualidades maternas muy acusadas. La raza se explota de
manera exclusivamente bajo un sistema extensivo, permaneciendo los animales todo el afio
en distintas praderas. En algunas zonas de montafia se sigue manteniendo un sistema de

produccion vinculado a la trashumancia (Sanchez-Belda, 2002).
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Figura 3.4 Raza Avilefia-Negra Ibérica

Inicialmente, el bovino negro castellano se desarrolld bajo condiciones favorables de
cria y sin influencia e infusiéon de razas fordneas en un proceso endogdmico mantenido
desde remotas épocas hasta nuestros dias. A partir de la segunda mitad del siglo XIX se
redujo el area geografica del gran bovino negro ibérico, recluyéndolo a terrenos
montafosos de medio dificil, acosado por la expansion de otro tipo de bovinos mas
productivos hasta el punto de desaparecer en muchos de sus reductos y, en los que
permanecia, manifestaba claros signos de degeneracion. Con el tiempo la Avilefia se
impuso como ganado mejorado, contribuyendo a sostenimiento de la Negra Ibérica.
Posteriormente y dada la identidad de rasgos, sistemas de explotacién y coincidencia de
objetivos de seleccion hacia la explotacion de carne, se optd por agruparlas bajo una
misma denominacion (Sanchez-Belda, 1983).

La raza Avilena-Negra Ibérica posee una capa uniforme y es de tamafio medio a
grande (Figura 3.4). Su censo es de alrededor de 36.000 reproductoras en el libro
genealdgico. En la actualidad se lleva a cabo un control de rendimientos, que reune datos
sobre pesos al nacimiento, destete y en cebaderos, incluyendo fertilidad, longevidad y
facilidad de parto. Adicionalmente cuenta con centro de seleccion y orientacion donde el

principal objetivo de la seleccion se dirige a favorecer el mantenimiento de las cualidades
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maternas, mejorando las caracteristicas productivas y de calidad de carne (Sanchez-Belda,
2002).

3.2.3. Bruna dels Pirineus

La vaca Bruna dels Pirineus es una raza de aptitud carnica extendida por diversas comarcas
del Pirineo y el pre-pirineo cataldn. Se trata de una poblacion que tiene como principales
caracteristicas la rusticidad, la longevidad y la buena aptitud materna, siendo explotada
habitualmente mediante un sistema extensivo, con trashumancia o simple “subida a
puertos” en época favorable. La explotacion es de caracter intensivo en los terneros para su

terminacion hacia el mercado (Sanchez-Belda, 2002).

Figura 3.5 Raza Bruna dels Pirineus

Foto cedida por Marta Fina.

En el plano general, la definicion etnoldgica de la raza Bruna dels Pirineus
corresponde al tipo ortoide, eumétrica, mesomorfa, de buena masa, hueso fuerte y de capa
parda (Sanchez-Belda, 2002) (Figura 3.5). La Bruna dels Pirineus proviene de una antigua
fusion entre un ecotipo local de la raza Pirenaica y bovinos de raza Brown Swiss
procedentes de Suiza. En sus origenes la vaca Bruna tenia aptitud triple (carne, leche y
trabajo), pero mas adelante se ha ido seleccionando y mejorando para la produccion

carnica (Mujal, 1998).
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Su censo aproximado es de 30.000 vacas de mas de dos afios, de las cuales cerca de
12.000 estan inscritas en el libro genealdgico y cerca de 5.500 hacen parte del control de
rendimientos. Existen ademds, un gran nimero de animales cruzados, con un porcentaje
elevado de sangre de esta raza (Fina, 2013). Desde el afio 1990 hasta la actualidad se esta
llevando a cabo un programa de mejora genética donde los objetivos principales son, para
las madres, mejorar la fertilidad, obtener buenas cualidades maternas y buenas
caracteristicas de rusticidad. Para los terneros se pretende elevar los pesos al destete
mejorando asi los indices de crecimiento. Ademds, se procura obtener un peso al

nacimiento medio que no afecte la dificultad al parto (Jordana y Piedrafita, 1993).

3.2.4. Morucha

La Morucha es una antigua raza rustica, hoy mejorada para la produccion de carne. Su
nombre deriva de la coloracion degradada de la pigmentacion negra. La Morucha posee un
perfil recto, proporciones y tamafio medio y discreta proporcion de hueso (Figura 3.6). El
area geografica donde habita la raza Morucha es la zona occidental del pais, en las
provincias de Céceres, Avila, Toledo, Valladolid, entre otras. Su forma de cria es extensiva
y de permanencia a campo abierto la mayor parte del tiempo y con muy limitados

desplazamientos para aprovechar recursos temporales (Sdnchez-Belda, 2002).

L i W

Figura 3.6 Raza Morucha

Foto cedida por la Asociacion de Criadores de Raza Morucha. Licencia: Creative Commons
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La raza Morucha procede del tronco Ibérico (Bos taurus ibéricus). Originalmente se
utilizo para el trabajo, aunque también fue empleada como animales de doble proposito
carne-lidia. Hoy en dia su explotacion principal es la produccion de carne.

Para el afio 2000 la raza contaba con alrededor de 25.000 reproductoras inscritas en
el libro genealogico. El esquema de mejora genética se concentra en tres aspectos: el
primero es el control de rendimientos carnicos con pesajes en los rebafios y valoraciones
del desarrollo muscular; el segundo implica pruebas de valoracion individual de machos en
estacion de testaje; y el tercero es el establecimiento de toros de referencia en un centro

técnico (Sanchez-Belda, 2002).

3.2.5. Pirenaica

La raza Pirenaica tiene proporciones alargadas, mucha masa y predominante aptitud
carnica. Posee una capa de color rubio uniforme (Figura 3.7). Estd ubicada principalmente
en los valles navarros, registrando en las ultimas décadas un proceso expansivo que la ha
llevado hasta zonas de Aragén, Guipuzcoa, Vizcaya y Catalufia. Esta raza estd adaptada al
régimen mixto de pastoreo-estabulacion, pero de intenso componente forrajero, alternando
herbajes de alta montaia en verano, graderios de ladera en otofio y primavera, y suministro

de henos, ensilado y paja en invierno (Sanchez-Belda, 2002).

Figura 3.7 Raza Pirenaica
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La raza Pirenaica se encuentra adscrita al tronco bovino rubio (Bos faurus
turdetanus). En su origen era una raza de triple aptitud, animal de trabajo, productora de
carne y leche. La mecanizacion rural y la introduccion de razas lecheras en su medio tuvo
consecuencias negativas y la puso en peligro de desaparecer. Sin embargo, las
potencialidades de esta raza en el pastoreo extensivo, entre otros tantos factores, jugaron a
su favor como la mejor opcion (Mendizédbal-Aizpuru et al., 2005).

En la actualidad, el nimero de vacas pirenaicas inscritas en el libro genealdgico
supera las 23.000 cabezas (Aranguren, 2002). Por su parte, el servicio de control de
rendimientos cuenta con alrededor de 15.000 ejemplares. La seleccion recae
preferiblemente sobre cualidades maternales como fertilidad, facilidad al parto y capacidad
lechera, igualmente se selecciona por aptitudes carnicas (Aranguren, 2002; Sanchez-Belda,

2002).

3.2.6. Retinta

La raza Retinta agrupa animales macizos y fuertes, de perfil corporal subconvexo con
proporciones medias, buena masa y equilibrado hueso. Su capa es roja oscura (Figura 3.8).
Destaca por su resistencia al calor que permite rendimientos carnicos destacados. El origen

de la raza se enmarca dentro del territorio de las Comunidades de Extremadura y

Andalucia (Aljama-Gutiérrez, 1982).

Figura 3.8 Raza Retinta
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Segun Sanchez-Belda (1984) la raza Retinta se deriva del tronco bovino Rojo
Convexo (Bos taurus turdetanus). Sin embargo, Jordana et al. (1991) sitan a la raza
Retinta en una posicion intermedia entre los grupos Turdetano e Ibérico.

Durante siglos esta raza se mantuvo como bovino de doble aptitud carne-trabajo.
Posteriormente, las influencias ambientales y su poco empleo en la agricultura por tratarse
de areas con poca vocacion para los cultivos, confluyd en su encuadre como animales
carnicos, generando a finales del siglo XIX una entidad racial inica. Su alta adaptacion a
los terrenos que ocupa y su continua superacion, la han llevado a un prospero estado actual
(Aljama-Gutiérrez, 1982).

Los objetivos del esquema de seleccion se orientan a mejorar las cualidades de
produccion de carne, la conformacion de los animales y las caracteristicas reproductivas,
manteniendo la rusticidad y adaptacion. El esquema se basa en tres aspectos: valoracion de
los terneros al destete en los rebafos, valoraciones individuales en centros de testaje y
valoracion por descendencia. El numero de vacas adscritas al libro genealdgico es de

aproximadamente 17.000 (Sanchez-Belda, 2002).

3.2.7. Rubia Gallega
La raza Rubia Gallega es una raza de aptitud carnica de buenas cualidades maternas,
ubicada y explotada mayoritariamente en Galicia. Su color es fundamentalmente rubio,
triguefio o canela, su conformacién es generalmente larga y profunda (Figura 3.9). El
sistema de explotacion esta basado en el pastoreo, dada su facilidad de manejo y rusticidad
(Sanchez-Belda, 2002).

La historia de la raza Rubia Gallega comienza cuando una rama humana celta
procedente de Francia ocup6 Galicia con su ganado e influy6 sobre los bovinos autdctonos
existentes en la zona. Posteriormente, a comienzos del siglo XX, se inicid6 una etapa
ininterrumpida de actividad en materia de seleccion que ha llevado a esta raza a su estado
actual. En la actualidad, es definida como una raza de produccion de carne de calidad con
buenas cualidades maternales (Sdnchez-Belda, 2002).

El censo de la raza Rubia Gallega supera las 57.000 cabezas, de las cuales el 55%
corresponde a reproductores. El esquema de seleccion combina la valoracion de las vacas,
la evaluacion de sementales jovenes por los rendimientos individuales en la estacion de
testaje y la evaluacion de la descendencia de toros por aptitud carnica (Sanchez-Belda,

2002). Dentro de las caracteristicas especificas a evaluar se encuentran: facilidad de parto,
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ganancia media diaria durante el periodo de predestete y la conformacion de los animales

en vivo (ACRUGA, 2011).
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Figura 3.9 Raza Rubia Gallega

3.3. Estructura genética poblacional

La estructura de las poblaciones puede ser estudiada partiendo de dos puntos de vista
interrelacionados entre si: el andlisis demografico y el andlisis molecular. El andlisis
demografico se realiza mediante censos, observaciones y segun las caracteristicas del
sistema de aparecamiento (analisis del pedigri). Por su parte, el analisis molecular
comprende el patron de variacion genético, lo que se traduce en evaluar los genotipos de

los diferentes individuos (Slatkin, 1994).

3.3.1. Estructura demografica y genealogica de las poblaciones
Una de las herramientas més importantes de que se dispone para el manejo genético de
poblaciones es el andlisis del pedigri. Con pedigries detallados es posible obtener
informacion genética, tales como el nivel de endogamia y la distribucion de genes
fundadores dentro de los miembros actuales de la poblacion (Hedrick y Miller, 1992).

El estudio de la estructura genética de una poblacion mediante andlisis genealdgico
ha sido realizado en la mayoria de las especies, como el bovino de carne y leche, ovinos y
caballos, entre otras (Boichard et al., 1996; Cafias-Alvarez et al., 2014; Goyache et al.,

2003; Gutiérrez et al., 2003; Pinheiro et al., 2013). A continuacion se describen los
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principales parametros empleados para caracterizar la estructura demografica de una

poblacion.

3.3.1.1 Censo poblacional

El nimero de reproductores machos y hembras por afio, en un momento dado, determina la
estructura genética de la poblacion en las generaciones posteriores (Groeneveld et al.,
2009). El censo de reproductores es uno de los parametros clave para evaluar el riesgo que
pone en peligro a una poblacion local. Bajo condiciones naturales la proporcion de machos
y hembras es de 1:1. Sin embargo, esta condicion no se cumple en poblaciones de granja

bajo seleccion genética, y mas ain con implementacion de inseminacion artificial.

3.3.1.2 Intervalos generacionales

El concepto de intervalo generacional es definido como el tiempo promedio entre el
nacimiento de los padres y el nacimiento de sus descendientes destinados a constituir la
proxima generacion parenteral. La transferencia de genes de los padres a las crias se puede
obtener para las cuatro vias posibles: padre-hijo, padre-hija, madre-hijo y madre-hija. Asi,
el intervalo generacional se puede estimar por cuatro vias y es expresado en afios (James,
1977).

El intervalo generacional es uno de los factores claves que afectan la tasa de progreso
genético, ya que las pérdidas o ganancias de variabilidad genética y los avances en
seleccion se producen por generacion (Groeneveld et al., 2009). De este modo, si el
intervalo generacional es corto, las pérdidas de variabilidad genética se producen a mayor

velocidad por unidad de tiempo.

3.3.1.3 Tamaiios familiares

El tamafio de la familia se refiere al nimero de descendientes de un individuo que se
convierten en individuos reproductores en la proxima generacion (Falconer y Mackay,
1996). Bajo condiciones ideales, los padres tienen la misma oportunidad de contribuir a la
descendencia en la siguiente generacion. En la préctica, particularmente en produccion
animal, la contribucion genética de los padres no es la misma. Esta contribucion desigual
conduce a las diferencias o variaciones en los tamanos familiares, lo que a su vez puede
tener consecuencias en el incremento de la tasa de endogamia y en la reduccion del tamafo

efectivo de la poblacion (Groeneveld et al., 2009).
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En los tamafios familiares el nimero de descendientes puede ser categorizado
principalmente en dos grupos: el tamafio de familia representado en todos los
descendientes machos y hembras nacidos en la poblacién, y el tamaino de familia
representado en los descendientes machos y hembras que han sido seleccionados y que

tienen al menos un registro de servicio (Groeneveld et al., 2009).

3.3.1.4 Estructura piramidal

La estructura piramidal es empleada para la clasificacion de los rebafios segun el
porcentaje de uso de machos reproductores propios. La estructura piramidal se clasifica en:
rebanos nucleo si nunca utilizan machos reproductores nacidos en otros rebafios; rebafos
multiplicadores si compran y venden los machos reproductores (Multiplicador 1 o
Multiplicador 2 si utilizan o no sus propios machos reproductores, respectivamente); y los
rebafios comerciales si compran pero no venden machos reproductores (Comercial 1 o
Comercial 2 si utilizan o no sus propios machos reproductores, respectivamente) (Vassallo

et al., 1986).

3.3.1.5 Grado de complecion del pedigri

La informacion sobre la calidad de pedigri, es decir, la descripcion de la integridad de cada
uno de los antepasados en el arbol genealdgico se describe mediante el indice de integridad
(MacCluer et al., 1983). Este indice calcula la proporcion de padres, abuelos, bisabuelos y
otros antepasados por medio de una representacion grafica del porcentaje de antepasados
conocidos, distinguiendo las vias paterna y materna. Se estima mediante las siguientes
formulas:

4Idpat1dmat

Iy [1]

Idpat + Idmat

1 d
I, =3 @ 2]
i=1

donde k representa la linea paterna (pat) o materna (mat) de un individuo, a; es la
proporcion de antepasados conocidos en la generacion iy d es el nimero de generaciones

consideradas en el célculo de la complecion del pedigri.

35



CAPITULO 3

Por otra parte, el nimero equivalente de generaciones completas (Boichard et al.,
1997) se calcula como la suma de (1/2)™, donde n es el nimero de generaciones que
separan el individuo a cada antepasado conocido.

La finalidad de conocer el grado de profundidad del pedigri es identificar el nivel de
integridad en el que se encuentra el pedigri de la poblacion bajo estudio a lo largo de las
diferentes generaciones, a efectos de comparar con otras poblaciones. Ademas, muchos
otros indices como la endogamia, el coeficiente de parentesco y el numero efectivo de

fundadores y ancestros dependen de que tan completo se encuentre el pedigri (Cassell et

al., 2003).

3.3.1.6 Coeficiente de endogamia

La endogamia es el resultado del apareamiento entre individuos que estdn emparentados
entre si por ascendencia. La consecuencia esencial de que dos individuos tengan un
antepasado comun es que ambos pueden llevar copias de uno de los genes presentes en el
antepasado y, si se aparean, estas copias pueden pasar a sus hijos (Falconer y Mackay,
1996). Asi, el coeficiente de endogamia de un individuo (F) es la probabilidad de que dos
alelos que porta dicho individuo en cualquier locus sean idénticos por descendencia
(Wright, 1922).

El coeficiente de endogamia es esencialmente una comparacion entre la poblacion en
cuestion y una poblacidn base especificada. Por lo tanto, solo tiene sentido si se especifica
algiin tiempo en el pasado, antes del cual los antepasados no sean investigados. Este punto
es la poblacion base y por definicion los individuos que la formen tienen un coeficiente de
endogamia igual a cero. El coeficiente de endogamia de una generacion subsecuente
expresa la cantidad del proceso disperso que ha tenido lugar desde la poblacion base

(Falconer y Mackay, 1996).

3.3.1.7 Coeficiente de coascendencia

El coeficiente de coascendencia (f) entre dos individuos cualesquiera (también llamado
coeficiente de parentesco) es idéntico al coeficiente de endogamia de sus hijos si dichos
individuos se aparearan. De esta forma, el coeficiente de coascendencia de dos individuos
es la probabilidad de que dos gametos tomados al azar, uno de cada individuo, lleven

alelos que sean idénticos por descendencia (Malécot, 1948).
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La coascendencia promedio de todos los posibles pares de individuos en la poblacion
es el coeficiente de endogamia potencial que podria ser obtenido si se hicieran todos los

apareamientos al azar de todos los miembros de la poblacion.

3.3.1.8 Tamariio efectivo de la poblacion

Sewall Wright menciond por primera vez el termino tamafo efectivo poblacional (N,) en
su trabajo sobre deriva génica (Wright, 1931). El N, tiene gran importancia debido a la
relacién inversa con los incrementos de endogamia y con las pérdidas de variabilidad
genética debidas a deriva genética (Falconer y Mackay, 1996). Este es considerado como
el factor determinante de la tasa de decaimiento de la heterocigosis, y fue descrito como el
numero de individuos que daria lugar a la varianza del muestreo o a la tasa de endogamia
apropiadas a las condiciones bajo consideracion, si dichos individuos se reprodujeran en la
forma como se haria en la poblacion ideal (Falconer y Mackay, 1996).

Sin embargo, es necesario precisar primeramente, aquello que es llamado como
poblacioén ideal. Esta es definida como aquella poblacion que inicialmente es grande en la
que el apareamiento es aleatorio, y esta poblacion se subdivide en un gran niimero de
subpoblaciones (Fisher, 1930; Wright, 1931). Cuando se habla de la poblacion ideal el
tamafio efectivo es igual al tamafio censal. Debido a que esto es dificil de encontrar y que
las condiciones especificadas para la poblacion ideal no se cumplen en las poblaciones
reales, se habla entonces del tamafo efectivo de la poblacion (N, ) (Caballero, 1994). EI N,
esta asociado al tamafio poblacional que es relevante en términos evolutivos, esto es, el
numero de individuos reproductivos, ya que son éstos los que contribuyen a la generacion
siguiente en términos demograficos y sobre todo genéticos (Hedrick, 2010).

Una de las condiciones de la poblacion ideal es que el nimero de individuos
reproductores es constante en los dos sexos. Sin embargo, en animales domésticos, los
sexos estan representados desigualmente entre los individuos reproductores. Por lo tanto, la
varianza de muestreo atribuible a los dos sexos debe calcularse separadamente. Asi, el

censo poblacional es N = N,;, + N¢, donde Ny, y Ny son los nimeros de padres y madres,
respectivamente. La media arménica es 1/ E (1 /N, +1/ Nf)], de manera que el tamafio

efectivo puede ser estimado por:

1_ 1 1 .
N, 4N, 4N, [3]
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4N,,N.
6=Efﬁ% [4]
El N, también se puede estimar a partir del coeficiente de endogamia. De esta forma,
el coeficiente de endogamia se compone de dos partes: la primera denominada
“incremento”, 1/2N , donde N es el tamafio poblacional, que se atribuye a la
consanguinidad nueva; y la segunda denominada “remanente”, que procede de la
consanguinidad previa y que depende del coeficiente de consanguinidad de la generacion
anterior (Falconer y Mackay, 1996; Wright, 1931). Asi, el incremento de la endogamia se

puede representar por la siguiente formula:
1
2N

En este caso el incremento de la endogamia (AF) se relaciona con el censo

AF [5]

poblacional N. Igualmente, el censo efectivo N, también se puede relacionar de la misma

mancra cComo:

1
N, = — 6
¢ 2AF L6]
donde el incremento de la endogamia por generacion AF es definido por la siguiente
formula:
I n - F n-1
AF = ——
- [7]

donde F, es la endogamia en una generacion ny F,,_; es la endogamia en la generacion
anterior.

Bajo apareamiento aleatorio, la tasa de endogamia (AF) es igual a la tasa de
coascendencia (Af). Asi, el tamafio efectivo N, puede ser obtenido por medio de la

formula [6], o por medio de:
Ne = — [8]
2Af

Por lo tanto, la discrepancia entre los dos tamafos efectivos indicaria una desviacion
de un sistema de apareamiento al azar.

Otra forma alternativa de estimar el N, es calculando el aumento de la endogamia
para cada individuo (AF;), que es igual a 1 — (1 — F;)Y/¢, en el cual F; es el coeficiente de
endogamia (Gonzalez-Recio et al., 2007) y t puede ser, para cada individuo, el numero

equivalente de generaciones completas, el nimero méximo de generaciones conocidas o el

numero de generaciones completas (Gutiérrez et al., 2008). Promediando estos AF;, se
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puede estimar AF, como AF en la poblacion de referencia, y luego el N, se calcula como

N, = 1/2 AF (Cervantes et al., 2008).

3.3.1.9 Probabilidad de origen de los genes
La probabilidad de origen de los genes hace referencia a como la contribucion
desequilibrada de genes de ciertos reproductores puede reducir la reserva genética de la

poblacion. Puede ser estimada mediante los siguientes pardmetros.

Numero efectivo de fundadores

Un fundador es definido como un antepasado con padres desconocidos. El nimero efectivo
de fundadores (f,), es definido como el numero de fundadores que, contribuyendo en igual
medida, producirian la diversidad genética existente en una poblacion (Lacy, 1989). Este

es estimado como:

£=1/ 9]
k=1
donde cada fundador k se caracteriza por su contribucion q; a la poblacién, es decir, la
probabilidad de que un gen muestreado aleatoriamente en esta poblacion se origina a partir
del fundador k.
Cuando cada fundador tiene la misma contribucion (1/f), el namero efectivo de
fundadores es igual al nimero real de fundadores. El nimero efectivo de fundadores es

habitualmente menor que el nimero real de fundadores (Boichard et al., 1997).

Numero efectivo de antepasados

Una limitacion importante del f, es que ignora los posibles cuellos de botella en el pedigri
producido por el uso desequilibrado de individuos reproductores. El nimero efectivo de
antepasados (f;) es el minimo nimero de antepasados (fundadores o no) necesarios para

explicar la diversidad genética completa de una poblacion. Este se estima como:

a
fu=1/) & [10]
j=1
donde q; es la contribucion marginal del antepasado j, es decir, la contribucién genetica

hecha por un antepasado que no se explica por otros antepasados elegidos previamente.
Por medio de este parametro se logra obviar gran parte de la sobreestimacion de

animales fundadores que se puede obtener con el numero efectivo de fundadores. Esta
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sobrestimacion es particularmente fuerte en programas de seleccion muy intensivos, donde
el germoplasma es limitado a un nimero muy bajo de animales reproductores, por ejemplo

en la inseminacion artificial (Boichard et al., 1997).

Numero efectivo de rebarios fundadores

El nimero efectivo de rebanos hace referencia a los rebaios que producen padres, abuelos,
bisabuelos y tatarabuelos (Robertson, 1953). Este parametro se calcula como la inversa de
la probabilidad de que dos animales tomados al azar en la poblacion procedan de animales

del mismo rebaio y resulta informativo sobre la concentracion del origen de los animales.

3.3.2. Estructura poblacional y diversidad genética

En la incursion a la estructura genética de las poblaciones que se ha efectuado hasta ahora
se han considerado los procesos relacionados con la estructura demografica y genealogica.
En este apartado se describirdn algunos procesos que resumen la diversidad genética de las
poblaciones basados en las diferencias de las secuencias de DNA.

La caracterizacion fenotipica proporciona una informacion inicial de las variantes
funcionales de los genes que porta un individuo o poblacion. Sin embargo, en ausencia de
datos fenotipicos, o para complementar los existentes, la diversidad genética puede ser
estudiada mediante el analisis de polimorfismos de marcadores genéticos. Estos han sido
utiles para investigar el origen y la domesticacion de especies y sus migraciones
posteriores, asi como para dar informacion sobre relaciones evolutivas (Stoneking y
Krause, 2011).

