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RESUMEN

El cambio climético se define como las variaciones espaciales, tanto a nivel local y global
y de caracter temporal de las variables climéaticas ambientales en la Tierra. En relaciéon con
esta problematica y las especies que sufren estos efectos, existe un fenémeno denominado
plasticidad fenotipica, que se define como la propiedad de un genotipo para originar
diferentes fenotipos, segun las condiciones del medio circundante, ya sean bioticos o
abioticos. Aprovechando el analisis de Polimorfismo de Nucleétido Simple (SNP) en
bovinos, actualmente es posible escanear el genoma en busca de regiones involucradas
en la adaptacion al entorno local. Estas especies domésticas se presentan como modelos
biolégicos para describir la respuesta a corto plazo de presiones de tipo abiético, como el
clima, durante su migracién desde los centros de domesticacion y su dispersion hacia
nuevos ecosistemas y su diversificacién en poblaciones o razas debido a la seleccion
natural, artificial y la deriva genética. El objetivo de este trabajo fue identificar polimorfismos
de nucledtido simple de genes asociados a variables ambientales en bovinos criollos
Guaymi y Guabala. Mediante un arreglo de 10K marcadores de SNP, se calcularon
pardmetros de diversidad como el porcentaje de loci polimérficos, heterocigosis observada
y esperada, numero efectivo de alelos (Ne), las desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg por poblacion, frecuencias alélicas, indices de fijacién de Wright e indice de
diversidad de Shannon. El numero de loci polimoérficos asociados a variables ambientales
sugiere gue estas razas todavia retienen capacidad adaptativa mediante mecanismos de
plasticidad fenotipica al medio local donde se desenvuelven.
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SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH ENVIRONMENTAL
VARIABLES IN THE GENOME OF PANAMANIAN CREOLE BOVINE

ABSTRACT

Climate change is defined as the spatial, both local and global, and temporal variations of
environmental climatic variables on Earth. In relation to this problem and the species that
suffer these effects, there is a phenomenon called phenotypic plasticity, which is defined as
the property of a genotype to originate different phenotypes, depending on the conditions
of the surrounding environment, whether biotic or abiotic. Taking advantage of Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) analysis in cattle, it is now possible to scan the genome
for regions involved in adaptation to the local environment. These domestic species are
presented as biological models to describe the short-term response to abiotic-type
pressures, such as climate, during their migration from the centers of domestication and
their dispersal to new ecosystems and their diversification in populations or races due to
natural selection, artificial and genetic drift. The objective of this work was to identify single
nucleotide polymorphisms of genes associated with environmental variables in Guaymi and
Guabala Creole cattle in Panama. An array of 10,000 SNP markers was used to calculate
diversity parameters such as the percentage of polymorphic loci, observed and expected
heterozygosity, effective number of alleles (Ne), deviations from the Hardy-Weinberg
equilibrium by population, allelic frequencies, indices of Wright fixation, Shannon diversity
index. The number of polymorphic loci associated with environmental variables suggest that
these breeds still retain adaptive capacity through mechanisms of phenotypic plasticity, to
the local environment where they live.

Key words: Bioinformatics, biotechnology, genomics, livestock, sequencing.

INTRODUCCION
El cambio climatico se define como las variaciones espaciales, tanto a nivel local y
global y de caracter temporal de las variables climaticas ambientales en la Tierra (Rovelli
et al., 2020). Sobre este tema, el Panel Intergubernamental sobre Cambio Climatico o
IPCC, ha informado que los gases de efecto invernadero del tipo antropogénico (diéxido
de carbono, metano, éxido nitroso y halocarbonos), han sido responsables de la mayor
parte del aumento de temperatura y ha estimado que su media global ha sufrido un

incremento del 0,7° C en los ultimos 100 afios (Cassandro, 2020).

En relacién con esta problematica y las especies que sufren estos efectos, existe

un fendbmeno denominado, plasticidad fenotipica (PF) que se define como la propiedad de
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un genotipo para originar diferentes fenotipos, segun las condiciones del medio
circundante, ya sean bidticos o abidticos (Alford et al., 2006; La Fuente y Beldade, 2019).
La PF es un factor que tiene la capacidad de influir y modificar los organismos animales y
vegetales aumentando su adaptacion al cambio climatico (Lacetera et al., 2009). Sobre el
particular, el polifenismo, un subtipo de plasticidad fenotipica (Yang y Popsiplik, 2019) se
define como un fenotipo discreto inducido por diferencias en el entorno (Price et al., 2003;
Kelly etal., 2012). La PF es uno de los mecanismos de respuesta a la variabilidad ambiental
mas importante, ya que les permite a los organismos enfrentar el cambio climatico

incluyendo el cambio climatico global (Bonamour et al., 2019).