La variacion genética identificable dentro de una poblacion puede ser estudiada
empleando técnicas de marcadores genéticos, siendo los polimorfismos del DNA los de
mayor eleccion. Los marcadores mas utilizados en estudios de diversidad genética son:
amplificacion de fragmentos polimorficos (AFLP), polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), polimorfismos de DNA mitocondrial (mtDNA),
microsatélites o repeticiones simples en tandem (STR) y los polimorfismos de un solo

nucledtido (SNP) (Avise, 2004).

3.3.2.1. Uso de los SNP en la caracterizacion de la diversidad genética
Cada marcador tiene diferentes propiedades y ventajas para la evaluacion de las

variaciones en el genoma de acuerdo a los objetivos de la investigacion (Anne, 2006;
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Sunnucks, 2000). En los afios 90, los marcadores tipo microsatélite fueron ampliamente
utilizados en la genética por su alto polimorfismo, reproducibilidad y automatizacion para
la deteccion. Sin embargo, desventajas como el tiempo, costo elevado y dificultades en la
deteccion precisa de la longitud de repeticion limitaron su utilidad. En la actualidad, la
disponibilidad de nuevas tecnologias de deteccion de polimorfismos a lo largo de todo el
genoma son mucho mas populares (Liu et al., 2005; Xing et al., 2005).

Los SNP son variaciones en nucledtidos unicos en el genoma que muestra una
mutacion entre las secuencias derivadas de una poblacion (Vignal et al., 2002). Existen
SNP en todo el genoma. Son muy abundantes en el genoma humano, a razén de un SNP
por cada 1.000 pares de bases (The International SNP Map Working Group, 2001). Al ser
marcadores bialélicos, los SNP poseen un polimorfismo limitado en comparacion con los
microsatélites (Helyar et al., 2011) y por tal razén hay que usar muchos para obtener un
buen nivel de informacion. Por ejemplo, en estimaciones de distancias genéticas o en
verificacion de parentescos se sugiere que alrededor de 100 SNP son tan informativos
como 20 marcadores microsatélites (Baruch y Weller, 2008; Kalinowski, 2002).

En la actualidad, los SNP son marcadores atractivos para aplicarlos en estudios de
diversidad genética debido a que son abundantes, estables y el proceso de obtencidon es
altamente automatizado. Sin embargo, la fase preliminar del descubrimiento de los SNP a
partir de bases de datos es critica, ya que pueden sufrir un sesgo causado por el proceso
para estimar y seleccionar los SNP. Este hecho se da cuando, en la construccion del panel,
los SNP se estiman en una muestra pequefia de individuos (Clark et al., 2005). Por lo tanto,
el efecto del sesgo tenderd a ignorar SNP con baja frecuencia en poblaciones no
relacionadas con las incluidas en el panel de descubrimiento (Albrechtsen et al., 2010). No
obstante, las nuevas tecnologias moleculares permiten obtener genotipos de alrededor de
778.000 SNP en bovinos, disefiados a partir de una amplia gama de razas incluyendo Bos
taurus taurus, Bos taurus indicus y razas hibridas (Illumina Inc., 2012).

Numerosos estudios que han implementado marcadores SNP han proporcionado
informacion valiosa en la caracterizacion de la diversidad genética en distintas razas de
ganado vacuno (Gautier et al., 2007; Salomon-Torres et al., 2014; The Bovine HapMap
Consortium, 2009; Villa-Angulo et al., 2009).
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3.3.2.2. Herramientas informdticas para el andlisis de datos moleculares

En la secuenciaciéon del genoma humano (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001; Venter et al., 2001), y particularmente en nuestro caso, del ganado
bovino (The Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium, 2009; The Bovine
HapMap Consortium, 2009) se ha generado una enorme cantidad de informacidon que es
necesario procesar, almacenar y distribuir de forma adecuada para poderse analizar
convenientemente. Generalmente esta informacion es voluminosa, compleja y se encuentra
dispersa en diferentes formatos y fuentes (Excoffier y Heckel, 2006). La mayoria de las
veces se requiere el uso de varios programas o una combinacién de varios enfoques que
combine programas particulares de genética de poblaciones y lineas de programacion
(scripts) bajo diferentes plataformas, especialmente cuando se trata de grandes cantidades
de datos.

En muchas ocasiones los procesos de depuracion y andlisis se realizan bajo la
plataforma UNIX (Linux-Macintosh) empleando el intérprete de comandos Shell, siendo
este ultimo el que le permite comunicarse al usuario con el sistema. La ventaja de este tipo
de plataformas radica en la multifuncionalidad que poseen muchos de los comandos que
emplea, como es el caso particular del lenguaje de programacion AWK, el cual permite
procesar, modificar y reorganizar datos o ficheros por medio de lineas de comandos
resumidos en scripts. Adicionalmente, en un mismo script, se puede interactuar con
muchos programas de genética de poblaciones, inclusive con el programa estadistico R (R
Core Team, 2014).

En genética de poblaciones existen numerosos programas que permiten calcular los
estadisticos basicos que describen la diversidad genética dentro y entre poblaciones, asi
como otros andlisis mas elaborados o especializados. En la Tabla 3.1 se resumen los
principales programas empleados en los capitulos 5 y 6 de esta tesis. A continuacion se

realiza una descripcion de estos programas con algunas de sus principales propiedades.

ADMIXTURE. Fast ancestry estimation

Es un software que permite la estimacion por maxima verosimilitud de las ascendencias
individuales a partir de un conjunto de datos de SNP. Utiliza el mismo modelo estadistico
de STRUCTURE pero las estimaciones se calculan utilizando un algoritmo de
optimizacion numérica mucho mas rapido. Los archivos de entrada son generalmente bajo

el formato de PLINK (.bed, .ped) y se requiere ademas, una idea de K, es decir el numero
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de poblaciones ancestrales posibles. Para mas informacion, ver

https://www.genetics.ucla.edu/software/admixture/.

Tabla 3.1 Principales programas empleados en analisis poblacionales

Nombre Version Intfarfaz Plataforma Tipo de datos Referencia
grafica aceptados
. (Alexander et
ADMIXTURE 1.23 No Linux y MacOS SNP al., 2009)
Win, version STR, SNP, (Excoffier
ARLEQUIN 3513 Si ARLECORE para  RFLP, AFLP, Lischer. 20 1}(/))
Linux y MacOS FREQ ’
Win, Linux y (Browning y
BEAGLE 4.0 No MacOS (bajo SNP Browning,
interprete Java) 2007)
Win, Linux y RNA, STR, (Lischer y
PGDSpider 2.0.7.4 Si MacOS (bajo SNP, RFLP, Excoffier,
interprete Java) AFLP 2012)
I RNA, STR, .
PHYLIP 3.696 No Win, Linux y SNP, FREQ, (Felsenstein,
MacOS DIST 1989)

MS-DOS, Linux y (Purcell et al.,
MacOS 2007)

AFLP, amplificacion de fragmentos polimorficos; DIST, matriz de distancias; FREQ, datos de
frecuencias; RFLP, polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion; SNP, polimorfismos de
un solo nucleodtido; STR, microsatélites o repeticiones simples en tandem; Win, Windows.

Tabla modificada segiin Excoffier y Heckel (2006).

PLINK 1.07 No SNP, STR

ARLEQUIN. An integrated software for population genetics data analysis

Arlequin permite estimar un numeroso conjunto de métodos basicos y pruebas estadisticas
en genética de poblaciones, entre las cuales se destacan: los indices de diversidad genética,
los estadisticos F, las distancias genéticas entre poblaciones, la prueba exacta del equilibrio
de Hardy-Weinberg, el desequilibrio de ligamiento, el andlisis de la estructura genética
(AMOVA), entre otros. Arlequin posee un formato especifico con extension (.arp). Mas

informacion puede encontrarse en http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/.

Beagle
El software Beagle es utilizado para deducir las fases haplotipicas de individuos no
relacionados, parejas de padre e hijos y trios de padre-madre-hijo. Ademas, permite inferir

el genotipo de datos faltantes esporadicos e imputar marcadores no genotipados obtenidos
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en un panel de referencia. Beagle tiene un formato propio, donde las filas son variables y
las columnas son individuos. Para mas informacion ver

http://faculty.washington.edu/browning/beagle/beagle.html.

PGDSpider

PGDSpider es una herramienta de conversion automatica de datos de gran alcance para
programas de genética y gendmica poblacional que permite conectar diferentes programas.
Facilita las posibilidades de intercambio de datos entre numerosos programas en una
amplia gama de tipos de datos. PGDSpider se basa en un formato XML (lenguaje utilizado
para almacenar datos de forma legible) y, por tanto, es independiente de cualquier sistema
operativo en  particular. Informacion complementaria puede hallarse en

http://www.cmpg.unibe.ch/software/PGDSpider/

PHYLIP. The PHYLogeny Inference Package

PHYLIP es un paquete de programas que permite inferir filogenias (4rboles evolutivos).
Los métodos que estan disponibles en el paquete incluyen matriz de distancias genéticas y
métodos de similitud, incluyendo el bootstrapping y los arboles de consenso. Los
programas se controlan a través de un mend que permite modificar las diferentes opciones
segun el analisis que se requieran. Los datos pueden ser ingresados al programa a partir de
un archivo de texto, elaborado a partir de cualquier procesador o editor de texto. Mas

informacion puede hallarse en http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html.

PLINK. Whole genome association analysis toolset
PLINK es un conjunto de herramientas, de cédigo abierto, que permiten realizar anélisis de
del genoma completo. Est4 disefiado para llevar a cabo una serie de analisis a gran escala
de una manera eficiente computacionalmente. PLINK ofrece un sin nimero de funciones,
entre las cuales destacan:

e Recodificar, combinar y reordenar datos o archivos,

e Extraer un subconjunto de datos (SNP o individuos),

e Determinar frecuencias de los genotipos,

e Estimar el desequilibrio de ligamiento,

e Anadlisis de escalamiento multidimensional para visualizar estructura,

e Pruebas de asociacion, entre muchos otros mas.
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Al igual que la mayoria de los programas, PLINK también maneja un formato propio
con extension (.ped y .map). Madas informacion en el manual del programa,

http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/.

3.3.2.3. Medidas de estructura poblacional, diversidad genética y divergencia

La variacion encontrada en las secuencias de DNA puede ser medida y comparada a través
de las frecuencias alélicas y genotipicas de los individuos que componen las poblaciones
(Hedrick, 2010).

Existen numerosos métodos para estimar la diversidad y estructura genética en una
poblacion. Generalmente, las diferentes medidas de estructura genética estan relacionadas
entre si, y simplemente se basan en analizar las diferencias en las frecuencias alélicas. A
continuacion se describen algunas herramientas utilizadas para caracterizar la diversidad

genética de una poblacion.

Equilibrio de Hardy—Weinberg
El equilibrio de Hardy-Weinberg explica que en una poblacién panmictica (es decir, donde
los individuos se aparean al azar), de gran tamafio y donde todos los individuos son
igualmente viables, las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes, es decir
en equilibrio. El equilibrio de Hardy-Weinberg significa que la reproduccion sexual no
causa una reduccion constante de la variacion genética en cada generacion; por el
contrario, la cantidad de variaciébn permanece constante generacion tras generacion, en
ausencia de otras fuerzas evolutivas (Griftiths et al., 2007).

La relacion en general entre frecuencias alélicas y genotipicas puede describirse en
términos algebraicos. Sip es la frecuencia del alelo A, g es la frecuencia del alelo a, se
cumple que p + g = 1 si no existe mas que esos dos alelos. Las frecuencias genotipicas

vienen dadas por:

A/A A/a a/a
2 2 [11]
p 2pq  q

La comprobacion del equilibrio de Hardy-Weinberg se realiza por medio de la
comparacion de los datos observados y esperados mediante un test estadistico de y? (Hartl

y Clark, 2007), basado en el valor:

_ X" (0bs — esp)?
=) [12]
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donde obs y esp indican el nimero de individuos observados y esperados de cada clase

genotipica.

Heterocigosis

Una medida de variacion genética es la cantidad de heterocigosis para un gen en la
poblacion, que viene dada por la frecuencia de individuos heterocigotos para ese gen.
Normalmente, la variacion en los genes es necesaria para permitir a los organismos
adaptarse a las cambiantes condiciones ambientales. Sin embargo, es la variacion alélica la
que es critica. La frecuencia de la aparicion de un alelo cambia regularmente como
resultado de mutaciones, deriva genética y seleccion, mencionados anteriormente.

Esta heterocigosis puede ser directamente observada contando los individuos
heterocigotos en la poblacion (heterocigosis observada, H,), o se puede calcular a partir de
las frecuencias alélicas usando las proporciones del equilibrio de Hardy-Weinberg
(heterocigosis esperada, H,). Las desviaciones de H,, a partir de la H, es un indicador de la
dindmica poblacional. Si un alelo se encuentra a una frecuencia muy elevada, y todos los
demas tienen frecuencias proximas a cero, habrd muy poca heterocigosis, porque muchos
individuos seran homocigotos para el alelo mas comun. Se espera que la heterocigosis sea
maxima cuando un gen tiene multiples alelos y todos ellos tengan la misma frecuencia

(Griffiths et al., 2007).

Indices de fijacién

Los indices de fijacion, o también conocidos como estadisticos F (Wright, 1951, 1965),
consisten en una aproximacion de tres diferentes coeficientes utilizados para asignar la
variabilidad genética a nivel de la poblacion total (T), las subpoblaciones (S), y los

individuos (I). Estos tres coeficientes, Fsr, Fir, v Fig, se interrelacionan de manera que:

1-Fr = (1 - FST)(l - FIS) [13]
Fir — Fis
Fop =——— 14

El Fgr es una medida de la diferenciacion genética entre las diferentes
subpoblaciones, su valor varia entre 0 y 1. Se interpreta como la reduccion de la
heterocigosis de las subpoblaciones respecto a la poblacion total. El F;s y el Fir son
medidas de desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro de las

subpoblaciones y en la poblacion total, respectivamente, donde los valores positivos
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indican una deficiencia de heterocigotos y los valores negativos indican un exceso de
heterocigotos. El Fjs se interpreta como la reduccion de la heterocigosis de un individuo
con respecto a su subpoblacion y el F; como la reduccion de la heterosis de un individuo

con respecto a la poblacion total.

Analisis de varianza molecular (AMOVA)
La estructura genética de la poblacion puede ser investigada por medio de un analisis de
varianza, tal como se define inicialmente por Cockerham (1973), y se extendié en otros
estudios (Long, 1986; Weir y Cockerham, 1984). El Analisis de Varianza Molecular
(AMOVA) (Excoffier et al., 1992) es esencialmente similar a otros enfoques basados en
los andlisis de varianza de las frecuencias génicas, pero toma en cuenta el nimero de
mutaciones entre los haplotipos moleculares. El AMOVA emplea métodos de permutacion
que elimina la suposicion de normalidad que es convencional para el andlisis de la varianza
pero no apropiado para los datos moleculares.

El AMOVA es un analisis jeradrquico que subdivide la varianza total en componentes
de covarianza debido a las diferencias dentro de individuos, entre individuos, y/o
diferencias entre la poblacién. Los componentes de covarianza pueden ser utilizados para
calcular indices de fijacion, definidos originalmente por Wright (1951, 1965) en términos
de coeficientes de consanguinidad, y que fueron explicados en el apartado anterior.

Formalmente, suponemos que la frecuencia del vector del i-ésimo alelo del j-ésimo
individuo en la k-ésima poblacién es una ecuacion lineal de la forma:

Xj)y = X + g + brgjy + Crjcy [15]

donde xy ;) es un valor entre 0 y 1 para el i-€simo alelo del j-€simo individuo en la k-
¢sima poblacion, el vector x es el promedio. Los efectos son a para la poblacion, b para el
individuo dentro de la poblacién, y c¢ para los alelos dentro de los individuos de la
poblacion. La varianza molecular total (¢2) es la suma de los componentes de covarianza
debido a las diferencias entre los alelos dentro de un individuo (6?2), el componente de
covarianza debido a las diferencias entre los individuos dentro de una poblacion (o7), y el
componente de covarianza debido a las diferencias entre las poblaciones (o).

La significacién de los indices de fijacion se contrasta utilizando un enfoque de
permutacion no paramétrico (Excoffier et al., 1992), que consiste en permutar alelos,
individuos o poblaciones, entre los individuos o las poblaciones. Después de cada ronda de

permutacion, se recalculan todos los estadisticos para obtener su distribucion nula.
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A continuacién, en la Tabla 3.2 se detalla un tipo de AMOVA que consta de tres
niveles jerarquicos, donde se describe la forma en que se divide la suma de cuadrados total,

como se obtienen los componentes de covarianza y los indices de fijacion.

Tabla 3.2 Estimacion del AMOVA con tres niveles jerarquicos

o Grados de Suma de Cuadrados medios
Fuente de variacion .
libertad cuadrados (SSD) esperados

Entre poblaciones P-1 SSD (AP) nolZ + 207 + o’
Entre individuos dentro

. N-—P SSD (AI/WP) 207 + o2
de poblaciones
Dentro de individuos N SSD (WI) ol
Total 2N —1 SSD (7T) o2

A partir de estos valores, n y los indices de fijacion estan definidos por:

2N?
2N = Yper - [16]
n=
P-1
2
o
FST = _C; [17]
or
02 + of
FIT = = 2 b [18]
or
2
Op
19
donde,
SSD (T): Suma total de las desviaciones al cuadrado.
SSD (AP): Suma de las desviaciones al cuadrado entre poblaciones.
SSD (WI): Suma de las desviaciones al cuadrado dentro de individuos.
SSD (AI/WP): Suma de las desviaciones al cuadrado entre individuos, dentro de
poblaciones.

P: Numero total de poblaciones.
N: Numero total de individuos.

N, : Numero de individuos en cada poblacion p.
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Distancias genéticas

Las medidas de distancias genéticas permiten consolidar una gran cantidad de datos
obtenidos a través de muchos loci en proporciones manejables, permitiendo la
visualizacién de las relaciones generales entre las poblaciones. La medida de distancia
genética es generalmente analoga a la distancia geométrica, es decir, una distancia genética
de cero es equivalente a ninguna diferencia entre los grupos, y el aumento de la distancia
genética se traduce en una mayor diferencia entre los grupos (Hedrick, 2010).

Hay diferentes medidas de distancia genética entre pares de poblaciones. Asi por
ejemplo, se puede calcular directamente la Fg; entre dos poblaciones y usarla como
distancia genética. Sin embargo, la mas cominmente usada es la distancia genética
estandar de Nei, la cual pretende estimar el nimero de mutaciones que a nivel nucleotidico
se han acumulado en las secuencias de dos linajes a partir de tiempo que ha transcurrido
desde su divergencia (Nei, 1972). El promedio en el niimero neto de sustituciones

nucleotidicas, D, estaria dado por:

D = —In(l) [20]
donde I es la identidad genética, que es igual a:
)

(]x]y)l/z [21]

donde

n n n
Sy = ) Prsbiy Je=) v Jy=) p [22]
i=1 i=1 i=1

y donde p;.x y p;.y son las frecuencias del i-€simo alelo en las poblaciones x ¢ y.

I tiene un rango que va desde cero, cuando no hay alelos compartidos entre las dos
poblaciones, hasta uno, cuando las dos poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas. Y
D tiene un rango desde cero para poblaciones idénticas, hasta infinito cuando las dos

poblaciones no comparten ningun alelo.

Aislamiento por distancia

Para determinar si una especie sigue un modelo de aislamiento por distancia se puede
determinar si existe una correlacion entre las distancias genéticas y geograficas (Wright,
1943). Esta comparacion se puede realizar por medio de una prueba de Mantel, la cual

consiste en un andlisis de correlacion entre dos matrices del mismo rango (Mantel, 1967),
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en este caso empleada para comparar una matriz de distancias genéticas y una matriz de

distancias geograficas entre los mismos individuos o poblaciones.

Métodos de agrupamiento en arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos son representaciones graficas que consisten en nodos (unidades
taxonOmicas) y ramas (vias que conectan los nodos) que resumen las relaciones evolutivas
entre los organismos. Los arboles filogenéticos pueden ser graficados de multiples
maneras. Un arbol es a escala cuando las longitudes de las ramas se dibujan de manera
proporcional al numero de cambios genéticos; de lo contrario, es sin escala. Un arbol es
con raiz cuando un nodo interno es especificado como aquel que representa el ancestro
comun de todos, de lo contrario, es un arbol sin raiz y se observa como una red (Avise,
2004).

Las distancias genéticas entre pares de poblaciones pueden ser usadas para
reconstruir las genealogias de poblaciones mediante métodos de agrupamiento como el
“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages” (UPGMA) (Sneath y Sokal,
1973), o el método de “Neighbor-joining” (Saitou y Nei, 1987). Ambos métodos consisten
en unir inicialmente los dos “vecinos” que tengan la menor distancia genética. Luego, este
par inicial se considera como una sola entidad, y se busca el siguiente “vecino” que tenga
la menor distancia genética con éste. El procedimiento contintia hasta unir todos los
terminales al arbol filogenético. El método de Neighbor-joining se diferencia del UPGMA
en que utiliza una matriz de distancias corregida, donde la idea es cambiar la nocion de
“vecino”. Vecinos seran aquellos que estan proximos pero también alejados de los demas
(Hartl y Clark, 2007).

En los arboles filogenéticos se recomienda incluir niveles de confianza acerca de las
clasificaciones reveladas en una reconstruccion filogenética. Una aproximacion comun es
la técnica del bootstrapping (Felsenstein, 1985). Se trata de la creaciéon de un nuevo
conjunto de datos mediante el muestreo de N caracteres al azar con reemplazo de datos, de
modo que el conjunto de datos resultante tiene el mismo tamafio que el original, pero
algunos caracteres han quedado fuera y otros estan duplicados. La variacion aleatoria de
los resultados de los andlisis de estos conjuntos de datos re-muestreados puede demostrar
estadisticamente ser tipico de la variaciéon que se podrian obtener de la recoleccion de

nuevos conjuntos de datos. El resultado final se muestra graficamente como un numero
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junto a cada nodo que indica el porcentaje de veces que ese clister estd presente entre los

arboles remuestreados (Hartl y Clark, 2007).

3.3.2.4. Herramientas multivariantes en el andlisis de datos moleculares

La gran cantidad de datos obtenidos a partir de marcadores moleculares tipo SNP requiere
la implementacion de analisis multivariados para la interpretacion de los datos de una
manera eficiente. La principal ventaja de estas metodologias es la reducciéon de la
dimensionalidad de los datos en nuevas variables sintéticas (Jombart et al., 2009). Existen
multiples metodologias multivariantes aplicadas a la informacion genética y a continuacion

se explican algunas de ellas.

Analisis de componentes principales y escalamiento multidimensional

El anélisis de componentes principales (PCA usando el acronimo inglés) se ha convertido
en una herramienta estandar para explorar y visualizar la estructura genética de las
poblaciones. Cavalli-Sforza y sus colaboradores fueron los pioneros en el uso del andlisis
de componentes principales (PCA) en la genética de poblaciones, empleando mapas que
resumen la variacion genética humana en todas las regiones continentales (Menozzi et al.,
1978). El método de PCA por lo general se aplica en los datos a nivel de poblacion, sin
embargo también puede ser aplicado a los individuos. Este método no intenta clasificar a
todos los individuos en poblaciones discretas o combinaciones lineales de las poblaciones.
En lugar de ello, el PCA emite coordenadas de cada individuo a lo largo de ejes de
variacion (Patterson et al., 2006).

Por su parte, el método de escalamiento multidimensional (MDS en siglas inglesas)
es una técnica de reduccion de dimensidon con la que se busca representar todos los
individuos en unas pocas dimensiones. El objetivo de escalamiento multidimensional es un
grafico de dispersion en el que cada punto es un individuo donde se muestra informacion
acerca de como los elementos se relacionan entre si, y que puede ser util para identificar
cualquier agrupaciéon o si proporciona alguna otra interpretacion valida de los datos
(Rencher, 2002).

Ambos métodos pueden emplear matrices de distancias genéticas observadas entre
individuos. Estas distancias se pueden generar a partir de:

1—1IBS [23]
donde IBS representa la identidad por estado (Identity by State, 1BS).
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La matriz de IBS es un procedimiento en el cual se examinan pares de SNP entre dos
individuos y se determina la proporcion media de alelos compartidos. Los valores de esta
matriz oscilan, en teoria, entre 0 y 1. En la préactica, no se esperaria observar valores
cercanos 0, incluso entre individuos no emparentados, de los cuales se esperaria que
compartan una gran proporcion del genoma. Un valor de 1 indicaria un par de gemelos, o

una duplicacion de la muestra (Purcell et al., 2007).

Meétodos de agrupamiento y niveles de mixtura

El anélisis de clusteres se ha consolidado como una de las técnicas mas utilizadas para
evaluar la estructura de la poblacion y, junto con el PCA y el MDS, presentan un resumen
de las caracteristicas de la poblacion a partir de los datos genéticos. Estos métodos
permiten llevar a cabo una reconstruccion de acontecimientos histdricos, por medio de la
estimacion de ancestrias y niveles de mixtura. En algunos casos, la demarcacion y
estructuracion de las poblaciones es facil de deducir a partir de la ubicacion geografica de
los individuos, en otros casos, la subdivision de las poblaciones en subpoblaciones
reproductoras locales menos definidas, puede llegar a ser problematica (Manel et al.,
2005).

En estos casos, diferentes métodos de agrupamiento se han implementado
(Alexander et al., 2009; Corander et al., 2003; Falush et al., 2003; Pritchard et al., 2000).
El método de Pritchard y sus colaboradores (STRUCTURE, Pritchard et al., 2000) utiliza
un marco bayesiano para inferir el nimero de grupos (poblaciones) mediante la
comparacion de la probabilidad posterior para diferentes nimeros de poblaciones
especificadas por el usuario. STRUCTURE proporciona un medio para identificar el
"mejor" valor de K (nimero de poblaciones ancestrales), basado en computar la evidencia
del modelo para cada valor posible K a través de probabilidades posteriores via MCMC
(Markov Chain Monte Carlo). Por su parte, ADMIXTURE (Alexander et al., 2009), no
intenta estimar la evidencia del modelo. Més bien, incluye un procedimiento de validacioén
cruzada que permite al usuario identificar el valor de K para el que el modelo tiene mejor

exactitud de prediccion.

3.3.3. Algunas aplicaciones de los Analisis Poblacionales
La seleccion gendmica es una nueva tecnologia que estd revolucionando la cria de ganado.

Esta se propuso como estrategia para predecir los valores genéticos a partir de un conjunto
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masivo de marcadores SNP en todo el genoma (Meuwissen et al., 2001). Aunque la idea de
utilizar marcadores de DNA para mejorar la tasa de ganancia genética en el ganado lechero
ha existido por décadas (Rothschild y Soller, 1997; Soller y Beckmann, 1983), la adopcion
de la seleccion asistida por marcadores se ha limitado a la ultima década.

Para que la seleccion genomica funcione, los SNP deben estar en desequilibrio de
ligamiento (LD) con un QTL, de tal manera que los marcadores predigan los efectos de los
QTL a través de la poblacion (de Roos et al., 2008). Adicionalmente, el LD entre marcador
y el QTL, y el alcance del LD, deben ser consistentes entre la poblacion utilizada para la
estimacion (poblacion de referencia) y la poblacion en la que la seleccion gendmica sera
practicada. Esta relacion entre poblaciones se puede obtener por medio de la estimacion de
la persistencia de fases del LD entre poblaciones (Dekkers y Hospital, 2002). A

continuacion se detallan estas dos metodologias.

3.3.3.1. Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento (LD, linkage disequilibrium) es la propiedad que tienen
algunos genes de no segregar de forma independiente, es decir, la asociacion no aleatoria
de alelos de diferentes loci. Puede definirse también como la diferencia entre la frecuencia
observada de un gameto y la que deberia tener si estuviera en equilibrio (Griffiths et al.,
2007).

El LD se puede ver afectado por numerosas causas. La seleccion, por ejemplo, puede
generar desequilibrio de ligamiento debido a que altera las frecuencias de los gametos.
Inclusive, si la seleccion es lo suficientemente fuerte y reciente, sefales de seleccion
pueden ser detectadas por medio del LD (Hartl y Clark, 2007). Igualmente, el cruce de dos
lineas o razas con diferentes frecuencias alélicas, pese a que éstas se encuentren en
equilibrio gamético, generardn un mayor LD en la poblacion resultante (Dekkers y
Hospital, 2002). Otras causas asociadas al incremento del LD son la mutacién y la
migracion reciente.

Cuando dos marcadores moleculares se encuentran a poca distancia en el mismo
cromosoma se dice que estan ligados. Por esta razon, se espera que el LD sea alto a poca
distancia genética y que decrezca a medida que esta distancia se incrementa, debido
principalmente al efecto de la recombinacion (Hartl y Clark, 2007). El descenso del LD
asociado a la distancia entre marcadores ha sido evaluado en numerosas razas de ganado

de carne y leche, inclusive en razas compuestas (de Roos et al., 2008; Espigolan et al.,
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2013; Gautier et al., 2007; Salomon-Torres et al., 2014; Villa-Angulo et al., 2009). Estos
trabajos han indicado que los marcadores moleculares son capaces de detectar niveles de
LD entre SNP cercanos y hasta varias decenas de centimorgans.

El nivel de LD entre marcadores se puede cuantificar por medio del pardmetro 2

(Hill y Robertson, 1968), representado como:
2 (P11 — P1q1)?
‘r' T ——————————————————

(P191P292)

donde p; y p, son las frecuencias de los alelos menor y mayor en el SNPI

[24]

respectivamente, q; y q, son las frecuencias de los alelos menor y mayor en el SNP2
respectivamente, y p;; corresponde a la frecuencia observada entre los dos alelos menores

en el mismo individuo a lo largo de toda la poblacion.

3.3.3.2. Persistencia de fases
Como se mencion6 anteriormente, la persistencia de fases tiene implicaciones importantes
en la implementacion de la seleccion gendomica, ya que busca la similitud en los patrones
de LD a través de diferentes poblaciones. A través de la persistencia de fases se puede
determinar un panel de SNP adecuado para aumentar la precision de la seleccion
genomica. Si la persistencia de fases entre las dos poblaciones de interés es baja, entonces
la combinacion de éstas poblaciones para formar un panel de SNP tendria un impacto
negativo sobre la precision resultante de la seleccion gendmica (de Roos et al., 2009).

La persistencia de fases entre dos pares de SNP en dos poblaciones puede ser

estimada como un coeficiente de correlacion entre alelos, es decir, la raiz cuadrada de r?

(Vr?), o partiendo de la formula [24] como: 7 = py; — P1G1//P191P2q;. Esta tltima
aproximacion permite utilizar el signo del numerador para calcular los coeficientes de
correlacion entre los marcadores de dos poblaciones.

Diferentes estudios muestran que la persistencia de fases entre razas es alta en
distancias cortas, pero disminuye rapidamente a medida que la distancia aumenta (de Roos
et al., 2008; Gautier et al., 2007). El nivel de decaimiento de esta persistencia, o bien
llamada pendiente, tiene una fuerte implicacion en la determinacion del tiempo en el que
posiblemente las razas divergieron. Esta divergencia puede ser estimada mediante la
siguiente aproximacion: v = e 2T donde r es la persistencia de fases, c es la distancia de
recombinacion entre los marcadores (en Morgans) y T es el tiempo en que las razas

divergieron medido en generaciones (de Roos et al., 2008).
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3.3.3.3. Tamarfios efectivos ancestrales de la poblacion
Anteriormente se habia hecho mencién del calculo de los tamafios efectivos (N, ) a partir
del incremento de la consanguinidad (AF) obtenida a partir del andlisis genealdgico. Sin
embargo, esta estimacion tiene la desventaja de que no es posible estimar muchas
generaciones atras debido a las limitaciones del pedigri. En la actualidad, gracias a la alta
densidad de marcadores genéticos tipo SNP, se puede conocer la historia de las
poblaciones e inferir el tamafo de la poblacidn muchas generaciones atras. De esta manera,
el N, ancestral proporciona informacion util sobre la evolucion de una poblacion, permite
mejorar los modelos de mapeo de una enfermedad y se toma como referencia para el
seguimiento de la pérdida de la variabilidad genética (Hayes et al., 2003; Tenesa et al.,
2007).

El LD se puede emplear para estimar el N, ancestral si se conoce la tasa de
recombinacion por medio de la siguiente aproximacion (Sved, 1971):

r2=1/(1+4N,c) =~ N, = (1/4c) * (1/r* = 1) [25]

donde N, es el tamafio efectivo de la poblacion, 2 es el desequilibrio de ligamiento, y ¢ es
la tasa de recombinacidn que se sustituye por la distancia de mapa en Morgans.

Para estimar N, ancestral en diferentes generaciones del pasado se utiliza la siguiente

aproximacion (Hayes et al., 2003):

T=1/,. [26]
donde T representa las diferentes generaciones en el pasado y ¢ es la tasa de
recombinacion mencionada anteriormente.

Pese a que generalmente se tiene a aplicar la generalizacion 1 Mb ~ 1 c¢cM para
calcular N, ancestral, se pueden estar cometiendo errores de estimacion, debido a que la
tasa de recombinacion en bovinos varia considerablemente entre cromosomas (Arias et al.,
2009). Por esta razon se ha sugerido emplear tasas de recombinacion especificas para cada
cromosoma (Corbin et al., 2010; Qanbari et al., 2010; Tenesa et al., 2007; Villa-Angulo et
al., 2009).

Adicionalmente, el N, ancestral se puede estimar por medio de un modelo no lineal

de minimos cuadrados aplicando la formula [25], detallado de la siguiente manera:

r2=1/(a+4bd)+e ~ b= (1/4d) * (1/r* — a) [27]

55



CAPITULO 3

donde 72 es el desequilibrio de ligamiento, d es la distancia en Morgans, y los parametros
a estimar de forma iterativa por minimos cuadrados son a y b, que corresponden a la tasa
de mutacién y el tamafio efectivo de la poblacion, respectivamente (Corbin et al., 2010;

Tenesa et al., 2007).
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CAPITULO 4

ABSTRACT: Demographic and pedigree analyses describe the structure and dynamics of
livestock populations. We studied information recorded in the herdbooks of Asturiana de
los Valles (AV; N = 458,806), Avilena-Negra Ibérica (ANI; N = 204,623), Bruna dels
Pirineus (BP; N = 62,138), Morucha (Mo; N = 65,350), Pirenaica (Pi; N = 217,428),
Retinta (Re; N = 135,300), and Rubia Gallega (RG; N = 235,511) beef breeds from their
creation until 2009. All breeds have increased in the number of registered cows in recent
years. In all breeds, herds do not behave as isolated entities and a high rate of exchange of
breeding males between herds exists. A percentage of herds (12-52%) make some type of
selection and sell bulls to other herds. There were large differences in average number of
progeny per bull, ranging from 15.6 (AV) to 373.7 animals (RG, with a high incidence of
Al). Generation interval estimates ranged from 4.7 (AV) to 7.6 (RG) yr in the sire pathway
and from 5.95 (AV) to 7.8 (Mo) yr in the dam pathway. Density of pedigrees varied among
breeds, with Pi, ANI, and Re having the more dense pedigrees, with average completeness
indexes of more than 96% in the first generation and 80% when 6 generations were
considered. A general increase in average inbreeding was observed in all breeds in the
years analyzed. For animals born in 2009, average inbreeding coefficients ranged from 0.6
(BP) to 7.2% (Re) when all animals were considered and from 3.6 (Pi) to 17.6% (BP)
when only inbred animals were considered. Due to the lack of completeness of pedigrees
in most populations, inbreeding coefficients may be considered as a lower bound of the
true parameters. The proportion of inbred animals tended to increase in the periods
analyzed in all breeds. Differences between inbreeding and coancestry rates (except in RG)
suggest the presence of population structure. Effective population size (Ne) based on the
inbreeding rate estimated by regression ranged from 43 to 378 for Re and BP, whereas Ne
estimates based on coancestry were greater, with a range of 100 for RG to 9,985 for BP.
These facts suggest that an adequate mating policy can help to monitor inbreeding so as
not to lose genetic variability. Effective number of ancestors in 2009 for 6 of the breeds
ranged from 42 (RG) to 220 (AV), with BP having much a greater value, and was lower
than was the effective number of founders in all breeds, suggesting the existence of
bottlenecks.

Key words: beef cattle, inbreeding, local breeds, pedigree
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INTRODUCTION

Breeds are dynamic resources, changing with each generation through interaction
with the physical environment and according to the selection criteria of their keepers
(FAO, 1998). Well-designed breeding programs can exploit the existing genetic variation
of beef cattle breeds to use local available resources, produce under harsh conditions,
support specific labeling of high-added-value that prevents health scandals (Tolosana et al.,
2005), and contribute to maintaining rural culture diversity (Gandini and Villa, 2003).
Demographic and pedigree analysis are important tools that describe the structure and
dynamics of livestock populations (Vu Tien Khang, 1983). Population structure determines
the development of inbreeding, whose trend is the tool most frequently used to quantify the
rate of genetic drift (Wright, 1922, 1931). Pedigree analysis has been implemented for
most species, such as beef and dairy cattle and sheep, among others (Boichard et al., 1997,
Goyache et al., 2003; Gutiérrez et al., 2003). However, in most local breeds, the population
size and selection methods are frequently subject to changes, even in short periods of time
(Boichard et al., 1997). Therefore, the demographic and pedigree analysis of populations
should be done periodically to assess the effect of the breeding program in the inbreeding
and genetic diversity of the breed. The genetic structure of some of the Spanish breeds was
studied by Gutiérrez et al. (2003), including pedigree data until the year 1995. Since then,
most of the breeds have intensified performance recording and developed more or less
intensive genetic selection programs based on BLUP genetic evaluation, whose impact in
the breed’s genetic structure is unknown. In this context, the main objective of this study is
to assess the current genetic structure of 7 Spanish local beef cattle breeds by analyzing
their pedigrees. This can illustrate the general behavior of local beef populations

undergoing a selection process.

MATERIALS AND METHODS

Herdbook information of 7 Spanish beef breeds was analyzed from their foundation
to the last year with complete records (2009). Specifically, we analyzed the following
breeds and animals in the pedigree within breed: Asturiana de los Valles (AV; N =
458,800), Avilena-Negra Ibérica (ANI; N = 204,623), Bruna dels Pirineus (BP; N =
62,138), Morucha (Mo; N = 65,350), Pirenaica (Pi; N = 217,428), Retinta (Re; N =
135,300), and Rubia Gallega (RG; N = 235,511). These breeds represent 72% of the total
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census of local beef breeds in Spain. All breeds started BLUP based selection programs in
the last 20 yr. The breeds differ not only in production and carcass traits (Piedrafita et al.,
2003) but also in meat quality traits (Gil et al.,, 2001). They are reared in harsh
environments, including mountains to rangelands, and the degree of crossbreeding with
specialized beef meat breeds is variable as well as is the extent of Al. Further details of the
breeds can be found at http://dad.fao.org. We analyzed several genetic parameters
regarding demographic structure and genetic status of the populations based on pedigree

information, which are briefly described in the following sections.

Demographic Structure

Breed Censuses. Breed censuses are assessed as the number of reproductive males
and females giving progeny in 3 specific years: 1998 (a year close to the previous study),
2003 (the year in which common rules for direct support schemes for farmers under the
Common Agricultural Policy of the European Union were established — Council
Regulation EC number 1782/2003), and 2009.

Effective Population Size. Under random mating with unequal numbers of males and
females, effective population size (N,) is calculated as N, = 4N,,N¢/ (Nm + Nf), in which
Ny, and Ny are the number of males and females, respectively (Falconer and Mackay,
1996).

Pyramid Structure. The pyramid structure is defined by the percentage of use of own
reproductive males as the criterion for classifying herds, designated as nucleus herds if
they never use reproductive males born in other herds, as multipliers if they buy and sell
reproductive males (Multiplier 1 or Multiplier 2 if they use or not their own bulls,
respectively), and as commercial herds if they buy but do not sell bulls (Commercial 1 or
Commercial 2 if they use or not their own bulls, respectively) (Vassallo et al., 1986).

Generation Intervals. Generation intervals are defined as the average age of parents
at the birth of their progeny kept for reproduction (James, 1977). This parameter was
computed for the 4 classic pathways (sire—son, sire—daughter, dam-son, and dam-—
daughter) using the animals born between 2003 and 2009.

Family Size. Family size refers to the number of offspring of an individual that

become breeding individuals in the next generation (Falconer and Mackay, 1996).
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Pedigree Information Quality, Inbreeding Coefficient, and Effective Population Size

Pedigree Completeness Level. The pedigree completeness level is described by
computing the average of the MacCluer et al. (1983) index considering 1 to 6 generations
deep. The pedigree completeness index of an individual is
Iy = 4y g/ Tapge + i) and g, = (1/d) X a;, k = pat, mat, in which k
represents the paternal (pat) or maternal (mat) line, a; is the proportion of known
ancestors in generation i, and d is the number of generations considered in the calculation
of the completeness index.

In addition, the complete generation equivalent value (Boichard et al., 1997) was
estimated by averaging over the sum of (1/2)", in which n is the number of generations
separating the individual from each known ancestor.

Inbreeding Coefficient. The inbreeding coefficient (F) is the probability of having 2
genes that are identical by descent (Wright, 1922).

Coancestry. The coancestry (f) is defined as the probability that a progeny of 2
parents carries 2 alleles identical by descent. Under random mating, the rate of inbreeding
(AF) equals the rate of coancestry (4f).

Effective Population Size. The N, is a measure of genetic diversity within a
population (Wright, 1931). The N, was calculated using N, = 1/(2AF). The rate of
inbreeding per generation (4F) was calculated using AF = (F, — F,_1)/(1 — F,_;), in
which F, and F,,_, are the average inbreeding of offspring and their parents, respectively
(Falconer and Mackay, 1996). Animals born a number of years equal to the generation
interval were considered as parents (the previous generation) of a particular cohort
(animals born in the same year).

An alternative way to estimate N, is by computing the increase of inbreeding for
each individual (AF;) that equals 1 — (1 — F;)Y/¢, in which F; is the inbreeding coefficient
(Gonzalez-Recio et al., 2007) and ¢t can be, for each individual, the equivalent complete
generations, the maximum number of generations known, or the complete generations
(Gutiérrez et al., 2008). By averaging these AF;, we obtain an estimate of AF, AF, in the
reference population, and then a realized N, is computed as N, = 1/2 AF (Cervantes et al.,

2008).
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Genetic Representation and Probabilities of Gene Origin
Effective Number of Founders. The effective number of founders (f,) is the number

of equally contributing founders that would be expected to produce the same genetic

diversity as in the population under study (Lacy, 1989). It is calculated as f, = 1/ Z£=1 qz,
in which gy, is the probability of gene origin of the k ancestor, that is, the proportional
contribution of founder k. When founders contribute unequally, the effective number of
founders is smaller than is the actual number.

Effective  Number of Ancestors. The previous method does not account for
bottlenecks in the population, which is a major cause of gene loss in cattle populations.
Effective number of ancestors (f,) overcomes, in part, this shortcoming. It is the minimum
number of ancestors, founders or not, necessary to explain the complete genetic diversity

a

of the population under study (Boichard et al., 1997) and is computed as f; = 1/}, qu-.
In this case, q; is the marginal contribution of the j ancestor, that is, the genetic
contribution made by an ancestor that is not explained by other ancestors chosen
previously.
Effective Number of Founder Herds. The initial contribution of founders can be
added into each herd founder contribution, and the inverse of their added squared value

gives an effective number of founder herds (Robertson, 1953).

Software

POPREP software (Groeneveld et al., 2009) was used to analyze the census trend,
family sizes, average pedigree completeness traced back until the sixth generation,
inbreeding, coancestry, and N, calculated from the last 2 parameters. The software
ENDOG, version 4.6 (Gutiérrez and Goyache, 2005), was used to calculate the pyramid
structure, generation interval, complete generation equivalent value, individual increase of
inbreeding and the corresponding realized N,, and probabilities of gene origin: effective

number of founders, effective number of ancestors, and effective number of founder herds.

RESULTS AND DISCUSSION

Censuses
The number of breeding females is one of the key parameters to assess the risk of

endangerment of a local bovine population. Table 1 shows that all breeds but the Mo breed
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increased their censuses over time. In fact, all of the breeds have experienced an increase
in the number of registered cows in relation to the period studied by Gutiérrez et al. (2003),
and the support schemes for farmers established in 2003 had a variable impact on the
evolution of the censuses. The group of ANI, Mo, Pi, and Re had moderate increases,
ranging from 16 to 41% in the female censuses, whereas AV, BP, and RG have much
larger increases (158 to 381%), probably due to a strong support of the regional
governments for the selection schemes.

The number of breeding females per bull was below 10 in AV, above 30 in RG, and
between 14 and 22 in the rest of the populations. This confirms the extended use of natural
service bulls, with Al being fairly residual, with the exception of RG. In AV, the low
number of cows per bull can be due to the small size and geographical isolation of herds.

The effective number, N,, computed by assuming a random mating population with
unequal number of males and females, increased in all breeds, except Mo in 2009, in
parallel to the census (Table 1). In 2009, N, ranged from 470 in the Mo breed to 8,752 in
AV breed. The differences in Ne between AV and RG (8,752 and 1,668, respectively),
which had a similar number of females in 2009, are due to the extensive use of Al in the
last breed. These values will be contrasted below with other estimates of the Ne that allow

for more relaxed conditions.

Pyramid Structure

It is well established that genetic improvement efforts are usually made in a fraction
of the population and from these animals is later on disseminated to the rest of the
population. Our results show that there are not isolated herds (Table 2), and none of the
herds of any breeds used only their own males for breeding, which means that no herd was
classified as nucleus. In consequence, all herds were assigned either to the multiplier (1
and 2) or commercial (1 and 2) categories, depending on the breed. A herd is defined as
multiplier when it sells bulls to other herds, although it can use its own or purchased
breeding males for mounting. In fact, in herds catalogued as Multiplier 1, the proportion of
purchased bulls can be very high (close to 80% in AV and RG).

The proportion of multiplier (1 and 2) and Commercial 1 herds has increased
markedly in BP at the expense of the Commercial 2 herds in the period studied, with this
trend also being observed in AV, ANI, and Mo, although to a lesser extent. This evolution

implies a greater involvement in the selection process of more breeders and could be
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related to the increment of herd sizes and the impact of genetic evaluations, which
facilitate both the use of highly ranked own bulls and also the exchange of bulls with other
herds. The herd structure of Pi, Re, and RG has remained more stable in the period 1998 to
2009. In the last year analyzed, the proportion of multiplier herds oscillates between 12
and 24% for ANI, Re, and RG and 43 to 52% for BP, Mo, and Pi, with an intermediate
value (35%) for AV.

Table 1. Number of males and females giving birth in 1998, 2003, and 2009 and the
corresponding effective sizes (VV,) under random mating and unequal number of males
and females

Breed' Year Males Females N,
AV 1998 1,152 8,064 4,032
2003 1,792 15,501 6,425
2009 2,444 20,884 8,752
ANI 1998 232 5,318 889
2003 310 6,856 1,186
2009 389 7,504 1,479
BP 1998 77 1,369 292
2003 154 2,643 582
2009 335 6,593 1,275
Mo 1998 159 1,588 578
2003 167 3,355 636
2009 125 1,947 470
Pi 1998 551 7,372 2,051
2003 677 9,612 2,530
2009 810 10,531 3,009
Re 1998 239 3,933 901
2003 290 4,246 1,086
2009 345 4,573 1,283
RG 1998 168 5,154 651
2003 207 9,190 810
2009 433 16,512 1,688

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

This indicates that in the first 3 breeds, the selection efforts are concentrated in a

small number of herds. In the other breeds, the proportion of herds that made some type of
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selection and sold bulls to other herds is greater (40—50%). A lower number of multipliers
can facilitate the implementation and development of a selection program and, in the
future, the genomic selection, although at the risk of increasing inbreeding if not properly
monitored. What is interesting to note is that in Vassallo et al. (1986), some herds were
classified as nucleus herds, differing from the current results. This can be due to the fact
that the selection program applied has changed the dynamic of the population or that the
sample used for the previous study did not represent the information registered in the

herdbook of the breed.

Generation Intervals and Family Size

Average generation intervals for the 4 pathways associated with the animals born in
the period 2005 through 2009 are shown in Table 3. The estimates ranged from 4.7 to 7.6
yr in the sire pathway and from 5.95 to 7.8 yr in the dam pathway. In general, the average
values were shorter in the sire pathway, with ANI, AV, and Mo having a more rapid
replacement of sires, whereas RG sires were used almost 2 additional years on average.
This fact can be due to the greater practice of Al in RG and the longer use of proven sire’s
semen. The average generation interval in the dam pathway was around 7 yr, due partially
to a later start (30-36 mo) and longer reproductive life of the females. In addition, the
greater reliability of the genetic evaluations of bulls achieved at an early age facilitates
earlier selection decisions in young bulls than in cows.

The average estimates were homogeneous across breeds, with the exception again of
AV, which showed a shorter interval suggesting a relative acceleration of the selection
process in this breed, and the high sire—daughter interval in RG, related to the use of semen
of older proven bulls as fathers of replacement cows. These estimates represent a
considerable increase with respect to the generation intervals estimated by Gutiérrez et al.
(2003) in AV, ANI, BP, Mo, and Pi beef breeds from the parents of the 1995 calf crop.
This increase could be related to the expansion of herd censuses associated with a longer
use of the cows. The current estimates, however, are in the order of the results found in
other beef breeds such as Irish Charolais, Limousin, Hereford, Angus, and Simmental
cattle (Mc Parland et al., 2007). Furthermore, a longer generation interval in females than
in males has previously been reported in other breeds, such as Australian Shorthorn

(Herron and Pattie, 1977) or British Hereford (Ozkiitiik and Bichard, 1977), whereas in
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Irish Hereford only slight differences were found and in Limousin the sire—offspring

pathway was 2 yr greater than the dam—offspring pathway (Mc Parland et al., 2007).

Table 2. Pyramid structure of the different breeds according to the use of own or
purchased bulls. The numbers correspond to the percentage of herds belonging to the
category, with the percentage of purchased bulls included between parentheses. The
periods analyzed went from the starting year of recording practices to the years 1998,
2003, and 2009

Type of herd’
Breed! Year Nucleus Multiplier | Multiplier2 Commercial 1 ~ Commercial 2
AV 1998 0 18.2 (72.02) 5.68 7.62 (81.59) 68.67
2003 0 21.05 (75.56) 8.42 6.57 (84.84) 63.78
2009 0 23.05 (77.70) 10.58 6.77 (84.19) 59.60
ANI 1998 0 10.14 (51.88) 3.32 7.34 (81.72) 79.20
2003 0 10.36 (51.51) 433 9.12 (77.04) 76.20
2009 0 13.64 (53.13) 5.34 9.42 (78.18) 71.59
BP 1998 0 7.89 (65.87) 0.88 4.97 (77.32) 86.26
2003 0 11.70 (66.46) 5.34 12.48 (72.03) 70.48
2009 0 39.85 (56.15) 3.42 20.54 (58.11) 36.19
Mo 1998 0 38.21 (45.90) 3.65 19.93 (46.99) 38.21
2003 0 44.98 (38.21) 2.13 20.06 (42.04) 32.83
2009 0 48.53 (3564) 3.53 21.47 (39.2) 26.47
Pi 1998 0 21.41 (75.18) 19.19 5.66 (75.66) 53.74
2003 0 22.62 (73.91) 18.59 5.98 (80.94) 52.81
2009 0 23.49 (73.36) 18.68 6.19 (81.8) 51.64
Re 1998 0 18.22 (48.12) 3.78 18.44 (63.49) 59.56
2003 0 17.82 (47.93) 3.94 17.07 (64.06) 61.16
2009 0 18.77 (46.67) 4.61 16.72 (68.76) 59.90
RG 1998 0 5.1(85.72) 7.22 1.19 (86.16) 86.49
2003 0 4.66 (84.39) 5.97 1.49 (82.46) 87.88
2009 0 5.33 (81.32) 6.42 1.98 (81.53) 86.27

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

*Nucleus: herds using their own bulls and selling bulls for breeding; Multiplier 1: herds using purchased bulls
and their own bulls, and also selling bulls for breeding; Multiplier 2: herds using purchased bulls and selling
bulls for breeding; Commercial 1: herds using purchased bulls and their own bulls; Commercial 2: herds
using only purchased bulls.

Family size estimates from breeding animals born in 1988, 1993, and 2000 are
presented in Table 4. The year 2000 was chosen back as the first one that presented

estimates similar to previous years and corresponds to a reference year where the breeding
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animals have been able to complete their reproductive career. There were large differences
in the average progeny per bull, ranging from 15.6 (AV) to 373.7 animals (RG). As before,
this large progeny in RG is related to the use of Al. Most of the breeds increased the
average number of progeny per sire. The average number of selected offspring per sire was
in the range between 8.3 (AV) and 44 (RG), which together accounted for a percentage
ranging from 15 (Pi and RG) to 26% (AV) of the total of all offspring born, this last being
consistent with the lower generation interval of this breed. In addition to this between-
breed variability in family size, there exists a within breed variability (not shown in tables)

that can increase the rate of inbreeding and reduce N,.

Table 3. Generation interval estimates (with SE in parentheses) for the 4 pathways
corresponding to animals born in the period 2005 through 2009

Breed' Sire-son Sire-daughter =~ Dam-son =~ Dam-daughter
AV 4.70 (0.01) 477 (0.01)  6.24 (0.01) 5.95(0.01)
ANI 4.79 (0.10) 5.04(0.09)  6.87(0.16) 6.80 (0.17)
BP 5.86 (0.16) 5.66 (0.15)  7.66(0.24) 7.05 (0.25)
Mo 4.88 (0.21) 5.49(0.25)  7.83(0.43) 7.39 (0.41)
Pi 5.85(0.15) 5.86(0.14)  7.21(0.13) 7.32 (0.14)
Re 5.41 (0.05) 5.27(0.01)  7.13(0.07) 6.86 (0.02)
RG 6.56 (0.20) 7.60 (0.22)  6.81(0.19) 7.28 (0.20)

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi=
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

Pedigree Completeness Level

The estimates of inbreeding are dependent on pedigree completeness (Lutaaya et al.,
1999; Cassell et al., 2003), and a large proportion of missing parents in the pedigree leads
to an important underestimation of the inbreeding level. In this study, pedigree knowledge
was assessed through the completeness index (MacCluer et al., 1983). This index is an
indicator of the proportion of ancestors known in a predefined number of generations. In
this study, we analyzed the results when 1, 2, 3, 4, 5, or 6 generations back were
considered. The results varied among breeds. Pirenaica, ANI, and Re breeds have deeper
pedigrees, with average completeness indexes of more than 96% in the first generation.
Pedigree completeness decreased as more generations were considered, albeit even when 6
generations were considered, those 3 breeds had a pedigree completeness of around 80%

(Table 5). In general, there has been an increase in the pedigree records across breeds from
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1995 (Gutiérrez et al., 2003). This pedigree records increase might be due to the need of
reliable genealogical information to implement selection programs based on BLUP
predictions of breeding values. Nevertheless, the genealogy of the BP breed underwent a
severe contraction in the late 1990s, from which it is slowly recovering, which led to the

low proportion of known ancestors beyond grandparents.

Table 4. Average family sizes of breeding animals born in 1988, 1993, and 2000

All offspring’ Selected offspring’

1
Breed Year Sires Dams Sires Dams
AV 1988 15.6 3.1 8.3 1.9
1993 24.3 34 11.9 1.8
2000 359 3.6 9.3 1.5
ANI 1988 92.9 4.3 29.6 2.1
1993 83.1 4.5 24.9 1.9
2000 89.8 3.2 18.9 1.5
BP 1988 36.5 3.1 11.0 1.6
1993 40.5 3.0 10.5 1.5
2000 52.0 2.8 9.3 1.2
Mo 1988 25.6 2.6 19.4 1.6
1993 70.5 3.3 324 1.7
2000 55.1 2.1 13.8 1.3
Pi 1988 40.6 5.2 15.0 2.2
1993 43.7 54 13.7 2.0
2000 65.1 4.2 10.0 1.3
Re 1988 63.0 3.5 21.3 1.9
1993 68.9 3.9 22.9 1.9
2000 67.6 33 13.8 1.3
RG 1988 79.1 3.2 39.8 1.8
1993 373.7 3.6 87.7 1.7
2000 299.5 3.7 44.0 1.4

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

*All offspring born in the population.

*Offspring that have at least a service record.

In correspondence with the average completeness indexes estimated, 3 breeds have
the highest complete generation equivalent values (3.77, 3.99, and 4.62 for Re, ANI, and
P1). To compute these values, all animals born up to 2009 were used. These figures are in
the order of those published by Boichard et al. (1997) in Abondance, Normande, and
Limousine French breeds but lower than the estimates found in Danish dairy cattle

(Serensen et al., 2005).
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Evolution of Inbreeding and Effective Population Sizes

A general increase in average inbreeding over time was observed in all breeds
through the years analyzed. The average inbreeding coefficients of animals born in 2009
ranged from 0.6% in BP to 7.2% in Re, when all animals were considered (Table 6). In all
breeds, the SE of the estimates were large. It should be highlighted that the inbreeding
coefficients may be probably underestimated due to the lack of completeness of pedigrees
in most populations. This can be particularly important in the breeds with the lowest

quality of pedigree information.

Table 5. Average pedigree completeness index (%) considering 1 to 6 generations deep
for animals born in 2009 and average complete generation equivalent values for
animals born up to 2009

 Number of Number of generations known Average co.rnplete
Breed oimals generation
1 2 3 4 5 6 equivalents
AV 21,418 91.7 834 758 67.6 586 50.2 2.18
ANI 8,052 96.7 919 885 858 829 793 3.99
BP 6,902 832 59.1 421 320 257 215 1.01
Mo 2,223 86.8 779 708 648 594 53.6 2.17
Pi 10,845 99.0 979 968 952 920 86.7 4.62
Re 4,928 96.3 917 88.6 865 84.6 809 3.77
RG 17,124 944 832 751 69.0 635 579 3.08

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

The proportion of inbred animals tended to increase in all breeds. In the year 2009 it
had a range from 38 (AV) to 95% (Pi), with the exception of BP (3.5%). The greater
percentages belong to the breeds with better pedigree knowledge (Pi, ANI, and Re).

The average inbreeding coefficient of inbred animals was below 11%, with the
exception of BP and Mo. The SE of the estimates were also large. In all breeds, individuals
exceeding an inbreeding coefficient of 40% could be found. In general, no correlation
existed between the percentage of inbred animals and the average inbreeding of inbred
animals. Whereas Pi is the breed with the most inbred animals, the F average stayed at
around 3.5%, suggesting that breeders avoid matings between close relatives. Another

cause of this low F average can be a larger number of Multiplier 1 herds than in ANI and
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Re, populations that have similar pedigree completeness. On the contrary, the particularly
high average inbreeding of inbred animals born in 2009 in BP (17.6%) suggests that a
relevant number of matings between close relatives occurs, which should be subjected to

careful monitoring to avoid the loss of genetic variability in this population.

Table 6. Average inbreeding coefficients of all animals and inbred animals born in
1998, 2003, and 2009

All animals Inbred animals

Breed' Year Number Maximum F  Average F (SD)  Number (%) Average F (SD)
AV 1998 11,454 0.4248 0.0102 (0.0428) 1,270 (11.1) ~ 0.0921 (0.0947)
2003 18,361 0.4219 0.0112 (0.0429) 3,586 (19.5)  0.0573 (0.0823)
2009 21,418 0.5361 0.0142 (0.0474)  8,175(38.2) 0.0371 (0.0710)
ANI 1998 6,145 0.4629 0.0472 (0.0746) 3,980 (64.8)  0.0728 (0.0820)
2003 7,924 0.4681 0.0518 (0.0751) 5,910 (74.6)  0.0711 (0.0794)
2009 8,052 0.4911 0.0611 (0.0805) 6,522 (81.0)  0.0754 (0.0832)
BP 1998 3,142 0.2500 0.0030 (0.0224) 80 (2.5) 0.1162 (0.0811)
2003 3,592 0.3125 0.0035 (0.0228) 132 (3.7) 0.0951 (0.0740)
2009 6,902 0.4375 0.0062 (0.0372) 243 (3.5) 0.1758 (0.0972)
Mo 1998 2,170 0.5098 0.0485 (0.0883) 799 (36.8)  0.1316 (0.1013)
2003 3,811 0.4805 0.0645 (0.0909) 2,015 (53.0) 0.1221 (0.0927)
2009 2,223 0.4893 0.0593 (0.0919) 1,233 (55.5) 0.1116 (0.1009)
Pi 1998 7,825 0.3821 0.0261 (0.0532) 6,508 (83.2) 0.0313 (0.0509)
2003 10,174 0.5000 0.0330 (0.0601) 9,112 (89.6)  0.0368 (0.0643)
2009 10,845 0.4975 0.0345 (0.0581) 10,303 (95.0) 0.0363 (0.0590)
Re 1998 4,942 0.5434 0.0628 (0.0891) 2,781 (55.7)  0.1127 (0.0930)
2003 5,278 0.5449 0.0620 (0.0874) 3,161 (59.8) 0.1036 (0.0920)
2009 4,928 0.4591 0.0722 (0.0870) 3,599 (73.0)  0.0988 (0.0879)
RG 1998 7,303 0.3984 0.0140 (0.0427) 2,612 (35.8)  0.0390 (0.0641)
2003 11,166 0.4688 0.0211 (0.0502) 5,952 (53.3) 0.0396 (0.0632)
2009 17,124 0.5039 0.0269 (0.0529) 10,130 (59.2) 0.0455 (0.0623)

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

In general, all breeds have experienced an increase of inbreeding in relation to the
1995 estimates (Gutiérrez et al., 2003), both for the whole populations and for inbred

animals. This is probably a consequence of the increase of depth in pedigree information.
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Our estimates are much greater than are the ones found in Irish cattle, where the estimates
of mean inbreeding of animals born in 2004 were in the range of 0.54 to 2.19% for
Charolais and Hereford breeds, respectively, with complete generation equivalents around
5 (Mc Parland et al., 2007).

Other interesting parameters to monitor the evolution of populations are the rate of
inbreeding and the potential inbreeding that could be obtained if all matings were made at
random from all members of the population. This last parameter is the average coancestry
of all possible pairs of individuals in the population, and its evolution is the rate of
coancestry. Estimates of both rates are presented in Table 7. The estimates of the rate of
inbreeding and the N, from animals born in the years 1998, 2003, and 2009 were highly
heterogenous, and no clear trend can be inferred (Table 7A). The estimates of the rate of
coancestry and the corresponding effective numbers were also diverse, but with the
exception of RG and some particular years in different breeds, the increase of coancestry
was much lower than was that of inbreeding. This fact was confirmed when a longer
period was analyzed, and both rates were estimated as the regression on the year of birth
(Table 7B). The N, based on the increment of inbreeding ranged from 43 to 378 for Re and
BP, whereas N, based on coancestry were greater, with a range of 100 for RG to 9,985 for
BP. Note that the coancestry rate of Pi was even negative and the corresponding effective
size could not be calculated and also that the very high value of the N, of BP may be
overestimated due to the low completeness of its pedigree.

The estimates for N, in Table 7B are much lower than are those presented in Table 1.
This indicates that the breeds studied are far from the conditions of an idealized population
where bulls and cows can mate at random. In fact, the differences between inbreeding and
coancestry rates suggest the presence of population structure (Fernandez et al., 2008),
either by geographical reasons or selection policies within farms or groups of farms. These
differences indicate, however, the potential feedback for the implementation of a mating
system to control possible losses of variability in the populations studied. Two examples
illustrating what has been just discussed are presented in Figure 1. In the RG breed, the
evolution of inbreeding and coancestry was very close, probably due to the greater
deployment of Al that exists in this breed, whereas Re, similarly to the other breeds
studied, presents a steeper increase of the average inbreeding coefficient, suggesting the

existence of some kind of mating structure.
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Table 7. Inbreeding (AF) and coancestry (Af) rates and effective population size (N,)
by generation

A. Estimated in 3 different periods (1998, 2003, and 2009)

Breed' Year AF N, (AF) Af N, (Af)
AV 1998 0.00682 73 0.00148 338
2003 0.00242 207 0.00046 1,087
2009 0.00253 198 0.00025 2,000
ANI 1998 0.00199 251 0.00050 1,000
2003 0.00095 526 0.00088 568
2009 0.00981 51 0.00427 117
BP 1998 0.00120 417 0.00022 2,273
2003 0.00080 625 ~0.00084 -
2009 0.00291 172 0.00008 6,250
Mo 1998 0.00823 61 0.00141 355
2003 0.02359 21 0.00090 556
2009 ~0.00309 - 0.00097 515
Pi 1998 0.00815 61 0.00269 186
2003 0.01105 45 0.00265 189
2009 0.00155 323 0.00272 184
Re 1998 0.01295 39 0.00233 215
2003 0.00372 134 0.00379 132
2009 0.01087 46 0.00550 91
RG 1998 0.00855 58 0.00620 81
2003 0.01031 48 0.01067 47
2009 0.00937 53 0.00786 64

B. Estimated by regression of the average
inbreeding and coancestry coefficients on year of birth

Breed Period AF N, (AF) Af N, (Af)
AV 1975-2011  0.00266 188 0.00045 1,123
ANI 1970-2011  0.01085 46 0.00220 228
BP 1979-2011  0.00132 378 0.00005 9,985
Mo 19762011  0.01141 44 0.00201 249
Pi 1934-2010  0.00227 221 —0.00180 —
Re 1960-2011  0.01157 43 0.00161 310

RG 1973-2011  0.00437 114 0.00499 100

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.
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Gonzalez-Recio et al. (2007) and Gutiérrez et al. (2008) presented an alternative
method for the estimation of realized effective size from pedigrees based on the definition
of the individual increase in inbreeding coefficient (AF;). Although still dependent on the
completeness of the pedigree, the realized N, appears more stable than does that estimated
based on regressions and is less affected by changes in the mating policy or the
accumulation of pedigree. Depending on the value of t used for computing AF;, maximum
number of generations known, complete generations, or complete equivalent generations,
we can obtain an upper estimate, a lower estimate, or the actual estimate of the realized N,.
Table 8 presents the estimates in the 7 breeds in the 3 reference years. In general, the
changes of estimates from different years were small, although 3 breeds showed an
increase of realized N, and 2 showed a decrease. For the year 2009, the estimates ranged
from 19 for Mo breed to 90 for AV breed. The values estimated by computing F; using
complete generations were lower in general than were those computed by regression. It is
difficult to assess what estimate better reflects the true evolution of inbreeding according to
the particular characteristics of pedigree regarding the degree of completeness, mating
strategies, and presence or not of bottlenecks. Cervantes et al. (2008) have tested the
properties of the method and they conclude that the procedure provides stable estimates
when considering pedigrees with 4 or more equivalent generations known, which would
make the method desirable only for ANI, Pi, and Mo. Estimates based on linkage
disequilibrium of SNP markers might contribute new insights to the estimation of N,, as in
de Roos et al. (2008).

For genetic improvement, an inbreeding rate of 1% per generation (N, = 50) is
accepted because such slow inbreeding allows selection to remove deleterious alleles
without endangering the population (Franklin, 1980). Disregarding the method of
estimation, 3 of the breeds (ANI, Mo, and Re) presented an inbreeding rate exceeding 1%,
which led to Ne lower than 50. Fortunately, the N, estimated from the increment of
coancestry (Af) were bigger, which suggest that the populations may well maintain genetic

variability if appropriate mating policies were implemented.
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Figure 1. Inbreeding (—) and coancestry (-:-) coefficients evolution by year of birth in
Rubia Gallega (a) and Retinta (b) breeds.

Low effective numbers are common in livestock. In beef cattle, Mc Parland et al.
(2007) have found effective sizes of 64 and 127 in Irish Hereford and Simmental,
respectively, whereas Cleveland et al. (2005) found that the effective size of the U.S.
Hereford was 85 and Boichard et al. (1997) estimated the effective sizes of Abondance and
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Normande breeds at 106 and 47, respectively. In 3 Danish dairy cattle breeds, Serensen et
al. (2005) estimated much lower effective sizes ranging from 47 to 53, whereas in U.S.
Holsteins the effective size was 39 (Caraviello, 2004). There is no agreement about the
effective size of the populations to avoid genetic diversity loss. Meuwissen and Woolliams
(1994) reported critical N, for maintaining fitness ranging from 25 to 255, Meuwissen
(1999) suggested that a N, below 100 animals implies a reduction of population fitness,
and the Food and Agriculture Organization of the United Nations (1998) and FAO (2007)
recommended that an effective size of at least 50 animals be maintained. As was said
before, some of the studied breeds have effective numbers lower than these limits, which
would suggest that these populations would require the implementation of strategies to

control the rate of inbreeding.

Probability of Gene Origin

The parameters of probability of gene origin are less sensitive to the pedigree
completeness level than are the parameters related to inbreeding (Boichard et al., 1997).
These parameters indicate how the overrepresentation of certain males (unbalanced
contribution of genes) can reduce the gene pool of the population, leading to effective
number of herds, ancestors, and founders lower than the actual values.

The unbalanced contribution of genes from herds, founders, and ancestors is
common among the different breeds studied, as the effective numbers of these parameters
are lower than the observed values (not shown in tables). The effective number of founder
herds has diminished in 4 of the breeds in the period studied, probably related to the
selection practiced and the extinction by the concentration of some herds. In the other 3
breeds, however, there has been an increase in the effective number of founder herds,
probably due to the fact that they maintained the herdbooks open. In 2009, the number of
founder herds ranged from 6 to 196 for ANI and AV but, in general, a limited number of
herds, below 56, have provided the gene pool of the different breeds (Table 9). The good
reputation of some breeders considered as leaders could have been responsible for this fact.

The effective number of founders presents an irregular evolution across years,
ranging from 76 (ANI) to 228 (Re) in 2009, with the exception of BP (838) and AV (694),

both breeds having the lowest complete generation equivalent values.
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Table 8. Averages of individual increase of inbreeding of animals born in 3 yr (1998,
2003, and 2009) and realized effective population sizes (N,) computed from them

By maximum By complete By equivalent
generations generations generations

Breed' Year AF N, AF N, AF N,
AV 1998  0.0026 194 0.0106 47 0.0068 73
2003 0.0020 254 0.0097 52 0.0059 85

2009  0.0018 281 0.0093 54 0.0056 90

ANI 1998  0.0080 63 0.0209 24 0.0141 35
2003 0.0071 70 0.0200 25 0.0131 39

2009  0.0067 74 0.0199 25 0.0126 40

BP 1998  0.0025 199 0.0086 58 0.0062 80
2003 0.0026 189 0.0102 49 0.0074 68

2009  0.0028 181 0.0099 50 0.0078 64

Mo 1998  0.0126 40 0.0379 13 0.0265 19
2003 0.0115 43 0.0407 12 0.0278 18

2009  0.0101 49 0.0398 13 0.0263 19

Pi 1998  0.0012 408 0.0107 47 0.0071 71
2003 0.0014 348 0.0106 47 0.0073 69

2009  0.0017 300 0.0103 48 0.0073 68

Re 1998  0.0074 67 0.0258 19 0.0191 26
2003 0.0069 72 0.0244 20 0.0175 29

2009  0.0065 77 0.0229 22 0.0162 31

RG 1998  0.0026 192 0.0100 50 0.0059 85
2003 0.0028 177 0.0116 43 0.0066 76

2009  0.0030 167 0.0143 35 0.0080 62

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilenia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

The effective number of ancestors is a measure of genetic diversity that accounts for
recent bottlenecks and, as a consequence, accounts, in part, for the loss of allelic diversity
from the foundation population. In the years analyzed, the effective number of ancestors
generally has been slightly reduced, with the exception of Re, where the reduction was
more pronounced, whereas BP experienced a large increase due to having maintained the
herdbook open. The effective number of ancestors in 2009 for 6 of the breeds ranged from

42 (RG) to 220 (AV), with BP having much greater value. In general, the effective number
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of ancestors was lower than was the effective number of founders in all breeds, suggesting
the existence of more or less strong bottlenecks. In particular, Pi, RG, and AV could have
undergone the stronger bottlenecks, whereas the ANI breed presents no evidence of this
phenomenon. The number of ancestors explaining 50% of the variability ranged from 17
(RG) to 89 (Mo), again excluding AV and BP, which showed much greater values. In all
breeds, both the effective number of founders and the effective number of ancestors
increased in comparison to the 1995 study (Gutiérrez et al., 2003). This can be due to the

increase of herds involved in the herdbook.

Table 9. Estimates of parameters of probability of gene origin

Reference Effective Effective Effective  Ancestors
Breed! Year population number of  number of number of explaining
size founder herds  founders ancestors 50%
AV 1998 48,188 64 1,301 211 422
2003 119,015 119 871 215 382
2009 237,320 196 694 220 304
ANI 1998 76,879 7.3 88 84 52
2003 111,597 6.8 81 77 46
2009 151,380 6.3 76 72 40
BP 1998 9,467 4.3 185 170 111
2003 16,206 5.6 273 250 175
2009 46,580 17.1 838 739 417
Mo 1998 11,185 36.0 177 166 85
2003 26,883 39.7 185 158 87
2009 39,287 43.6 199 159 89
Pi 1998 84,711 66.6 182 87 60
2003 128,946 60.2 176 83 49
2009 197,027 56.2 162 74 40
Re 1998 59,346 22.0 334 196 126
2003 81,092 20.3 280 154 102
2009 108,637 18.2 228 117 81
RG 1998 49,832 52.9 102 62 30
2003 87,127 44.8 102 50 20
2009 166,255 33.0 104 42 17

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.
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Reduced values for the number of ancestors similar to the ones found in this study
have been frequently found in beef and dairy cattle populations. Values of 25, 40, and 360
were estimated for Abondance, Normande, and Limousine (Boichard et al., 1997); a range
between 35 and 82 were estimated for Irish Charolais, Limousine, Simmental, Hereford,
and Aberdeen Angus (Mc Parland et al., 2007); and even lower values were reported in
Danish dairy cattle (20.6, 23.8, and 34.6 for Holstein, Jersey, and Danish Red,

respectively).

Conclusions

We have studied the population dynamics of 7 Spanish beef breeds under BLUP-
based selection programs. Notwithstanding the differences in herd sizes, rearing
environments, and degree of crossbreeding with other breeds, the pedigree analysis of the
breeds shows that 1) data recording is in expansion in most of the breeds; 2) family sizes
suggest a low use of Al except in the case of the RG breed; 3) there is an extensive
exchange of males among farms of the same breed and none of the farms behaves as
though belonging to a closed selection nucleus; 4) the pedigree completeness level varies
among breeds but shows that in all breeds, the records are very complete in recent
generations; 5) the evolution of inbreeding has led to effective population size estimates, in
some breeds, that are lower than are the minimum recommended for the maintenance of
genetic variability; 6) there is evidence of population structure that restricts matings within
herds or groups of herds, as suggested by the fact that the increase of inbreeding is greater
than is that of coancestry; and 7) most of the breeds have experienced some bottlenecks as
the effective number of founders exceeds the number of ancestors. All of these findings
strongly suggest the necessity of monitoring inbreeding in the populations studied to

maintain future improvements by genetic selection.
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CAPITULO 5

ABSTRACT: The availability of SNP chips for massive genotyping has proven to be
useful to genetically characterize populations of domestic cattle and to assess their degree
of divergence. In this study, the [llumina BovineHD Beadchip genotyping array was used
to describe the genetic variability and divergence among seven important autochthonous
Spanish beef cattle breeds. The within breed genetic diversity, measured as the marker
expected heterozygosity, was around 0.30, similar to other European cattle breeds. The
analysis of molecular variance (AMOVA) revealed that 94.22% of the total variance was
explained by differences within individuals whereas only 4.46% was the result of
differences among populations. The degree of genetic differentiation was small to
moderate as the pairwise FST estimates ranged from 0.026 to 0.068, and the Nei’s D
genetic distances ranged from 0.009 to 0.016. A neighbor joining (N-J) phylogenetic tree
showed two main groups of breeds: Pirenaica, Bruna dels Pirineus and Rubia Gallega, on
the one hand, and Avilefia-Negra Ibérica, Morucha and Retinta, on the other. In turn,
Asturiana de los Valles occupied an independent and intermediate position. A principal
component analysis (PCA) applied to a distance matrix based on marker identity-by-state,
in which the first two axes explained up to 17.3% of the variance, showed a grouping of
animals that was similar to the one observed in the N-J tree. Finally, a cluster analysis for
ancestries allowed to assign all the individuals to the breed they belong to, although it
revealed some degree of admixture among breeds. Our results indicate large within-breed
diversity and a low degree of divergence among the autochthonous Spanish beef cattle
breeds studied. Both N-J and PCA groupings fit quite well to the ancestral trunks from
which the Spanish beef cattle breeds were supposed to derive.

Key words: admixture, beef breeds, genetic distances, heterozygosity, neighbor joining

trees, SNP variability.

INTRODUCTION

European cattle breeds derive from the migration of cattle from the Near East. When
this expansion reached the Iberian Peninsula, new crosses took place with animals from the
African continent (Ammerman and Cavalli-Sforza, 1984; Decker et al., 2014). The
formation of the autochthonous cattle breeds in Spain went through different stages.
Initially they were used as triple purpose (draught, milk and beef) animals; then, depending
on the region, their characteristics and geographical boundaries, they began to diverge to

the present breeds. In a more recent era, the systematic application of modern breeding
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techniques led to the differentiation of the breeds and set each racial biotype (Sénchez-
Belda, 1984) by isolation, drift, selection, and adaptation to their particular habitat.
Initially, the breeds were genetically characterized through immunogenetic markers
and/or biochemical polymorphisms (Kidd et al., 1980; Gonzélez et al., 1987; Blott et al.,
1998). Later on, the genetic relationships among breeds have been studied through the use
of microsatellite markers (MacHugh et al., 1997; Beja-Pereira et al., 2003; Martin-Burriel
et al., 2011). However microsatellite markers do not occur throughout the whole genome
and, compared to SNPs, have relatively high mutation rates per generation, what would
confound the population history (Brumfield et al., 2003). On the other hand, SNPs are bi-
allelic, what facilitates high-throughput genotyping and minimizes recurrent substitutions
at a single site because multiple mutations at a single site are unlikely. The availability of
SNPs has been particularly useful to genetically characterize populations of cattle and
estimate phylogenetic relationships (Gautier et al., 2007; The Bovine HapMap Consortium,
2009; Decker et al., 2014). Therefore, the objective of this study was to reassess the
genetic diversity, the degree of divergence and relationships of seven autochthonous

Spanish beef cattle breeds, using a high-density SNP chip.

MATERIAL AND METHODS

Animals and sampling

The animals studied, both males and females in equal numbers, were chosen to
capture the existing variability in seven Spanish beef cattle populations. The breeds,
acronyms, and sample sizes were as follows: Asturiana de los Valles (AV; N = 50),
Avilena-Negra Ibérica (ANI; N = 48), Bruna dels Pirineus (BP; N = 50), Morucha (Mo; N
= 50), Pirenaica (Pi; N = 48), Retinta (Re; N = 46), and Rubia Gallega (RG; N = 44). The
blood samples were collected from the caudal vein of animals in tubes with EDTA as
anticoagulant, following the recommendations of the Joint Working Group of Refinement
(1993).
SNP genotyping, data pruning and genetic diversity assessment

The samples were processed following the protocol described in Prefiler™ Forensic
DNA Kit of Applied Biosystems, using Mag-Max™ Express 96-Magnetic Particle
Processor automated equipment. High-density SNP genotyping was performed according
to the protocol of the manufacturer by using the BovineHD Beadchip (Illumina Inc, USA,
2012) designed to genotype 777,962 SNPs, at a commercial laboratory (Xenética Fontao,
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Lugo, Spain). The SNPs mapped to the UMD?3.1 assembly (Zimin et al., 2009). Only SNPs
mapped to autosomal chromosomes were used in this study. The SNPs that were in
repeated positions and those with Mendelian error rates greater than 5% were removed.
These initial quality controls retained 735,239 SNPs for each breed. In order to assess the
genetic diversity, we computed the following statistics: 1) percentage of markers
genotyped in more than 95% of the samples; 2) percentage of markers with a minor allele
frequency (MAF) > 0.05; 3) expected heterozygosity; 4) mean number of alleles (MNA);
and 5) percentage of loci in Hardy—Weinberg equilibrium (P > 0.01) using an exact
Hardy—Weinberg equilibrium test (Wigginton et al., 2005).

Before analyzing the divergence among breeds, we made an additional pruning of
the marker dataset according to the following criteria. First, an individual call rate > 0.95,
and a SNP call rate > 0.95 were required. Next, considering that the SNPs in strong linkage
disequilibrium (LD) can affect both PCA and clustering analysis (Moorjani et al., 2013),
we thinned the marker set by excluding SNPs in strong LD (pairwise genotypic correlation
> > 0.1) in a window of 50 SNPs, sliding the window by 5 SNPs at a time. As a result of
this data pruning, 57,674 SNPs were left for the analysis of divergence among populations.
In addition to the analysis based in pruned data, we perform a sensitivity analysis with the
whole dataset in order to check for potential differences. All quality controls and data
pruning were performed using PLINK software v1.07 (Purcell et al., 2007).
Analysis of molecular variance

Levels of genetic variation within and among populations were estimated using an
analysis of molecular variance (AMOVA) (Excoffier et al., 1992). The analysis was
carried out with ARLEQUIN software v3.5 (Excoffier et al., 2005), where significance
levels for variance components were tested using non-parametric permutation procedures
(1,000 permutations). To convert files between PLINK and ARLEQUIN formats
PGDSpider 2.0.5.1 software (Lischer and Excoffier, 2012) was used.
Distance measures

To assess the divergence among breeds we computed two measures of distance using
breed allele frequencies. First, pairwise Fgr statistics were calculated through the
ARLEQUIN software v3.5 (Excoffier et al., 2005), by using 20,000 permutations and with
a significance level of 0.05. Next, Nei’s D genetic distances (Nei, 1972) between all pairs
of breeds were estimated by means of the PHYLIP software v3.69 (Felsenstein, 1989). A
neighbor joining (N-J) tree (Saitou and Nei, 1987) was built from Nei’s D genetic
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distances, using the packages seqboot, gendist, neighbor, and consense from the PHYLIP
software (Felsenstein, 1989). To evaluate the robustness of the phylogenetic tree a
bootstrap from 1,000 replicates was performed. This bootstrapping approach implied
generating a tree for each replicate, and then computing the percentage of trees repeated
for each node. The tree was plotted in an R environment (R Core Team, 2014) with the
APE R-package (Paradis et al., 2004).
Principal components and multidimensional scaling analysis

In order to achieve a different approach to characterize divergence, a principal
component analysis (PCA) was applied to the relationship matrix, built up from the
pairwise identity-by-state (IBS) between all individuals using PLINK (Purcell et al., 2007).
Each entry of this relationship matrix relates any two individuals genotyped, and is
computed as 1 minus the pairwise IBS, averaged across markers. In addition, a
multidimensional scaling plot (MDS) on the same relationship matrix was also carried out
to complement the PCA. All estimates and plots were performed using self-written code
developed under an R environment (R Core Team, 2014).
Genetic structure and levels of admixture

Finally, a cluster analysis using the ADMIXTURE software v 1.23 (Alexander et al.,
2009) was performed to characterize genetic structure across all breeds. The program
implements a maximum likelithood method to infer the genetic ancestry of each individual
from a mixture of K pre-defined ancestral groups. The number of clusters (K) tested
ranged from 2 to 7. A preferable value of K will exhibit a low cross-validation error

compared to other K values.

RESULTS AND DISCUSSION

Genetic diversity analysis

Genetic diversity across breeds was assessed through several statistics computed
from 735,239 SNPs in autosomal chromosomes after eliminating the SNPs having
Mendelian error rates greater than 5%. The proportion of markers genotyped on 95% of the
samples was around 97%-98% in all breeds, which suggests the suitability of the chip to
genotype the breeds studied (Table 1). The proportion of SNPs with a MAF > 0.05 ranged
between 86% (Pi) and 89% (AV), indicating that most SNPs are segregating in all breeds.
In fact, the mean number of alleles was similar among breeds, ranging from 1.87 (Pi and

Re) to 1.89 (AV). To have a further insight on the degree of polymorphism observed
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across breeds, we represented the average proportion of SNPs for different ranges of minor
allele frequency (Figure 1). The spectrum of MAF was very similar among breeds. The
percentage of monomorphic loci varied between 11% (RG) and 15% (Re). In general,
these results suggest similar within-breed variability, an observation also reinforced by the

similar expected heterozygosity across breeds (Table 1).

Table 1. Genetic diversity within seven Spanish beef breeds

Markers Markers Mean Markers in Expected
genotyped on  with MAF  number of HWE (P>  heterozygosity

Breed! )
> 95% of the >0.05, % alleles 0.01), % with (SD)
samples, % (MNA)

AV 97.74 89.28 1.89 99.27 0.319 (0.172)
ANI 97.94 87.17 1.88 99.05 0.306 (0.177)
BP 97.05 88.17 1.88 99.20 0.309 (0.175)
Mo 97.60 87.72 1.88 98.70 0.310 (0.176)
Pi 98.03 86.65 1.87 99.32 0.299 (0.180)
Re 97.74 87.18 1.87 98.77 0.304 (0.178)
RG 97.97 87.79 1.88 99.28 0.308 (0.176)

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi=
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

The degree of polymorphism observed in this sample was greater than that obtained
from a sample of several European (73%-83%) and African (47%-71%) cattle breeds using
696 SNPs (Gautier et al., 2007). It was also greater than the average 83% reported by
Salomon-Torres et al. (2014) for bovine breeds employing the same BovineHD chip with
MAF > 0.01. In addition, Edea et al. (2013) found a similar degree of polymorphism in
Ethiopian and Hanwoo cattle populations, ranging from 81.63% to 95.21%, using the
[llumina’s Bovine 8K SNP Chip (MAF > 0.05). The differences between estimates could
be due in part to ascertainment bias, i.e., the low amount of polymorphic markers found in
these breeds due to the relationship between the breed assayed and the ones used in the
design of the chip (Matukumalli et al., 2009). Porto-Neto et al. (2014) studied different
breeds in Australia and compared them with those involved in the bovine Hapmap. They
found that similarly to what happens in the bovine Hapmap populations, Indicine breeds as
well as composite breeds showed a greater level of polymorphism than taurine breeds. The

level of polymorphisms found in the Spanish breeds was similar to Australian taurine
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breeds (0.85-0.90) what may help to conclude that if ascertainment bias exist that would
affect all breeds in a similar way and the bias could be more related to the design of the
SNP chip than to the breeds participating in the design.

In general, no significant departures from the H-W equilibrium were observed
among the polymorphic markers in any breed, and the percentage of markers in H-W
equilibrium (P > 0.01) was always over 98%. Thus, the expected and observed
heterozygosities were similar, what may suggest a lack of stratification within breeds
(Fernandez et al., 2008). However, the analysis performed in these breeds based on the
pedigree books showed a different picture (Cafias-Alvarez et al., 2014). The rate of
coancestry by year of birth among individuals in the populations, except in one, was
smaller than the rate of inbreeding, pointing out to hidden structures in them (Cafias-
Alvarez et al., 2014). Depth of pedigrees trace back a limited number of generations
(between 3 and 6); therefore, an excess of IBS that could not be identified as IBD has been
detected because the SNP chip mostly recall ancestral events (Lachance and Tishkoff,
2013). Expected heterozygosity across breeds averaged 0.307, with estimates ranging from
0.299 in Pi to 0.319 in AV, indicating that high within-breed diversity exists. Our results
were fairly close to those observed in European breeds by Gautier et al. (2007), who found
average percentage of markers in H-W equilibrium, expected heterozygosity and MNA of
82.89%, 0.30 and 1.85, respectively. In turn, expected heterozygosity values around 0.35
in B. indicus and 0.4 in B. taurus were reported in indigenous cattle from Ethiopia and
Korea (Edea et al., 2013), and about 0.4 in two Bangladeshi zebu cattle populations with a
80K SNP chip (Uzzaman et al, 2014). All these estimates (including our own) are
potentially biased upwards due to the ascertainment of SNP markers that tend to be at

intermediate allele frequencies (Lachance and Tishkoff, 2013).

Analysis of divergence among breeds

The pattern of divergence among the seven Spanish beef cattle breeds was studied
following four different approaches: 1) analysis of molecular variance (AMOVA) and
fixation indices; 2) distance measures and phylogenetic trees; 3) principal components
analysis (PCA) on molecular relationship matrices; and 4) genetic structure and levels of
admixture. All the measures of divergence were based on a pruned subset of 57,674

autosomal SNPs, with a LD lower than 0.1 among any of them.

99



CAPITULO 5

1. Analysis of molecular variance and fixation indices

The genetic variation was partitioned by means of an analysis of molecular variance
(AMOVA). The most important part of the variation (94.22%, P < 0.001) was attributable
to the variation within individuals (Table 2). The variation between populations accounted
for just 4.46% (P < 0.001), and the variation among individuals within populations was
even lower (1.32%, P = 0.078). Our results indicate that the Spanish breeds have low
levels of between population genetic variation compared to other breeds, pointing towards

a higher common genetic background and probably some admixture between populations.

AV
ANI
BP
Mo
Pi
Re
RG

25
1

OOEpOCHE

Proportion of SNPs (%)
15

mono 0.01-0.1 0.11-0.2 0.21-0.3 0.31-0.4 0.41-0.5

Minor allele frequencies

Figure 1. Average proportions of SNPs within MAF ranges by population.

AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

The fixation indices Fir, Fis and Fsr across all loci, estimated from the AMOVA,
were also examined (Table 2). We found a total inbreeding (F;r value) of 0.058, within-
population inbreeding (Fis value) of 0.014 (non significant), and a genetic differentiation
among breeds (Fgst value) of 0.044. The low and non-significant Fig value confirms that the
allele frequencies of the populations are in the expected Hardy-Weinberg proportions. The
population specific Fis indices in each breed also showed values close to zero, ranging
from -0.012 to 0.052 (Supplementary Table S1). The Fst value of 0.044 indicated the
existence of limited population structuring among the studied breeds, according to the
rating of Wright (1965). This low differentiation among breeds could be attributed to a
lack of selection pressure or the existence of a moderate gene flow (migration) among

these populations. Gautier et al. (2007) studying a limited panel of SNPs, observed average
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values of Fsr of 0.099 in European breeds, including both beef and dairy breeds.
Meanwhile, Edea et al. (2013) observed a low level of differentiation between the
Ethiopian cattle populations (Fst = 0.01). In the context of Iberian breeds, we found a
lower value than the one reported by Martin-Burriel et al. (2011) using a panel of 30
microsatellites, who found an Fgt value of 0.086. However, Martin-Collado et al. (2014)
obtained the same magnitude of Fgr estimates between clusters of individuals in the ANI
populations. Estimates obtained with microsatellites could not be strictly compared to ours
because the range of Fgr estimates depends upon the frequency of the most frequent allele,
and this is always higher for biallelic SNPs than for multiallelic microsatellites. Thus, the
use of SNPs should provide higher Fsr estimates (Jakobsson et al., 2013). Given that our
estimate is clearly lower than the one obtained in Martin-Burriel et al. (2011), it is
suggested that the whole set of Iberian breeds are much more differentiated, probably due
to genetic drift because small effective sizes, than the subset of breeds we are studying in
this work. It should be noted that, in this study, the populations were chosen as the most
representative and with higher census among the authochtonous Spanish beef cattle
populations. On the contrary, the study of Martin-Burriel et al. (2011) uses up to 27
Spanish and 13 Portuguese populations, some of them with a very limited census.
Nevertheless, the differences can be also attributed to a scale effect due to the density and

the way the sampling was done in both studies.

Table 2. Analysis of molecular variance (AMOVA) in the seven populations

o Variance Percentage o
Source of variation d.f. o Fixation indices
components of variation

Among populations 6 258.165 4.46 Fgr=0.044""
Among individuals NS

o ) 329 76.543 1.32 Fis=0.014
within populations
Within individuals 336 5456.510 94.22 Fir =0.058"
Total 671 5791.218

NS, not significant; " P <0.001
2. Distance measures and phylogenetic trees

The pairwise Fgr statistic among populations is also a measure of the genetic

distance among subpopulations (Excoffier et al., 2005). The pairwise Fgst estimates
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between breeds showed values that ranged from 0.026 to 0.068 (Table 3). The lowest
pairwise Fgr estimates were observed between AV and the rest of the breeds, whereas the
highest were between Pi and both ANI and Re (> 0.06). In addition to pairwise Fst, we
estimated the Nei’s D genetic distance (Nei, 1972) among all populations. The pairwise
Nei’s D genetic distance showed a similar pattern to the one obtained with the Fgr
statistics, with values ranging from 0.009 to 0.016. Analyzing European breeds with SNPs,
Gautier et al. (2007) found pairwise Fst values ranging from 0.035 (French breeds Salers
and Aubrac) to 0.132 (Normande and Holstein). Our higher Fsr distances were closer to

the lower bound found by these authors.

Table 3. Estimates of pairwise Fgr statistics (below the diagonal) and the Nei’s D
genetic distances (above the diagonal) among populations

Breed' AV ANI BP Mo Pi Re RG
AV 0.0105 0.0086 0.0092  0.0120  0.0109  0.0095
ANI 0.0345 0.0140 0.0092  0.0159 0.0119  0.0132
BP 0.0257  0.0529 0.0131  0.0123 0.0145  0.0116
Mo 0.0284  0.0299  0.0481 0.0150  0.0110  0.0121
Pi 0.0427 0.0644 0.0452  0.0588 0.0165  0.0144
Re 0.0375 0.0436  0.0563 0.0391  0.0680 0.0137
RG 0.0290  0.0481 0.0401 0.0419  0.0552  0.0509

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

A phylogenetic tree was constructed from Nei’s D genetic distances (Nei, 1972),
using the neighbor joining (N-J) method (Saitou and Nei, 1987) (Figure 2). It is worth to
mention that bootstrap percentages computed to assess the robustness of the phylogenetic
tree, depicted in the internal nodes of Figure 2, showed values of 100% except for the
classification of RG, which showed a bootstrap value of 65%. These values clearly support
the classification represented in the tree, as compared to the low to moderate bootstrap
percentages reported in previous studies (Martin-Burriel et al., 1999; Beja-Pereira et al.,
2003; Martin-Burriel et al., 2011). In those studies, a limited set of markers were analyzed
and this might have afflicted the percentages obtained (Soltis and Soltis, 2003). The tree
shows two main groups of closely related breeds. The first of these groups includes ANI
and Mo breeds, sharing the same node, with Re breed located very close to them. These

breeds are raised in Mediterranean forest characterized by oak trees (“‘dehesas™) of central
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and southwestern Spain (Milén et al., 2006). Breeds living in Pyrenean mountain areas, BP
and Pi, and a breed living in the northwestern Spain, RG, formed the second group in the
opposite side of the tree. In turn, AV occupied an intermediate position. The Mantel test
(Mantel, 1967) did not revealed significant correlation between genetic and geographical

distances (not shown in tables).

ANI

Re

Figure 2. Neighbor joining representation of the pairwise Nei’s D genetic distances
among populations.

The numbers at the nodes are the percentage of bootstrap replicates that resulted in the depicted topology.
AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

Our results were not entirely consistent with the classification of Iberian cattle in
three different morphological trunks proposed by Sénchez-Belda (1984), but fitted quite
well with the observations of Jordana et al. (1991) who analyzed 29 morphological traits.
According to the last authors, BP, Pi and RG breeds are classified within the Red Convex
(Turdetanus) trunk, Mo and ANI breeds are placed in the Black Orthoid (Iberian) trunk,
and the AV breed belongs to the Brown Concave (Blond-brown Cantabrian) trunk. The Re
breed, having a red coat, occupied an intermediate position between the Iberian and the

Turdetanus trunks. The relationship of the Re breed to the ANI and Mo breeds found in
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this study was consistent with that observed by Martin-Burriel et al. (2011). These three
breeds are subjected to fully extensive production systems and have similar breeding
objectives. Incidentally, these last three breeds showed the highest oxidative activity and
average intramuscular fat contents of the Spanish breeds (Gil et al., 2001), which might
suggest some proximity in physiological and genetic backgrounds.

3. Principal components analysis of populations

In a different approach to characterize divergence, a principal component analysis
(PCA) was applied to a distance matrix built up from the marker identity-by-state (IBS)
relationship matrix (Figure 3). This analysis allows us to represent each particular animal
on the basis of the PCA coordinates. The first and second PCA axis accounted for 11.9%
and 5.4% of the variance, respectively. In general the PCA groupings suggested a similar
classification pattern to that observed in the N-J tree. Several features of the PCA results,
however, must be highlighted. First, the animals from Pi are distanced from other
populations, confirming the high Fst and Nei's distances values. Second, the plot shows a
central placement of AV and RG with some degree of mixture of individuals between
these populations, indicating its genetic closeness to the other breeds. Third, there is a clear
dispersion of the relationship values of the Re breed. Finally, the mixing of some animals
between ANI, Mo and Re breeds suggests a certain gene flow between these breeds that
have had a geographic proximity during their history and share a similar production
system. Furthermore, when the PCA analysis was performed on the raw genotypes, the
results were similar (results not shown).

For large-scale SNP data, the PCA and multidimensional scaling (MDS) plots have
been widely used to summarize the structure of genetic variation (Wang et al., 2012). For
this reason, in addition to the PCA analysis, a MDS was also carried out to determinate
some differences between both methods. In general, the groups of populations showed the
same distribution in both methods (Figure 3 and Supplementary Figure S1) as each of them
represent sampled individual as a point in a Euclidean vector space in such a manner that
the placement of points carries information about the similarity of the genotypes in the

underlying individuals or populations (Wang et al., 2010).
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Figure 3. Different population groups defined by Principal component analysis.

AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

4. Genetic structure and levels of admixture

As an ultimate approach to characterize the divergence among the Spanish cattle
breeds, we performed a cluster analysis by means of a maximum likelihood method that
infers the genetic ancestry of every individual from a mixture of pre-defined ancestral
groups. The ancestral groups tested ranged from K = 2 to K = 7. The lowest cross
validation errors (CVE) obtained were 0.39894 for K = 6 and 0.39907 for K = 7, indicating
that these were the most parsimonious number of clusters. In particular, when K = 7, the
maximum likelihood estimation of ancestries assigned all individuals to clusters that
coincide with the population of origin, although some admixture among populations was
also revealed (Figure 4). For example, AV contributed to all breeds, but mainly to Re, Mo,
and RG. This confirms the PCA results, where the AV breed was placed in a central
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location, closer to the other breeds (Figure 3). The contribution of ANI to Mo and Re is
also important, possibly related to transhumance (seasonal migrations) of the ANI breed.
Almost 20% of ANI breeders have adopted transhumance as a system of production to take
advantage of the seasonal lag between regions. In this way, ANI breeders who do not own
land or breeders who own land in different geographic locations (Martin-Collado et al.,
2014) diminish the cost of feeding maximizing the pasture availability. With regard to the
Pi breed, most individuals were unequivocally assigned to one cluster, with some exchange
of genes with AV and BP breeds, the two breeds more closely related to it. The
contributions between BP and Pi breeds could be explained by interchanges due to their
geographical proximity in the Pyrenean Mountains. In turn, the admixture with AV
confirms a previous result for Spanish beef cattle breeds (Martin-Burriel et al., 2011) that
detected the contribution of Brown Swiss cattle, from where the BP breed was originated,
to the AV breed. In comparison to this latter study (Martin-Burriel et al., 2011), based on a
microsatellite analysis, our clusters appear more clearly defined, suggesting that high-

density genotyping is a more powerful tool to unravel the relationship among breeds.

Sensitivity analysis

Given that many population-level statistics assume independence of loci, the
divergence analyses were performed using a pruned data set (57,674 SNPs), to eliminate
the bias in the test statistics that may result from substantial breed-specific differences in
LD (Petersen et al.,, 2013). However, we repeated the analyses of divergence
characterization with the whole dataset after pruning for an individual call rate > 0.95 and
a SNP call rate > 0.95 (717,172 SNPs), in order to check for the potential differences. The
results for the N-J tree and the PCA were included in Supplementary Figures S2 and S3,
respectively. We found slight increases in the values of Nei’s D genetic distances among
breeds, with a higher range from 0.013, between AV and BP, to 0.026 between Pi and Re.
The N-J phylogenetic tree was rotated without suffering changes is the distribution of the
groups previously shown in the pruned data for LD. Bootstrap reached levels of 100% for
all nodes (Supplementary Figure S2). In the principal component analysis, the variance
explained by the first and second axis increased in a relatively small proportion from
11.9% to 12% and from 5.4% to 7.3%, respectively, due to covariances among SNPs. The
Pi breed remained differentiated from other populations and some separation of individuals

between populations of AV and RG occurred, as well as among ANI, Mo and Re
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populations (Supplementary Figure S3). For other analysis of divergence, higher variations
were not observed. In general, the analysis did not suffer major changes and the

classification of the populations did not differ between the two types of databases.
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Figure 4. Estimated membership coefficients for each individual for K = 4-7.

AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

Conclusions

High-density SNP markers were used to describe the genetic variability and
divergence among autochthonous Spanish beef cattle breeds. Our results indicate a large
degree of diversity within individuals, as assessed by the BovineHD Beadchip. In turn, the
global Fgr value and the low genetic distances observed, reveal the existence of limited
population structuring. Signals of admixture among all breeds were also detected. Both N-J
trees and PCA analysis show defined clusters representing the ancestral trunks from which

the breeds are supposed to derive: the Turdetanus trunk, including Pirenaica, Bruna dels
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Pirineus and Rubia Gallega breeds; Asturiana de los Valles as representative of the
Cantabrian trunk, occupying an intermediate position; and the Iberian trunk, which
includes Avilena-Negra Ibérica and Morucha, with Retinta breed in a different but close

node.
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SUPPLEMENTARY TABLES

Table S1. Specific Fig indices in 7 Spanish beef cattle breeds

Breed! Fis

AV -0.00469
ANI 0.03218
BP -0.00433
Mo 0.05187
Pi -0.00856
Re 0.03811
RG -0.01183

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.
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Figure S2. Neighbor joining representation of the pairwise Nei’s D genetic
distances among populations in the whole dataset
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Abstract

Background: Linkage disequilibrium (LD) and persistence of phase are fundamental tools
for exploring the genetic basis of economically important traits in cattle, including the
identification of QTLs for genomic selection and the estimation of effective population
size (N,) to determine the size of the training populations. In this study we have used the
[Mlumina BovineHD (778 K) chip in 168 trios of seven Spanish beef cattle breeds to obtain
an overview of the magnitude of LD and the persistence of LD phase through the physical
distance between markers. Also, we have estimated the time of divergence based on
persistence of LD phase and calculate past N, from LD estimates using different
alternatives to define the recombination rate.

Results: Estimates of average 2 (as a measure of LD) for adjacent markers were close to
0.52 in the seven breeds, and decreased with the distance between markers, although in
long distances still some LD remained (0.07 and 0.05 for markers 200 kb and 1000 kb
apart, respectively). A panel with a minimum boundary of 38,000 SNPs would be
necessary to reach a successful within breed genomic selection program. Persistence of
phase, measured as the pairwise correlations between estimates of 7 in two breeds at short
distances (10 kb) were in the range 0.89 to 0.94, and decreased from a range 0.33 to 0.52,
to a range of 0.01 to 0.08 when marker distance increased from 200 to 1000 kb,
respectively. The magnitude of the persistence of phase between the Spanish beef breeds
was similar to those found in dairy breeds. For across breeds genomic selection, the size of
the SNP panels must be in the range of 50,000 to 83,000 SNPs. Estimates of past effective
population sizes showed values ranging from 26 to 31 for a generation ago in all breeds
and models evaluated. Breeds diverged between 129 and 207 generations ago.
Conclusions: Linkage disequilibrium and persistence of phase estimates tended to
decrease with increasing genetic distance in all studied populations. The high values of LD
at short distances, as well the rapid decline of LD, was reflected in the low past effective
population size of the Spanish beef cattle populations. The results of this study are relevant
for the future implementation of within breed and across breed genomic selection
programs in the Spanish beef cattle populations. They show that a reduced size of the SNP
panel would be enough to achieve an adequate precision of the genomic predictions.
Keywords: Local breeds, Beef, High-density SNP chip, Linkage Disequilibrium,

Persistence of phase, Effective population size, Time since divergence.
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Background

Genomic selection was proposed as a strategy to predict breeding values from a massive
set of markers across the genome (Meuwissen et al., 2001). It has been shown that the
performance of genomic selection depends upon the existence of enough linkage
disequilibrium (LD) between markers and QTLs such that the marker allele-QTL phase
persists across generations (de Roos et al., 2008). In this context it is also important to
determine if the extent of the LD is consistent between the reference population used for
estimation, and the population in which selection is to be practiced (Dekkers and Hospital,
2002; Goddard et al., 2006). In addition, the persistence of LD phase across physical
distance between markers for two populations can be used to predict the required marker
density for a genome-wide association study or genomic selection (Andreescu et al., 2007;
de Roos et al., 2008). SNPs have been used as markers and SNP chips of different densities
have been developed in all domestic species, particularly in cattle (Matukumalli et al.,
2009). As a previous step towards the implementation of genomic selection programs, the
extent and persistence of LD has been assessed through SNP chips in several dairy and
beef cattle, zebu and African cattle and also in composite breeds, (Gautier et al., 2007; de
Roos et al., 2008; Villa-Angulo et al., 2009). However only a few studies have documented
the behaviour of LD using the expanded set of 778 000 SNPs available on the BovineHD
platform (Illumina Inc, San Diego) (Espigolan et al., 2013; Salomon-Torres et al., 2014;
Porto-Neto et al., 2014). One of the significant advances of this denser chip is that it allows
for an accurate estimation of LD over short physical distances as it contains many more
marker pairs separated by 10 kb or less.

Past effective population size (N,) provides useful information on the evolution of
the population. It is taken as a reference to track the loss of genetic variability (Hayes et
al., 2003) and is useful for calculating the size of the training population in genomic
selection schemes (Goddard, 2009). Usually, N, has been estimated from the analysis of
pedigrees registered in herdbooks. Those estimates have a disadvantage because it is not
possible to estimate N, many generations ago due to the limitations of the database.
However, we can infer N, depending on the strength of LD at different genetic distances
between loci (Sved, 1971). A number of studies have been conducted to evaluate the
current and historical N, of a variety of breeds of cattle (de Roos et al., 2008; Qanbari et

al., 2010) from SNP data, but up to now, the estimates of N, in populations of native
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Spanish beef cattle are limited to those calculated from pedigree data (Gutiérrez et al.,
2003; Cafas-Alvarez et al., 2014).

The main objective of this research is to assess the magnitude of LD and the
persistence of phase among seven Spanish autochtonous beef breeds, and to estimate past
effective population size from LD, measured from data of a High-density (778 K) chip.
This can provide information from the behavior of these parameters in populations of beef
cattle of limited censuses and under a non-intensive directional selection. From this
overview we also attempt to arrive to recommendations on the SNP panel size needed for

both within and across-breed genomic selection.

Results and discussion
Linkage disequilibrium
Linkage disequilibrium maps are fundamental tools for exploring the genetic basis of
economically important traits in livestock species (Andreescu et al., 2007; McKay et al.,
2007). To estimate LD, we used the parental haplotypes of the autosomes of 168
sire/dam/offspring trios of seven Spanish autochtonous beef breeds. After quality control,
we had 629,869 markers per breed distributed across the 29 autosomal chromosomes
(80.96% of the initial information). Those covered a total of 2,508,474.8 kb with one
marker each 3.98 kb on average. LD was estimated as the pairwise 12 statistic among all
SNPs on the same chromosome located at distances between 0 and 2 Mb. Average r? at a
variety of distances was computed for each breed by stacking all SNPs in classes of 5 kb
across all autosomes. The number of haplotype pairs considered to estimate average r2
ranged from ~ 920,000 for markers 5 kb apart, to ~ 760,000 for markers 2 Mb apart.
Average 12 tended to decrease with increasing marker distance in all studied
populations, the most rapid decline being seen over the first 100 kb. On average, LD
decreased from 0.58, up to 0.32, 0.18, 0.11, 0.07 and 0.045 for 5 kb, 20 kb, 50 kb, 100 kb,
200 kb and 1Mb of marker distance, respectively (Table 1). From 1Mb to 2Mb of marker
distance, the estimates almost did not change (not shown). The standard deviations of LD
estimates were similar among breeds, ranging around 0.39 at distances of 5 kb, and around
0.05 at distances of 2 Mb (Table 1). The standard deviations diminished in parallel to the
LD estimates, although they were greater in comparison to the LD estimates at longer
distances. The larger standard deviations at shorter distances can be related to the shape of

the distribution of r?values as a function of distance (Additional file 1). For adjacent
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markers, 27-32% of complete LD (72 > 0.95) estimates were found across breeds, followed
by markers close to complete equilibrium (72 < 0.05), with percentages in the range 16-
17%. However, the other estimates were almost evenly distributed between these extreme
values. As the distance between markers increases, the proportion of pairwise markers in

complete LD decreases and beyond 100 kb no markers in complete LD are found.

Table 1 Average r” values and standard deviations across all autosomes at various
marker distances in seven Spanish beef breeds

5 kb’ 20 kb 50 kb 100 kb 200 kb 1 Mb 2 Mb

Breed'
(sd) (sd) (sd) (sd) (sd) (sd) (sd)
AV 0.571 0.309 0.165 0.092 0.052 0.031 0.029
(0.388) (0.328)  (0.230) (0.152) (0.088) (0.044) (0.040)
ANI 0.582 0.328 0.188 0.116 0.076 0.047 0.042
(0.395) (0.341)  (0.250)  (0.174) (0.115) (0.067) (0.058)
BP 0.579 0.320 0.179 0.107 0.066 0.038 0.033
(0.392) (0.336) (0.242) (0.167) (0.105) (0.054) (0.046)
Mo 0.577 0.319 0.180 0.108 0.067 0.041 0.037
(0.395) (0.337)  (0.243) (0.167) (0.105) (0.058) (0.052)
pi 0.593 0.340 0.201 0.129 0.088 0.058 0.051
(0.396) (0.348)  (0.260)  (0.187) (0.129) (0.080) (0.071)
Re 0.583 0.328 0.190 0.120 0.079 0.053 0.047

(0.396)  (0.342)  (0.251)  (0.177) (0.120) (0.075)  (0.066)
0.581 0325 0185  0.115 0.075  0.053 0.049
(0.394)  (0.338)  (0.245) (0.172) (0.114) (0.073)  (0.067)

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilena-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.
*The averages correspond to intervals including a range of 5 kb below the specified number.

Some authors have investigated the potential effect of MAF on LD estimates (Lu et
al., 2010; Espigolan et al., 2013). In fact, it has been shown that SNPs of divergent MAFs
on average have different LD properties (Pritchard and Przeworski, 2001). Thus, to
determine how estimates of LD could be affected by MAF in these populations a more
restrictive MAF (<0.15) was imposed for the quality control. As expected, larger LD
estimates were obtained (around 15% to 20% of increase for distances of 5 to 100 kb apart
and less for longer distances, results not shown in tables), because the differences among

MAF of pairs of loci are lower. A similar pattern was observed by Espigolan et al. (2013)
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in Nellore cattle where they found an increase in LD estimates depending upon the MAF
criterion. Furthermore, our results confirm that the dependence of ?on distance is stronger
than its dependence on the difference in frequencies (results not shown), as found by
Qanbari et al. (2010).

There were differences in average r2 at a particular marker distance depending upon
chromosomes. This is shown in Additional file 2, where average r? in all breeds for each
chromosome at different marker distances are represented as circles of different colours.
This variability among chromosomes leads to some changes in the ranking of LD among
breeds when only the markers at a particular chromosome are considered. Such differences
at chromosome level have been observed in different species like cattle (Lu et al., 2010)
and chicken (Andreescu et al., 2007), and to some extent could be attributed to changes in
density of markers among different chromosomes (Andreescu et al., 2007). However,
differences among chromosomes also seemed to depend on breeds. If this is the case, it
seems that causes of LD acted differently at specific genomic regions generating genetic
distances at singular locations among these populations (Gonzélez-Rodriguez et al., 2014).
A wide variation in autosomal recombination rates can lead to a marked diversity in the
pattern of LD in different genomic regions (Arias et al., 2009) and choromosomes, but the
differences can be also due to heterozygosity levels, genetic drift or selection (Qanbari et
al., 2010). The differences found suggest additional studies to identify particular regions
that may exhibit different degrees of LD and to evaluate its potential use for detection of
QTLs and signatures of selection (Perez O’Brien et al., 2014) and their consequences for
the implementation of a genomic selection program.

Although LD in principle seems fairly simple in concept, in a more general context,
the actual LD estimates and their relationship to the physical distance between loci are
further influenced by a series of interrelated factors such as demographic history and
genetic drift, admixture or migrations, population subdivision, selection (hitchhiking
effect, epistatic selection), variable mutation rates and gene conversion (Ardlie et al.,
2002). The differences in LD estimates across Spanish beef breeds were very small at short
distances, however they had a mild increase with distances greater than 50 kb although the
rank of the average r% was kept the same across distance with Pi as the breed with the
greatest LD and AV with the lowest (Table 1, Figure 1). This suggests that the

demographic and evolutionary history of the breeds has been rather similar, which can be
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related to the results of a parallel study of variability where AV and Pi had the highest and

lowest values of expected heterozygosity, respectively (Cafias-Alvarez et al., 2015).

Average 2
0.2 0.3 0.4
l

0.1

I I I I I
0 50 100 150 200

Marker distance (kb)

Figure 1 Evolution of average r* from markers 0 to 200 kb apart across all
autosomes in seven Spanish beef breeds.

AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

Our results are in the range of those obtained in Australian taurine cattle (Porto-Neto
et al.,, 2014) and other cattle populations. A study of 19 breeds including European and
British dairy and beef cattle, African and Indicine cattle, and composite breeds showed LD
values ranging from 0.37 to 0.65 at 5 kb of distance between markers and from 0.08 to
0.25 for markers 10 kb apart (Salomon-Torres et al., 2014). In Nellore, the LD estimates
were lower than ours at short intervals (5 kb) and similar at a distance between markers
100 kb apart (Espigolan et al., 2013). In both studies, they used a 778 Illumina chip. With a
smaller SNP chip (50 K), Qanbari et al. (2010) found in German Holstein-Friesian cattle a
lower LD than ours at short distances, but greater at distances of 75-120 kb. The causes of

the differences can be due to some ascertainment bias, mainly in the Nellore study, but
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these differences also probably reflect different evolutionary histories and selection
practices. On the other hand, the extent of LD in our study was close to the one estimated
in humans (Tenesa et al., 2007), but lower than in horses (Corbin et al., 2010) and pigs
(Badke et al., 2012) at distances until 100 kb, 500 kb, and 1000 kb, respectively. The
comparison of LD levels between studies however, should be taken with caution, as LD
depends on sample sizes, marker densities and recent and historical population
demographics (Pritchard and Przeworski, 2001).

The decay of LD in a genome determines the power of QTL detection in genome
wide association studies and indicates the required marker density. It was shown that in
indirect association studies, the sample size must be increased by roughly 1/r? when
compared with the sample size for detecting the causal mutation directly (Kruglyak, 1999;
Pritchard and Przeworski, 2001). In the context of genomic selection, the accuracy depends
both on the amount of LD between QTL and markers and the number of records available
to estimate marker effects (Toosi et al., 2010). We computed LD between adjacent markers
depending upon the proportion of the number of SNPs retained in the analysis (Table 2).
The average 12 across all chromosomes was 0.52 for adjacent markers in the complete
dataset, with an inter-marker distance of 4 kb, and decreased to 0.30, 0.22 and 0.10 when
10%, 5% and 1% of the markers, randomly chosen, were included in the analysis. As
expected, great differences were not observed among the seven breeds evaluated.

An accuracy of predicted breeding values from dense markers up to 85% can be
obtained with an average r? between adjacent markers of 0.2 (Meuwissen et al., 2001). In
our breeds, a similar average 2 between adjacent markers would be obtained by using
only 5% of the markers of the HD panel (38,000 markers), which corresponds to an
average genomic distance of 80 kb (Table 2). However, given that markers with 72 = 1 will
be excluded in genomic selection, and because of the high variability of 2 at small
distances (Corbin et al., 2010), this is probably an underestimation of the actual number of
SNPs needed. Furthermore, this number can vary according to the relationship between

training and evaluation animals (Meuwissen, 2009).

Persistence of LD phase
For genomic selection, the value of markers in a population other than the reference
population will depend on the persistence of LD phase between the reference population

and the second population (Dekkers and Hospital, 2002). The persistence of phase between
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two populations for a given marker distance has been calculated as the correlation of the r
estimates, i.e., the signed squared roots of 72. The correlations of 7 between populations

are a result of their genetic relationship and history.

Table 2 Average r* (average distance in kb) between adjacent markers across all
autosomes depending upon the proportion of SNPs retained in seven Spanish beef
breeds

Breed' 100% 10% 5% 1%
AV 0.509 0.284 0.208 0.087
(4.03)  (40.20)  (80.19) (401.63)
0.521 0.302 0.228 0.110
ANI
(4.09)  (40.85) (81.34) (407.54)
B 0.518 0.295 0.218 0.098
(4.08)  (40.65) (81.07) (405.90)
0.516 0.295 0.218 0.099
Mo
(4.09)  (40.75)  (81.27) (405.30)
P 0.533 0.314 0.239 0.120
1
(4.13)  (41.26) (82.20) (411.16)
R 0.523 0.304 0.229 0.113
(]
(4.11)  (40.97) (81.57) (406.95)
0.520 0.299 0.226 0.110
RG

(4.08)  (40.74)  (81.02) (406.34)

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo =
Morucha; Pi = Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

We computed the correlation of r for each marker pair across all chromosomes
among all pairwise populations over a series of genomic distance intervals using bins of 10
kb from 0 to 100 kb of inter-marker distance, and of 100 kb from 100 kb to 1000 kb. The
observed correlation of r between two populations decreased with increasing marker
distance, with a similar behavior to LD (Figure 2). At 10 kb apart the persistence was high
and positive, ranging from 0.89 to 0.94, which means that at short distances there is an
excess of similar haplotypes in the same phases among all populations. With increasing
distance the persistence diminished to the ranges 0.70-0.82, 0.49-0.66 and 0.34-0.52 for
markers 50 kb, 100 kb and 200 kb apart, respectively. It is worth to mention also that the

estimates of persistence of phase are averages over a certain bin. A positive average
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estimate does not mean that all estimates of persistence are positive; in fact at all marker
distances we have found negative estimates. The percentage of negative estimates
(reversed phases) increased with marker distance, may be as a consequence of recent
events, reaching values across breeds of 29-30%, 36-38%, 40-43% and 43-48% for
average marker intervals of 20 kb, 50 kb, 100 kb and 1 Mb.

0.6

Correlation of r

0.4

Marker distance (kb)

Figure 2 Evolution of pairwise persistence of phase across all autosomes in seven
Spanish beef breeds.

AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilena-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega

The comparison of Heatmap graphics corresponding to two of the distances analyzed
confirms that there is a lower persistence of phase (lighter color) for greater distances
among markers (Figure 3). There are also differences between the pairwise persistence
between breeds across distances. At the two distances shown, but also at distances not
shown in figures, the group formed by ANI, Mo and Re breeds presents the greater values

of persistence among them, indicating their genetic proximity, whereas the persistence is
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the lowest between Pi and BP and the rest of the breeds. AV, on the contrary, has a similar
pattern of persistence with the rest of the breeds, confirming its central position among the
Spanish breeds seen by Caflas-Alvarez et al. (2015). The Heatmap also allowed us to
present the grouping of breeds by a dendrogram, synthesizing the divergence among
breeds. At the different distances, the same two clusters are clearly stated. The first one
includes ANI, Mo and Re, whereas the second one includes the rest of the breeds. This
second cluster, however, does not provide a consistent grouping with the relationships
described in a previous study in these breeds (Cafias-Alvarez et al., 2014).

The estimates of persistence of phase in the Spanish beef breeds were in the upper
range of those observed by (Gautier et al., 2007) at short marker distances using a 1536
SNP panel. At greater distances, up to 500 kb, the distances were in general lower. De
Roos et al. (2008) found correlations of 0.97 for marker pairs 5 kb apart in closely related
populations (Black and white Holstein-Friesian bulls and Red and white Holstein-Friesian
Bulls), but greater than 0.80 for less related cattle (Australian Holstein and Australian
Angus), using panels ranging from 1252 to 5237 SNPs. The correlation decreased with the
distance in proportion to the degree of divergence of the breeds considered. In pigs,
however, the persistence continued over larger distances, probably due to higher selection
pressure and smaller effective population size (Harmegnies et al., 2006).

We have described that at short distances correlations of r between breeds were very
high, although it diminished rapidly at longer distances. If we want to find markers that
work consistently in two populations we need to set a minimum correlation of 0.8 (as in de
Roos et al., 2008). Similar to some results of these authors, in the Spanish beef breeds,
correlations greater than 0.8 are found for markers apart up to 30 to 50 kb, depending upon
the pair of breeds considered (not shown in tables). Because of that, the number of markers
equally distributed across de genome must be in the range of 50,000 to 83,000 depending
upon the breed. This implies that for using SNP information across breeds in genomic
selection, for some pairs of breeds we would need to use at least twice the number of
markers needed for within-population genomic selection which was set previously in a

minimum of 38,000 SNPs.
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Figure 3 Persistence of phase matrices across all autosomes among seven Spanish
beef breeds evaluated at 20 and 100 kb

AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega
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Time since divergence between breeds
The slope of the persistence of phase, i.e., the correlation of r, has a strong implication in
determining the time in which possibly the breeds diverged. Specifically, for two breeds,

k and k’, we estimated the time of divergence (T) as from the approximation r, ,» = e 2T,

where 1, ./ is the correlation of , ¢ is the recombination distance between markers and T
is time since the breeds diverged in generations (de Roos et al., 2008). Because there are
differences among chromosomes in recombination rates, Arias et al. (2009) demonstrated
that the average genetic distance (cM) per Mb was equal to 1.25. Using this ratio, the
breeds diverged between 129.4 (AV - Mo pair) and 206.8 generations ago (Pi - Re pair)
(Additional file 3). Pi breed diverged first from the rest of breeds, whereas AV showed the
lowest times of divergence with the other breeds. The results parallel the observed ones in
the graphics of persistence of phase between populations and to the neighbor joining
representation of the pairwise Nei’s distances (Cafias-Alvarez et al., 2015). The range of
divergence times found in our study was lower than that observed for the pair Australian
Holstein and Australian Angus (7 = 364), breeds specialized in dairy and meat production,
respectively. However, our estimates were in the order of the divergence time between two
dairy breeds: New Zealand Friesian and New Zealand Jersey (7 = 191) (de Roos et al.,
2008). These results would suggest that the divergence between dairy and beef breeds
preceded the subsequent divergence among breeds of the same aptitude.

If we consider an approximate average interval of 6.5 yr for the Spanish beef breeds
(Cafias-Alvarez et al., 2014), their divergence occurred between ~ 841 and 1344 years ago,
which corresponds to the years of the first half of the Medieval period. This fact could be
consistent with Spanish history at those times, when there was a political subdivision
between Christian and Muslin kingdoms at the North and South of the country,
respectively. The populations located in the ancient Muslim territory (Re-Mo-Av) were
surely more influenced by the African populations (Decker et al., 2014), whereas the
populations located in North Spain were more related with the rest of the European
populations. However, after the political reunification of the Spanish kingdoms in 1492,
the contact between populations were restored by the instauration of the transhumance, that
implies a strong movement of animals, in special of the AV, explaining the central position

of that population (Cafias-Alvarez et al., 2014).
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Past effective population size

We have estimated the effective population size, N,, at different generations in the past
from LD estimates using different approaches. The first one assumes the generalization
widely used in the literature IMb = 1cM (M1). The second takes into account the specific
variation in the rate of recombination among chromosomes as in Arias et al. (2009) (M2).
Both estimates are based in the Sved’s (1971) formula on the expectation of 2. The third
approach is built on the Tenesa et al. (2007) formula and estimates iteratively the values of
effective population size and the existence of mutation (a parameter) (M3). The use of a
different recombination rate among chromosomes had a limited impact on the estimation
of N,. M2 tended to give similar values to those of M1, with inconsistent variations across
breeds. As expected, the differences increased with the number of generations (Additional
file 4). The N, estimates in M2 oscillated between 2079.9 and 2487.8 for Pi and AV,
respectively, at 1500 generations ago, whereas they were of 26.3 to 31.4 one generation
ago for RG and Re, respectively. Model 3 (M3) gave in general N estimates lower than
those of M1 and M2. Specifically, for the same generation and breeds, the estimates of N,
were 1753.1 and 2171.1 at 1500 generations ago, and 24.5 and 31 in RG and BP for the
previous generation. Parameter a determines the value of expected 72 when the distance
between markers is effectively 0 (Corbin et al., 2010). We have found estimates of a
ranging from 1.0 to 2.1, with an average of 1.4. This would support, as in Corbin et al.
(2010) in Thoroughbred horses, the alternative version of Sved’s (1971) equation derived
by Tenesa et al. (2007).

The results of historical N, estimated with model M2 from 1,000 generations ago to
the present time are shown graphically in Figure 4a. At the beginning of the interval of
time studied, matching with the domestication period that started in the Neolithic, N,
estimates oscillated from ~1900 to ~2300 for AV and Pi, respectively. Except for AV, a
slow decline was observed until 200 generations ago (about 1,300 years ago), when N,
have diminished to 1300 — 2500 depending upon the breed. From this period,
corresponding with the time the breeds diverged, a sharp decline in population size has
continued until today. AV and BP breeds showed the greatest values of N, along all
generations, particularly in the latest ten ones (Figure 4b). The N, prior to the current
generation stood at around 26-31 in all breeds studied in this work. These values are lower

than the ones obtained from the analysis of pedigree records in the same breeds (Cafas-
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Alvarez et al., 2014), what is quite reasonable because pedigree files allowed us to trace

back a limited number of generations.
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Figure 4 Effective population size estimated using specific recombination rates per
chromosome (M2) in the periods 0 to 1000 generations ago (a) and 0 to 10
generations ago (b).

AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.
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A way to test the performance of the three methods in the short term is to compare
the N, estimates with those found from average r? between nonsyntenic chromosomes to
obtain an empirical null distribution. This represents an approximation of the LD that can
be obtained by chance, assuming that the markers used have not undergone simultaneous
selection. The mean of nonsyntenic r? values reflects both sampling of animals and
genetic drift, and may be expected to lower down with increases in both sample size and
N, (Corbin et al., 2010). The estimates found in this study were very similar across breeds,
in the range 0.010 to 0.011 (Additional table 5). All LD values between nonsyntenic
markers are within the interval of LD at long distances in these breeds (Table 1). The
values observed here are much greater than those observed in Australian Holstein-Friesian
cattle (Khatkar et al., 2010) and in Thoroughbred horses (Corbin et al., 2010). The
comparatively high values observed in our breeds suggest that some of the LD created by
admixture during breed evolution (Cafias-Alvarez et al., 2015) has been kept until the
present time. With respect to the effective size, assuming ¢ = 0.5 for the nonsyntenic loci,
N, estimates ranged from 43 (Re) to 47.5 (AV and BP). This would suggest that all the
three methods used above provide downwardly biased estimates of effective population
size in the last generations or that estimates of N, very much depend on how well the
average LD estimates represent the whole LD patterns in the genome.

Estimates of effective population size lower than those presented in our work were
obtained in European and West African breeds, where N, estimates near to 500 for 50
generations ago and of 80 for five generations ago were found (Gautier et al., 2007; de
Roos et al., 2008; Qanbari et al., 2010). The observed drop in N, potentially represents a
number of scenarios, including some founder event, the formation of different breeds and
recently artificial reproduction techniques or a combination of any of them (Wang, 2005).
To that decline, bottlenecks caused by the Great Famine of 1,315-1,322 in Europe could
also have contributed, as reported in other breeds of cattle (Gautier et al., 2007; Villa-
Angulo et al., 2009). Regarding the breeds studied, the different N, found can be also the
result of the initial confinement of the populations in different geographical areas, a drop
of population censuses due to the partial replacement and un-controlled crossbreeding of
autochthonous breeds with foreign breeds occurred in the middles of the XX century
(Garcia-Dory, 1986), and some genetic selection for specific characteristics.

Effective population size also determines the accuracy of genomic selection

(Daetwyler et al., 2010), as that accuracy can be expressed as a function of the effective
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number of loci (M,) in a population (Goddard, 2009). M, relates to the number of
independent chromosome segments and equals the summation across chromosomes of
2N.L/(log4N,L) ), L being the genome size in Morgans for each specific chromosome.
In our case, with chromosome lengths as in Arias et al. (2009), and the current effective
sizes calculated from nonsyntenic LD estimates, M, was in the range of 509 (Re) and 552
(AV and BP) (Additional file 5). From this value, using the deterministic formula of
Daetwyler et al. (2010), we can estimate the size of the training population under different

heritability scenarios.

Conclusions

We present the results of an overview of LD of Spanish beef cattle breeds using a high-
density SNP panel. We observed that LD tended to decrease with increasing genetic
distance in all studied populations, such that 72 averages decreased from 0.58 to 0.07 in
marker distances of 5 kb and 200 kb, respectively. Similarly, the persistence of phase was
high at short distances and decreased at a moderate rate. A minimum of 38,000 and a
maximum Of 83,000 SNP markers would be needed for within breed and across-breed
genomic evaluation, respectively. The time of divergence between the breeds analyzed
ranged from 129 to 206 generations. Effective population sizes of the breeds were obtained
from the expectation of LD estimates. We found a substantial decrease in the effective size
of the Spanish native beef cattle populations starting 200 generations ago, and the N, in the
generation previous to the current one was estimated to be in the interval 26-47 depending
upon the method of estimation and the breed involved. These estimates allow us to predict

the size of the training population in different heritability scenarios.

Methods
Animal samples and SNP genotyping

A total of 504 animals belonging to 168 trios (sire/dam/son) were chosen as less unrelated
as possible from seven Spanish beef cattle breeds, including Asturiana de los Valles (AV;
N=75), Avilefia-Negra Ibérica (ANI; N=72), Bruna dels Pirineus (BP; N=75), Morucha
(Mo; N=75), Pirenaica (Pi; N=72), Retinta (Re; N=69) and Rubia Gallega (RG; N=66).
The blood samples were collected from the caudal vein of animals in tubes with EDTA as
anticoagulant, following the recommendations of the Joint Working Group of Refinement

(1993). Genomic DNA was extracted following the protocol described in Prefiler™
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Forensic DNA Kit of Applied Biosystems, using automated equipment Mag-Max ™
Express 96-Magnetic Particle Processor. High-density genotypes (777,962 SNPs) were
obtained by using the BovineHD Genotyping BeadChip (Illumina, Inc 2012). The SNPs
were mapped in the UMD?3.1 assembly (Zimin et al., 2009). All the laboratory work was
done by Xenética Fontao, Lugo, Spain. Markers kept for the study belonged to autosomal
chromosomes and were not in repeated positions. Additional requirements were Mendel
error rate < 0.05, individual call rate > 0.95, SNP call rate > 0.95, and MAF > 0.05. The
quality control was made using PLINK software (Purcell et al., 2007).

Linkage disequilibrium decay

Sampling animals in trios yields improved accuracy of the estimated haplotypes (Marchini
et al., 2006). The pair of haplotypes of the parental chromosomes within each breed was
inferred by using the “trio” option of Beagle software v3.3.2 (Browning and Browning,
2009). To increase phasing accuracy we have run 100 iterations of the phasing algorithm
and sampled 100 haplotype pairs for each individual during each iteration of the phasing
algorithm. Linkage disequilibrium was computed from the phases of the parents’ trios
across all autosomal chromosomes within each breed by using PLINK software. The LD
measure adopted was the r2 statistic (Hill and Robertson, 1968), which is generally
accepted as the more robust and better interpretable LD parameter (Kruglyak, 1999). It is
computed as:

-2 = (P11 — P1G1)?
(P191P292)

where p; and p, are the minor and major allele frequencies in the SNP1 respectively, g,
and g, are the minor and major allele frequencies in the SNP2 respectively, and pq;
corresponds to the frequency observed between both minor alleles in the same individual
throughout the whole population. Marker pairs were grouped by their pairwise physical
distance into bins of 5 kb, starting from 0 to 2 Mb. The average 72 for SNP pairs in each
bin was plotted using an R environment (R Core Team, 2015). The average r? between
adjacent markers for different densities after thinning for a certain percentage of markers

chosen at random (10%, 5% and 1%) was also estimated.
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Persistence of LD phase

In this case we used as a measure of LD the signed square root of 72 |
r =Py —plql/\/m, computed with the PLINK software. If 72 between two
markers is equal in two populations, but their corresponding rhas opposite sign, the
gametic phase is reversed. Persistence of phase quantifies the extent to which there is an
excess of the same haplotypes in all breeds. It was estimated as the Pearson correlation

coefficient between the LD between two specific markers in two different breeds as in

Badke et al. (2012):

YX(ray — Tw) (T(k’) - f(k’))
StkyS k"

Ter' =

where 1 ./ is the correlation of phases between 7y in population k and 7y in population
k', Sgy and S 1y are the standard deviation of 7y and 7 respectively, and 7y and 71,

are the average of r across all SNP within intervals mentioned above for population k and
k' respectively. To represent the evolution of the persistence of phase with marker
separation, the results were stacked in bins of 10 kb from 0 to 100 kb, and of 100 kb from
100 kb to 1 Mb of marker distances. In addition, to highlight some results we used a
Heatmap graph to represent the ranges of correlation of » among populations. The calculus

and subsequent plots were constructed using an R environment (R Core Team, 2015).

Past effective population size and time since divergence
To estimate the effective population size, N,, a correction for sample size was applied for
all r2 values using the following equation (Nilsen et al., 2008):
2 rczomputed - %
r T n

corrected — 1

1—=
n

where n represents the number of haplotypes in the sample. When the corrected r2was
negative it was set to 0. The N, was estimated applying the approximate expectation of r2
in absence of mutation (Sved, 1971):

r2=1/(1+4N,c) =~ N, = (1/4c) = (1/r* = 1)
where N, is the effective population size, r? is the corrected linkage disequilibrium
estimate, and c is the recombination frequency which is replaced by map distance in

Morgans. N, was estimated at different generations in the past (T), calculated by the
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approximation T = 1/2c (Hayes et al., 2003). To estimate N, three models were
employed. The first of these models (M1) assumes the generalization IMb = 1cM; in the
second model (M2), specific recombination rates for each chromosome in cattle were used
(Arias et al., 2009), as suggested by Qanbari et al. (2010) and Corbin et al. (2010); the
third model (M3) is a nonlinear least squares approach also using specific recombination
rates for each chromosome:
2= 1/(a+4bd) +e; =~ b= (1/4d;)) *(1/r? —a)

where 1% is the estimate of 2 for each i*" marker pair at a distance d; in Morgans (Tenesa
et al., 2007). The a parameter in the Sved’s formula takes a value of 1, but Tenesa et al.
(2007) showed that it takes a value of approximately 2 when mutation is taken into
account.

Furthermore, we estimate the time since breed divergence (7). Assuming that the
variance of r remains constant in both breeds, the expected correlation of 7,/ equals

e—ZcT

, where 7, ./ is the persistence of phase, ¢ is the recombination distance between
markers (in Morgans) and T is the time since breed divergence in generations (de Roos et
al., 2008). We calculated a linear regression for the natural logarithm of correlation of
phase with pairwise distance between 5 kb and 400 kb, where the slope of this regression
was an estimate of —2T. Consequently, the slope divided by —2 was the number of

generations (T') since these two breeds have diverged.

Additional files provided with this submission

Additional file 1. Figures A1-A7. Frequency distribution of linkage disequilibrium for
adjacent markers in 7 Spanish beef breeds.

Additional file 2. Figures B1-B7. Evolution of average r* from 0 to 200 kb apart for each
of the 29 autosomes in 7 Spanish beef breeds.

Additional file 3. Estimates of time since divergence between breeds from linear
regression of the natural logarithm of the expected correlation of 7.

Additional file 4. Past effective population size at various generations ago in seven
Spanish beef breeds.

Additional file 5. Average of linkage disequilibrium between nonsyntenic SNPs, effective

population sizes, and effective number of loci in seven Spanish beef breeds.
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Additional file 1. Figure A1 Frequency distribution of linkage disequilibrium for adjacent
markers in Asturiana de los Valles breed

0.30
|

ANI

Relative frequency
0.10 0.20 0.25
| | |

0.05
|

0.00
L

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Linkage disequilibrium, r?

Additional file 1. Figure A2 Frequency distribution of linkage disequilibrium for adjacent
markers in Avilefia-Negra Ibérica breed
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Additional file 1. Figure A3 Frequency distribution of linkage disequilibrium for adjacent
markers in Bruna dels Pirineus breed
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Additional file 1. Figure A4 Frequency distribution of linkage disequilibrium for adjacent
markers in Morucha breed
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Additional file 1. Figure AS Frequency distribution of linkage disequilibrium for adjacent
markers in Pirenaica breed
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Additional file 1. Figure A6 Frequency distribution of linkage disequilibrium for adjacent
markers in Retinta breed
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Additional file 2. Figure B3 Evolution of average r* from 0 to 200 kb apart for each of
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Additional file 3 Estimates of time since divergence between breeds (T) from linear
regression of the natural logarithm of the expected correlation of r

Breed' AV ANI BP Mo Pi Re
ANI 141.0

BP 130.8 178.6

Mo 1294  137.8 172.2

Pi 157.5 2033 165.6 191.3

Re 146.8 164.3 191.4 156.6 206.8

RG 135.6 1745 162.0 164.3 190.7  181.5

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =
Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.

150



LINKAGE DISEQUILIBRIUM AND PERSISTENCE OF PHASE

Additional file 4 Average effective population size (/V.) at various generations ago in

seven Spanish beef breeds

. . Model’
Breeds Generations
M1 M2 M3
AV 1 31.8 30.7 29.6
5 139.2 140.4 133.5
10 2534 265.2 235.8
50 1002.3 1029.6 991.0
100 1762.5 2009.8 1655.0
200 2550.6 2553.5 2212.5
800 2742.1 2358.8 2194.2
1500 2893.0 2487.8 2171.1
ANI 1 30.5 29.3 28.6
5 115.6 108.5 105.7
10 185.9 162.2 162.0
50 603.6 570.5 531.9
100 1018.3 897.3 920.3
200 1575.2 1454.3 1344.9
800 2271.7 1977.0 1814.9
1500 2555.9 2227.2 1899.6
BP 1 322 28.6 31.0
5 136.2 137.9 129.6
10 239.4 229.6 230.5
50 787.5 749.9 749.3
100 1267.1 1388.1 1179.3
200 1855.1 1917.2 1649.4
800 24448 2122.4 1958.8
1500 2678.4 2321.9 1997.7
Mo 1 28.1 29.7 25.7
5 110.3 107.7 103.3
10 188.7 196.0 180.9
50 703.4 708.6 687.0
100 1202.2 1266.4 1121.3
200 1826.5 1843.7 1603.5
800 2424.1 2112.2 1949.4
1500 2681.2 2327.5 2003.2
Pi 1 30.1 31.2 27.3
5 92.4 91.6 86.4
10 142.7 140.7 135.1
50 471.7 439.5 457.3
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100 812.0 800.9 794.8
200 1284.8 1300.8 1163.3
800 2054.0 1810.9 1650.2
1500 2381.5 2079.9 1753.1
Re 1 28.3 31.4 25.5
5 97.2 97.0 87.2
10 154.6 143.9 134.7
50 520.9 506.4 478.4
100 904.3 873.9 775.6
200 1445.3 1432.3 1239.6
800 2216.7 1952.6 1792.7
1500 2519.0 2199.2 1870.4
RG 1 26.1 26.3 245
5 86.6 93.6 78.5
10 141.1 157.6 130.3
50 537.2 554.9 521.7
100 961.2 1023.6 885.8
200 1564.1 1561.9 1363.4
800 2328.0 2031.7 1870.6
1500 2607.7 2266.8 1944.2

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =

Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.
*M1: Generalization of 1Mb = 1¢M for the recombination distance is used; M2: Specific recombination rates
for each chromosome; M3: Nonlinear least squares approach with specific recombination distance.

Additional file 5 Average LD (%) between nonsyntenic SNPs, effective population
sizes (N.), and effective number of loci (M,) in seven Spanish beef breeds

'AV = Asturiana de los Valles; ANI = Avilefia-Negra Ibérica; BP = Bruna dels Pirineus; Mo = Morucha; Pi =

Breed Average 1?2 N, M,

AV 0.0104 47.5 551.5
ANI 0.0110 45.1 528.8
BP 0.0104 47.5 551.5
Mo 0.0111 44.6 524.1
Pi 0.0109 45.5 532.6
Re 0.0115 43.0 508.8
RG 0.0111 44.6 524.1

Pirenaica; Re = Retinta; RG = Rubia Gallega.
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DISCUSION

7. Discusion General

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral han permitido describir y caracterizar
la estructura genética de las principales razas de ganado de carne autoctono espafiol. Esta
descripcion fue abordada desde dos puntos de vista. El primero de ellos evaluo los
parametros demograficos a partir de los pedigries registrados en los libros genealogicos, y
el segundo busco dar una explicacion de la diversidad genética y la divergencia partiendo
de datos gendmicos obtenidos a partir de un chip denso de marcadores SNP. Hasta ahora
las poblaciones autoctonas de ganado vacuno de carne espafiol no habian sido
caracterizadas combinando tanto informacién genealdgica como informacién gendmica.
Esta tesis permitio realizar esta caracterizacién, al mismo tiempo que evalud algunas
herramientas fundamentales en la exploracion de la base genética aplicables en una futura

implementacion de la seleccion gendmica.

Estructura demografica de las poblaciones autoctonas. La importancia

de los censos poblacionales

Durante muchos siglos las poblaciones bovinas autdctonas han jugado un papel esencial en
la ganaderia espafiola. La evolucion de los censos poblacionales a lo largo del tiempo se ha
dado dependiendo de las circunstancias que les afectan y de la coyuntura social de su
entorno. Estos censos han sufrido numerosos cambios durante muchos afios, incluso
comprometiendo, en algunos casos, la continuidad de algunas razas (Sanchez-Belda, 2002;
Tisdell, 2003). Sin embargo, éstas han sabido sobreponerse pese a la continua inclusion de
razas fordneas con mejores indices productivos. La alta adaptabilidad de las razas de las
razas autoctonas (Hoffmann, 2010), de la mano de politicas de fomento de las
comunidades autonomas y el interés particular de algunos productores, han permitido
mantener e incluso aumentar los censos de estas poblaciones en las tltimas décadas. En los
ultimos 11 afios, por ejemplo, los censos de las razas Avilefia-Negra Ibérica, Morucha,
Pirenaica y Retinta han incrementado entre un 16 y 41%, y en las razas Asturiana de los
Valles, Bruna dels Pirineus y Rubia Gallega este incremento ha sido superior, llegando
incluso a valores de entre un 158 y 381%. Otra caracteristica a destacar fue el bajo nimero

de hembras por toro encontrado en la mayoria de las razas evaluadas. Este es un indicativo
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del poco uso de la inseminacién artificial en la mayoria de los rebafios, donde la monta
natural facilita el manejo de los animales explotados bajo sistemas extensivos. Sin
embargo, la excepcidn a este caso fue la raza Rubia Gallega, la cual se caracteriza por el
amplio uso de la inseminacién artificial, debido principalmente a la gran produccion de
dosis seminales de esta raza que provee Xenética Fontao, el mayor centro de inseminacion
artificial en Espafia (ACRUGA, 2011). Este hecho se vio reflejado en el alto nimero de
hembras por toro y en el alto nimero de crias por toro encontrado en los tamafios
familiares.

Segun la piramide estructural presentada en el capitulo 4, las razas autoctonas se
caracterizaron por el alto intercambio de toros reproductores entre los diferentes rebaiios,
lo cual es una practica habitual en la mayoria de las razas manejadas bajo sistemas
extensivos. Particularmente la raza Morucha alcanz6 a tener més de la mitad de las granjas
dedicadas a comprar y vender reproductores. Este intercambio de reproductores generd un
alto nimero de granjas multiplicadoras donde el proceso de seleccion genética no se
concentra en unas pocas granjas, sino por el contrario estd repartido entre ellas, lo cual es
vital en el mantenimiento de la variabilidad genética de las poblaciones. Sin embargo, esta
clasificacion no fue la misma en todas la razas. Por ejemplo, en las razas Avilena-Negra
Ibérica, Retinta y Rubia Gallega mas del 70% de los rebafios fueron clasificados como
comerciales, dedicados exclusivamente a producir animales para sacrificio sin aportar
reproductores a la poblacion. Especificamente, la raza Rubia Gallega obtuvo los mas altos
valores de granjas clasificadas como comerciales, confirmando que la amplia utilizacion de
la inseminacion artificial provoca que pocos rebafios aporten toros reproductores en la

variabilidad genética de esta raza.

La endogamia y el tamaiio efectivo. Parametros claves en la variabilidad
genética

La profundidad del pedigri es una caracteristica muy importante en la estimacion de los
parametros poblacionales obtenidos a partir de los estudios genealdgicos (Boichard et al.,
1997). Por esta razén es importante, antes de hablar propiamente de la endogamia, hacer
énfasis en como la informacion genealdgica existente puede restringir algunos de los
resultados obtenidos. La subestimacioén de los valores de endogamia puede ser un claro

ejemplo de la falta de complecion del pedigri (Cassell et al., 2003; Lutaaya et al., 1999).
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Este hecho se evidencio en las razas Avilena-Negra Ibérica, Pirenaica y Retinta, donde la
elevada profundidad del pedigri coincidié con elevados valores de consanguinidad
promedio. De la misma manera, este suceso pudo ser observado al comparar nuestras
estimaciones con las obtenidas por Gutiérrez et al. (2003), realizadas también en razas
autoctonas espafiolas. Nuestros valores mostraron un incremento en los niveles de
profundidad del predigri de la mano con incrementos medios de la endogamia. El mayor
conocimiento del pedigri permitié obtener valores de endogamia acumulada muchas mas
generaciones atrds. De esta manera, el poco conocimiento de las genealogias es un hecho
que se presenta habitualmente debido a que en muchas ocasiones la informacion de los
padres no se conoce, o si se conoce no se completada en su totalidad hasta la maxima
generacion, ya sea por la dificultad en la obtencion de los datos o por simple falta de
interés. Sin embargo, en la actualidad, la realizacion continua de las evaluaciones genéticas
en las distintas razas autoctonas ha generado una alta preocupacion por actualizar y
mejorar continuamente los libros genealdgicos propios de cada raza. Tanto asi, que desde
el afio 1995 hasta el afio 2009, el incremento en la profundidad del pedigri ha permitido
llegar a valores promedios cercanos al 92% una generacion atras y valores promedios del
61% seis generaciones atras.

Las tasas o incrementos de endogamia estimados en la presente tesis proporcionaron
informacion relevante sobre el avance de la endogamia en el tiempo, y permiti6 ademas,
vigilar el descenso de la variabilidad dentro de cada raza. Generalmente, el aumento de la
endogamia y la consecuente reduccion de la heterocigosis, resulta en reduccion de
sobrevivencia, salud, vigor y eficiencia reproductiva (Charlesworth y Willis, 2009). A esto
se le conoce comunmente como depresion endogamica, la cual se define como la
disminuciéon de los valores fenotipicos medios de los caracteres relacionados con la
capacidad reproductora o la eficiencia fisiolégica ocasionados por la endogamia
(Thompson et al., 2000). Si observamos los valores de endogamia a lo largo de los 11 afios
evaluados en la presente tesis (1998-2009) se observan incrementos moderados de
endogamia en todas las razas. Generalmente, en la mayoria de las poblaciones domésticas,
la movilidad de los individuos es restringida a un contexto reducido, por lo tanto, los
animales tienden a aparearse con individuos cercanos genéticamente (Falconer y Mackay,
1996). En nuestro caso, al tratarse de poblaciones con censos reducidos, el apareamiento
entre todos los animales de una poblacion no se realiza completamente al azar y menos atin

cuando se tratan de poblaciones bajo seleccion. Todo esto conlleva a incrementos de los
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valores de endogamia. Particularmente, las razas Avilefia-Negra Ibérica, Morucha y
Retinta presentaron las mayores tasas o incrementos de endogamia bajo las diferentes
metodologias estudiadas, lo cual se vio reflejado en ser las razas con los menores valores
de tamafio efectivo de la poblacion.

En la presente tesis los tamafos efectivos poblacionales fueron estimados por
medio de diferentes metodologias basadas en el incremento de la endogamia; los
resultados obtenidos en cada una de ellas fueron altamente variantes. El tamafio efectivo
estimado a partir de los incrementos de endogamia y coascendencia presentaron unos
puntos débiles relacionados con la fluctuacion de sus valores a lo largo del tiempo; de
hecho, en algunos casos éstos disminuyeron ocasionando valores no estimables del tamafio
efectivo. Este efecto también ha sido observado en diferentes estudios realizados en
diferentes especies (Groeneveld et al., 2009; Leroy et al., 2009). En algunos casos para
evitar que esto suceda, se ha optado por tomar periodos de tiempo relativamente cortos
(dos generaciones) para estimar el tamafo efectivo, lo cual permite reducir el nimero de
casos con valores negativos de tamafio efectivo (Leroy et al., 2013). Los tamanos efectivos
obtenidos mediante los incrementos de coascendencia fueron muy superiores a los valores
obtenidos mediante los incrementos de endogamia. Bajo condiciones de apareamiento al
azar se espera que la coascendencia sea mayor que la endogamia. Este no fue el caso para
la mayoria de las razas analizadas, donde las tasas de coascendencia fueron bajas
comparadas con las tasas de endogamia. Este hecho puede ser explicado ya sea por la
existencia de subpoblaciones o debido a las practicas de cria particulares tales como una
alta frecuencia de apareamiento entre individuos emparentados (Leroy et al., 2013). Por
otro lado, la metodologia basada en regresion para estimar el tamaio efectivo, depende en
gran medida de los cambios en la politica de apareamientos producidos durante el periodo
de tiempo contemplado (Cervantes et al., 2008). De este modo, si tradicionalmente se han
gestionado los apareamientos evitando los cruces entre parientes cercanos, luego de haber
descuidado los apareamientos en el pasado, la pendiente de la recta de regresion puede
llegar a ser muy baja. En nuestro caso, este hecho se vio reflejado en valores altos o no
estimables del tamafio efectivo de la poblacion. Por su parte, los valores de tamafo
efectivo estimados a partir del incremento de endogamia individual permitieron obtener
valores mas aproximados y menos sesgados. Este método supera los problemas obtenidos
con el calculo del tamano efectivo a partir de las tasas negativas de endogamia y

coascendencia debido a que este representa una estandarizacion del coeficiente de
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endogamia con relacion a la profundidad del pedigri de cada individuo (Gonzalez-Recio et
al., 2007). De esta forma, los tamafios efectivos no dependen de la profundidad del pedigri
y reflejan todos los fendmenos ocurridos en cada individuo de la poblacion, como el
solapamiento generacional, la seleccion y la subdivision que pueda existir (Gutiérrez, et
al., 2008).

Segun Mc Parland et al. (2007), el tamano efectivo de la poblaciéon puede ser
definido como un indicador de la pérdida de diversidad genética durante un periodo de
tiempo determinado. En nuestro trabajo, el tamafio efectivo estimado a partir del
incremento de endogamia individual en generaciones equivalentes oscild entre 19 y 90,
colocando de manifiesto el riesgo de pérdida de variabilidad genética en las poblaciones.
Pese a que el tamano efectivo generalmente es bajo en la mayoria de las razas de ganado a
nivel mundial (Boichard et al., 1997; Cleveland et al., 2005; Mc Parland et al., 2007), es
necesario tener cuidado con los valores obtenidos en esta tesis, ya que pueden
comprometer la diversidad genética de las poblaciones. Lo mds importante es que en la
actualidad las diferentes asociaciones de las razas vienen aumentando continuamente los
censos de los animales, lo cual debe de ir de la mano también con la implementacion de
estrategias que permitan controlar las tasas de endogamia y los censos efectivos. En este
sentido, cualquier programa de mejora genética debera continuar fomentando un sistema
de apareamientos que permita el intercambio de reproductores entre todos los rebafios

dentro de cada raza.

Estructura y diversidad genética en los recursos genéticos locales

La informacion sobre la diversidad genética y la estructura de la poblacion entre las razas
de ganado es esencial para el mejoramiento genético, la comprension de la adaptacion del
medio ambiente, asi como la utilizacién y la conservacion de las razas de ganado
(Groeneveld et al., 2010). En el capitulo 5 empleamos el chip bovino de 778K SNP de
[llumina para describir la diversidad genética de las poblaciones de bovinos autoctonos
espaioles de carne. Sin embargo, antes de dar inicio a la descripcion de la diversidad, es
importante mencionar que hay implicito un sesgo de verificacion con respecto a los SNP
analizados (ascertainment bias). El chip de 778K SNP de Illumina fue disefiado con SNP
obtenidos de 27 razas distintas de las especies Bos taurus taurus, Bos taurus indicus e

hibridos de ambas especies (Illumina Inc., 2012). Por lo tanto, los SNP utilizados en los
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analisis genéticos poblacionales de las siete razas analizadas en esta tesis, se determinaron
entre los mas comunes del genoma bovino, con lo cual se asume que existe un rango lo
suficientemente amplio para realizar los analisis de diversidad genética requeridos. El uso
de la matriz de datos proporcionada por este chip ha sido particularmente util para
caracterizar numerosas razas de ganado vacuno (Salomon-Torres et al., 2014), inclusive en
chip bovinos de menor cantidad de SNP ha sido posible llevar acabo analisis de diversidad
(The Bovine HapMap Consortium, 2009; Villa-Angulo et al., 2009). En cada uno de estos
trabajos se han encontrado variaciones en los niveles de polimorfismo, indicando que el
sesgo afecta a todas las razas y que ésta variacion se relaciona mas con el disefio del chip
que con las razas que participan en el disefio. En nuestro caso, al determinar el grado de
polimorfismo de las razas autdctonas espaiolas con respecto al chip de Illumina, se
encontraron altos valores de marcadores genotipados (97% - 98%) en al menos el 95 % de
las muestras empleadas. Adicionalmente el porcentaje de loci monomorfico varid entre el
11% y el 15%.

El parametro mas ampliamente utilizado para medir la diversidad dentro de las
poblaciones es la heterocigosis esperada (Toro et al., 2009). Por su parte, la diversidad o
riqueza alélica, también conocida como el nimero medio de alelos (MNA, por sus siglas
en ingles), es un criterio alternativo que permite medir la diversidad genética. Este ultimo
parametro es de importancia fundamental en los programas de conservacion debido a que
las razas con un bajo MNA tienen variacion genética baja, debido posiblemente al
aislamiento genético, a cuellos de botella poblacionales historicos o a efectos fundadores.
Por el contrario, un alto MNA implica gran diversidad alélica, que podria haber sido
influenciado por cruzamiento o mezcla (Keller, et al., 2001; Leberg, 2002). Nuestros
resultados reflejaron una diversidad genética similar a la de la mayoria de las razas taurinas
(Gautier et al., 2007). Sin embargo, en un estudio realizado en 19 razas de diferentes zonas
geograficas (The Bovine HapMap Consortium, 2009), se encontré que existe una menor
diversidad genética dentro del ganado taurino moderno respecto al ganado indico
(cebuinos). Esta diferencia en la diversidad se debio6 principalmente a la poca diversidad de
la poblacion ancestral antes de la domesticacion, y a efectos de cuellos de botella posterior
a la domesticacion, en lugar de las diferencias en la intensidad de seleccién natural o
artificial entre B. taurus y B. indicus (The Bovine HapMap Consortium, 2009).

La distribuciéon de la diversidad entre las diferentes poblaciones fue explicada a

través de diferentes metodologias basadas en el analisis de las frecuencias alélicas. Estos
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métodos se centraron en estimar la proporcion de variacion genética empleando el analisis
de varianza molecular (Excoffier et al., 1992), donde se incluyeron también los estadisticos
F (Wright, 1951, 1965). Bajo el analisis de varianza molecular se destacé un alto grado de
variabilidad genética individual pero bajos niveles de variabilidad entre razas y entre
individuos dentro de razas, lo cual puede ser un indicador de la poca estratificacion o
diferenciacion genética entre razas. Es asi, como esta amplia variabilidad genética
individual ha permitido obtener los altos valores de diversidad genética mencionados
anteriormente; ademas confirma el alto flujo de reproductores entre los distintos rebafios
mencionado en el capitulo 4, debido a que la alta diversidad genética es facilitada por el
intercambio continuo y mayor uso de diferentes reproductores entre los rebafios (Oyama et
al., 2007).

En este mismo sentido, se dice que un grupo de poblaciones posee una alta
diferenciacion genética cuando se pueden detectar fuertes diferencias en las frecuencias
alélicas entre estas poblaciones. En cambio, frecuencias alélicas similares indican una baja
diferenciacion genética (Hartl y Clark, 2007). En nuestro caso, el bajo valor de Fgr
estimado en el capitulo 5, el cual representa la subdivision entre poblaciones, indicé una
baja diferenciacion genética entre todas las razas, muestra de frecuencias alélicas similares.
Esta poca diferenciacion posiblemente se deba a la falta de presion de seleccion por
tratarse de razas manejadas bajo sistemas extensivos, o también posiblemente se deba a
niveles de migracion o flujo genético entre las distintas razas (Slatkin, 1994; Wright,
1965).

Por su parte, los bajos y no significativos valores de F;g, permitieron confirmar que
las frecuencias alélicas de todas las razas se encontraron dentro de las proporciones del
equilibrio de Hardy-Weinberg. Sin embargo, es importante mencionar que las razas que
obtuvieron los valores de F;s positivos coincidieron justamente con las mismas razas que
tienen las tasas mas altas de endogamia obtenidas en el capitulo 4. Estas razas fueron
Avilefia-Negra Ibérica, Morucha y Retinta. De esta manera los indices de fijacion se
relacionan con el coeficiente de endogamia. Los valores mayores a cero de F;g indican
excesos de homocigotos en la poblacion, indicativo inequivoco de incrementos de
endogamia (Hartl y Clark, 2007). Inclusive el F;s se interpreta muchas veces como el

indice de fijacion o de endogamia, F (Hedrick, 2010).
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Diferenciacion y divergencia entre poblaciones. ;Qué tan cercanas son

las razas autoctonas espaiiolas?

Una manera de evaluar las relaciones genéticas entre poblaciones es mediante el calculo de
las distancias genéticas (Nei, 1972). Los valores obtenidos en las distancias genéticas entre
pares de razas, tanto a partir de los valores de Fgr asi como la distancia de Nei, mostraron
claramente una estrecha relacion entre las poblaciones de ganado de carne autdctono
espafiol y la cercania genética que éstas presentan. Esta menor diferenciacion era esperada
debido a la ubicacion de las razas estudiadas en un area geografica bastante especifica y a
la mixtura entre poblaciones dada por la migracion. Inclusive, Decker et al. (2014), quienes
analizaron numerosas razas junto a razas autoctonas espafiolas, ubican a estas Ultimas
como razas muy cercanas genéticamente. Sin embargo, pese a que las razas son muy
cercanas, los tiempos de divergencia entre pares de razas ponen de manifiesto que las razas
divergieron en la primera mitad del periodo medieval. Esto significa que en un principio el
ganado ibérico tuvo una introgresion del ganado de Africa (Cymbron et al.,, 1999;
Cymbron et al., 2005), posteriormente la division politica provocod una divergencia entre
las razas del norte y del sur del pais, y mas recientemente, la trashumancia restaur6 el
contacto entre las poblaciones, lo cual explica en parte su cercania genética. Las menores
distancias genéticas entre las razas Avilefia-Negra Ibérica, Morucha y Retinta, confirman
esta cercania entre las razas del sur y oeste de la peninsula.

La reconstruccion de la filogenia realizada en la presente tesis mostrd una
distribucion de las razas cercana a la clasificacion del ganado espafiol en tres troncos
morfoldgicos (Sanchez-Belda, 1984). La excepcion fue la raza Retinta, la cual segin
nuestro estudio se ubicé mas cerca del tronco Ibérico, contrario a lo mencionado por
Sanchez-Belda (1984), quien la ubico en el tronco Turdetano. Por su parte, Jordana et al.
(1991) situaron a la raza Retinta en una posicion mdas intermedia entre ambos grupos,
Turdetano e Ibérico. No obstante, es importante tener en cuenta que la reconstruccion de
arboles filogenéticos presupone que la evolucion de los linajes pueden divergir pero nunca
ser resultado de cruces entre linajes. Esta presuncion en algunas ocasiones no es aplicable
al ganado, ya que a menudo las nuevas razas se originan por cruce entre dos o mas razas
ancestrales (FAO, 2010). Por esta razon, la interpretacion del arbol filogenético realizado
en este trabajo se basé mas en determinar cercanias entre razas que en definir propiamente

los origenes de las mismas. El comportamiento de las diferentes medidas de las distancias
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genéticas en el contexto del ganado ha sido revisado por Laval et al. (2002). Llegan a la
conclusion de que todas las distancias dependen en gran medida del numero de
generaciones desde la divergencia y sobre el tamaio efectivo de la poblacion de las razas
y, por tanto, no se puede inferir la filogenia del arbol en el caso de las razas estrechamente
relacionadas que exhiben diferentes tamafios efectivos. Por esta razon, generalmente se
asume que en el trato con razas de animales de granja, la interpretacion de los arboles en
términos de filogenia puede ser engaiioso (Felsenstein, 1982). Sin embargo, Barker (1999)
ha argumentado que la diversidad filogenética ofrece el mejor criterio objetivo para la
toma de decisiones de conservacion (es decir, las razas que son taxonémicamente distintas
deben ser favorecidas para la conservacion).

El analisis de componentes principales nos permiti6é obtener una vision diferente, ya
que en este caso las relaciones se detallan particularmente entre individuos y no entre
poblaciones. Los resultados obtenidos mostraron que el analisis multivariante fue bastante
aproximado a la clasificacion realizada por el arbol filogenético. Adicionalmente, el
analisis de componentes principales, al igual que el andlisis de cluster, revelaron niveles de
mixtura entre todas las razas del estudio, lo cual es apoyado por el bajo valor de Fgr
mencionado anteriormente. Si observamos el grafico del andlisis de clister en K=4
(capitulo 5), los individuos de la raza Avilefia-Negra Ibérica se agrupan junto con los
individuos de la raza Morucha, separandose luego en K=6. De esta manera, esta
agrupacion inicial indica de cierto modo ascendencia entre ambas razas. En general, la raza
Asturiana de los Valles se caracterizo por ser la poblacion con niveles de mixtura mas
amplios de todas las estudiadas. En los diferentes valores de K, los individuos de ésta raza
siempre se caracterizaron por tener una combinacion de las demds poblaciones. Esto es
explicado por su amplia distribucion geografica en todo el territorio espafiol. Igualmente,
las razas Pirenaica y Bruna dels Pirineus mostraron niveles importantes de mixtura,
generado principalmente por su cercania en las montafias del Pirineo, confirmando
igualmente su cercania en el arbol filogenético explicado anteriormente. De esta manera, el
alto porcentaje de trashumancia que se dio en la mayoria de las razas autoctonas, permitid
su cercania y el consecuente intercambio de genes. Otro gran ejemplo en la zona central
del pais fueron las razas Avilefia-Negra Ibérica y Morucha, que en épocas de trashumancia

debieron realizar intercambios genéticos entre ellas.
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El futuro de la implementacion de la seleccion genomica. Desequilibrio de

ligamiento, persistencia de fases y tamaifio efectivo ancestral

Sin lugar a dudas la seleccion gendmica se ha convertido en una herramienta valiosa para
mejorar genéticamente las especies de ganado y plantas. El uso directo de informacién de
marcadores SNP en todo el genoma permite una precisa seleccion de los animales
superiores a temprana edad, incluso si el fenotipo bajo la seleccion es dificil de medir
(Daetwyler et al., 2013). Particularmente, los resultados en ganado lechero muestran que la
aplicacion de la seleccion gendmica puede acortar los intervalos generacionales al tiempo
que aumenta la tasa de ganancia genética (VanRaden et al., 2009). En un intento por
mejorar la precision de los estudios de seleccion genomica, las estimaciones del
desequilibrio de ligamiento entre pares de SNP juegan un papel importante a la hora de
encontrar marcadores que estén en desequilibrio de ligamiento con un QTL (de Roos et al.,
2008).

En los resultados presentados en el capitulo 6, se muestra la estimacion del
desequilibrio de ligamiento en razas autoctonas de ganado de carne espanol empleando un
panel de SNP de alta densidad. Nuestras estimaciones en promedio se encontraron dentro
de los rangos de algunas otras estimaciones realizadas en ganado de carne y leche
alrededor del mundo (Qanbari et al., 2010; Salomon-Torres et al., 2014) pero fueron
menores a los valores estimados en caballos (Corbin et al., 2010) y en cerdos (Badke et al.,
2012). Estas diferencias se deben a varios elementos que afectan las estimaciones del
desequilibrio de ligamiento a lo largo de la distancia fisica entre loci, y que se encuentran
relacionados entre si. Entre estos elementos tenemos principalmente: la deriva génica, la
endogamia y el flujo de genes (Slatkin, 2008). Generalmente, los bajos tamafios efectivos y
la deriva génica interactiian con la seleccion afectando las frecuencias alélicas, y por ende
generan mayores valores de desequilibrio de ligamiento entre algunos pares de loci (Hill y
Robertson, 1966). Por su parte, los valores medios de endogamia retrasan levemente el
descenso del desequilibrio de ligamiento debido a que la endogamia aumenta la covarianza
entre alelos en diferentes loci (Golding y Strobeck, 1980; Weir y Cockerham, 1969). En
nuestro caso, y como indicativo de un tamafo relativamente pequefio del tamafio efectivo
de la poblacion, se encontraron valores altos de desequilibrio de ligamiento a distancias
cortas, pero un descenso progresivo a medida que se incrementaron las distancias. Debido

a estas estimaciones de desequilibrio, la aplicacion de la seleccion gendmica en las razas
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autdctonas vacunas tiene el potencial de lograr buenas exactitudes de las predicciones
genomicas (GEBV, genomic estimated breeding values). Las densidades de marcadores
obtenidas, de alrededor de 38.000 SNP, fueron cercanas a las encontradas en poblaciones
de ganado lechero (de Roos et al., 2008). No obstante, es importante tener en cuenta que
las predicciones gendmicas no solo dependen del desequilibrio de ligamiento; la estructura
familiar y la heredabilidad del caracter son otras caracteristicas muy importantes a la hora
de implementar un programa de seleccion genomica. De esta manera, y partiendo de la
densidad mencionada anteriormente, se sugieren otros estudios adicionales que permitan
comparar la capacidad predictiva de los valores mejorantes en funcion del nimero de
individuos genotipados, la heredabilidad de los caracteres, numero de individuos con
fenotipos y los programas de seleccion actuales. Ademas, es igualmente importante
identificar regiones particulares que pueden presentar diferentes grados de LD y evaluar su
potencial uso para la deteccion de QTL y huellas de seleccion.

Generalmente, la implementacion de la seleccion genomica requiere una gran
muestra de individuos de referencia (training individuals) que posea un alto nimero de
datos fenotipicos donde se pueda estimar los efectos de los SNP (Dekkers y Hospital,
2002). Por este motivo, se ha propuesto que la poblacion de referencia sea tomada a través
de varias poblaciones (Ibafiez-Escriche et al., 2009; Toosi et al., 2010), basandose en el
hecho de que el alcance y la fase del desequilibrio de ligamiento, y el efecto del QTL se
conservan a través de las poblaciones (de Roos et al., 2009). Es de esta manera como la
persistencia de fases del desequilibrio de ligamiento, medida como la correlacion de fases,
permite obtener una muestra de individuos que resuman un panel de SNP preciso para
llevar a cabo un esquema de seleccion genomica (Goddard et al., 2006). Los niveles de
persistencia de fases encontrados en las razas autoctonas son prometedores, ya que
correlaciones mayores que 0,8 fueron halladas a una densidad de marcadores de 83.000
SNP distanciados entre 30 kb y 50 kb. De esta manera, hemos determinado cual es la
distancia media entre marcadores que proveerd suficiente persistencia de fases a través de
las poblaciones para llevar a cabo tanto estudios de asociacidon como de seleccion
genomica (Meuwissen et al., 2001). Sin embargo estos resultados no son del todo
concluyentes. Para complementar estos resultados se necesitaran estudios de simulacion,
que combinando haplotipos de referencia de animales de distintas poblaciones que estén
estrechamente relacionados, determinen el efecto de su utilizacion en la prediccion de

GEBYV en todas las poblaciones (de Roos et al., 2009). Ademas, es igualmente importante
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determinar si estas precisiones justificarian el uso de una poblacion de entrenamiento
desde el punto de vista econémico.

Las estimaciones del tamafio efectivo, obtenidas a partir del desequilibrio de
ligamiento, permitieron complementar los tamafios efectivos calculados en el capitulo 4.
De esta manera fue posible calcular los tamafios efectivos ancestrales muchas generaciones
atras, con lo cual se pudo hacer un seguimiento de los tamafios a través del tiempo (Hayes
et al., 2003; Tenesa et al., 2007). El desequilibrio de ligamiento, es decir la correlacion
esperada de frecuencias alélicas en loci ligados, estd dado en funcion del tamafio efectivo y
de la tasa de recombinacion (Tenesa et al., 2007). A efectos de calcular el tamafio efectivo
de la poblacion mediante la formula de Sved (1971) se puede asumir la generalizacion
IMb = 1cM, o bien tener en cuenta la variacion especifica de la tasa de recombinaciéon
entre los cromosomas obtenida a partir de una aproximacion derivada de las diferencias
entre el mapa fisico y el mapa de ligamiento en cada cromosoma (Arias et al., 2009). Las
mayores diferencias entre ambos métodos fueron reveladas a medida que se incrementaron
el nimero de generaciones en el pasado, donde los modelos que implementaron la
generalizacion 1Mb = 1cM presentaron, en general, mayores valores de tamafio efectivo
ancestral. Esto es debido a que los mayores efectos de la recombinacion se ven a pequenas
distancias genéticas entre marcadores, que coinciden con mayores generaciones en el
pasado.

El progreso del tamafio efectivo de la poblacion es un indicador crucial para evaluar
el estado de peligro de una determinada poblacién (FAO, 2010). Los resultados del tamafio
efectivo ancestral mostraron que el cuello de botella més llamativo ocurrié hace alrededor
de unas 200 generaciones (equivalente a 1300 afios, asumiendo un intervalo generacional
de 6,5 afios). Esta inflexiéon correspondié a varios elementos relacionados con la
divergencia y con el posterior aislamiento de las poblaciones generado por los procesos de
seleccion. Sin embargo, pese a que los procesos de seleccion de algunas razas
especializadas se dio a partir de generaciones mas recientes (Gautier et al., 2007), en la
actualidad estos valores de tamafio efectivo son cercanos a los obtenidos en la presente
tesis en razas autdctonas. Esto indica que la intensidad de selecciéon de razas como la
Holstein, caracterizada por el uso continuo de la inseminacidén artificial, produjo
disminuciones de la poblacion efectiva en poco tiempo. En las razas autdctonas, pese a
tener procesos de seleccidon menos intensos, el bajo tamafio censal genera un tamafio

efectivo mucho menor. Por otra parte, los tamafios efectivos de la poblacién una
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generacion atrds obtenidos a partir del desequilibrio de ligamiento, comparados con los
obtenidos a partir de las estimaciones del pedigri, mostraron valores inferiores en todas las
razas. Este hecho posiblemente es explicado por las sobreestimaciones causadas en los
tamanos efectivos debido al poco conocimiento de la profundidad del pedigri que se tiene
actualmente.

Finalmente, se confirma la fuerte relacion inversa entre los tamafios efectivos y el
descenso del desequilibrio de ligamiento, al igual que la relacion positiva entre endogamia
y desequilibrio de ligamiento. Estos tres factores jugaron un papel muy importante en el

comportamiento de las poblaciones acé evaluadas.
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8. Conclusiones

1. Segln la informacion registrada en los libros genealogicos, las razas de ganado
vacuno de carne espafiolas se caracterizaron por presentar censos crecientes, un
amplio intercambio de reproductores entre los diferentes rebafios dentro de cada
raza y por un uso limitado de la inseminacion artificial, con excepcion de la raza

Rubia Gallega.

2. La profundidad del pedigri fue altamente variable entre razas y a lo largo de las
generaciones. Esto llevd a posibles subestimaciones de los coeficientes de

endogamia en algunas razas.

3. Las tasas de endogamia fueron mayores a las tasas de coascendencia en todas las
razas con excepcion de la raza Rubia Gallega. Esto evidencia una alta estructura

intrapoblacional que restringe los apareamientos en manadas o grupos de vacas.

4. El nimero efectivo de antepasados fue menor al nimero efectivo de fundadores, lo
cual es un indicativo de que la mayoria de las razas ha experimentado algtin cuello

de botella durante su vida productiva.

5. En algunas razas, los tamanos efectivos poblacionales fueron mas bajos que el
minimo recomendado para el mantenimiento de la variabilidad genética, lo cual
puede tener fuertes implicaciones en la subsistencia de la biodiversidad local a

mediano y corto plazo.

6. Los resultados obtenidos a partir del panel bovino de alta densidad indicaron un
alto grado de variabilidad dentro de individuos pero baja diferenciacion entre
poblaciones, condicion que fue confirmada por el bajo valor de Fsr y por las bajas

distancias genéticas halladas entre poblaciones.
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10.

1.

12.

13.

Los andlisis de componentes principales y el andlisis de clusteres permitieron
detectar sefiales de mixtura entre todas las razas. La raza Asturiana de los Valles

fue la que mas altos niveles de mezcla presentd con las demas razas.

El arbol filogenético mostrd una distribucion de las razas cercana a la clasificacion
del ganado espafiol en tres troncos morfologicos: Turdetano, Cantabrico e Ibérico.
La excepcion fue la raza Retinta, la cual se ubico mas cerca del tronco Ibérico que

del Turdetano.

El desequilibrio de ligamiento y la persistencia de fases disminuyeron
progresivamente a medida que se incrementaron las distancias genéticas entre

marcadores.

Las estimaciones del desequilibrio de ligamiento en marcadores adyacentes
determinaron que un panel de alrededor de 38.000 SNP seria suficiente para

realizar programas de seleccion gendmica dentro de cada raza.

La persistencia de fases permitié deducir que un panel de entre 50.000 y 83.000
SNP es un buen punto de partida para determinar la viabilidad de establecer una

poblacion de referencia combinado las distintas razas.

El tiempo de divergencia estimado a partir de la persistencia de fases varid entre
129 y 206 generaciones atras, lo que nos llevaria a que la divergencia se produjo en

la primera mitad de la Edad Media.

Los tamafios efectivos ancestrales de las razas autoctonas estimados a partir del
desequilibrio de ligamiento comenzaron a disminuir de forma sustancial hace 200
generaciones, prolongandose de forma continuada hasta la actualidad. Estas
estimaciones nos permiten estimar el numero independiente de segmentos
cromosomicos que se situd por encima de 500 y a partir de ello predecir el tamafio

de la poblacion de referencia bajo diferentes escenarios de heredabilidad.
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