Algunos autores plantean la posibilidad de que la plasticidad fenotipica tenga un
papel importante en la colonizacion de nuevos ambientes y areas geogréficas (Davidson
et al., 2011; Lande, 2015). Sin embargo, esto dependera de que exista una PF adaptativa
para que haya una gran probabilidad que una poblacién en particular persista en este
nuevo ambiente (Chevin et al., 2010). Aprovechando el analisis de SNP en bovinos,
actualmente es posible escanear el genoma en busca de regiones involucradas en la
adaptacion al entorno local. Con ese fin, los andlisis de Genome-Environment Association
(GEA) han facilitado la identificacidon de variantes genéticas asociadas con covariables
ambientales especificas de la poblacién (De Villemereuil y Gaggiotti, 2015; Gautier, 2015;
Flori et al., 2019). Especies domésticas como la Bos taurus se presentan como modelos
bioldgicos para describir la base genética de la respuesta a corto plazo a presiones de tipo
abidtico, como el clima, durante su migracion desde los centros de domesticacién y su
dispersion hacia un amplio rango de nuevos ecosistemas y su diversificacion en
poblaciones o razas debido a la seleccion natural, artificial y la deriva genética (Flori et al.,
2019).

Dentro de las especies animales se han logrado identificar genes que estan
vinculados a PF y resiliencia a efectos abidticos como estrés calorico, por ejemplo, el gen
receptor de la prolactina, PRLR (Porto-Neto et al., 2018), que representa una oportunidad
para su caracterizacion y de como podrian ser utilizados para enfrentar los efectos del
cambio climatico en el ganado bovino (Archana et al., 2017; Li et al., 2019; Cassandro,
2020). El objetivo de este trabajo fue identificar polimorfismos de nucleétido simple de

genes asociados a variables ambientales en bovinos criollos Guaymi y Guabala.
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MATERIALES Y METODOS
Se analizaron polimorfismos de 36 marcadores SNP de 19 genes en 12
cromosomas, obtenidos de 34 muestras de ganado Criollo Guabaléa (15) y Guaymi (19)
seleccionados de un arreglo de 10,000 marcadores SNP en secuenciador de ADN de la
empresa Affymetrix, como parte del proyecto sobre Manejo Innovador de Recursos
Genéticos Animales (IMAGE) auspiciado por la FAO. Se tomaron muestras de 5 mL de
sangre venosa de la zona yugular de cada animal en tubos con EDTA y se colocaron en

un contenedor con hielo, hasta su llegada al laboratorio, para su procesamiento inmediato.

La extraccion de ADN se realiz6 mediante el kit comercial, DNeasy Blood and
Tissue de Qiagen (Alemania) obteniendo una concentracion media de 45 ng/mL y un
volumen de 50 pL por muestra, con una cantidad total de 2,5 ug de ADN y se enviaron a
la empresa Affymetrix en Holanda para sus analisis, cumpliendo previamente con el
protocolo de Nagoya sobre Acceso y Participacion en los Beneficios de los recursos
genéticos (Secretariat of the Convention on Biodiversity, 2011), mediante un acuerdo de
transferencia de materiales (MTA) entre el Instituto de Innovacion Agropecuaria de Panama
y la Universidad de Wagenigen. De los 10,000 SNP seleccionados, 8,416 cumplieron con
los criterios de control de calidad de la empresa. Todos los SNP se alinearon con el genoma
de referencia UMD 3.1.1 (Elsik et al., 2016).

Los resultados fueron obtenidos en formato Variant Call Format VCF, estos se
validaron y se transformaron a formato Genetic Data Analisis (GDA) mediante el programa
PGDSpider 2.1.1.5 (Lischer y Excoffier, 2012) convirtiéndolos a formato de texto y Microsoft
Excel®.

Para verificar la posicion de los SNP en su respectivo cromosoma, se utilizé
inicialmente, el programa Integrative Genome Viewer IGV v2.9.4.03, una herramienta
interactiva de alto rendimiento y facil de usar para la exploracion visual de datos genémicos
con sede en la Universidad de California en San Diego vy el Instituto Broad de Harvard
(Robinson et al., 2011) y se compar6 en paralelo con el Genome Data Viewer del Centro
Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) con sede en los Estados Unidos, mediante
el mismo genoma de referencia UMD 3.1.1.(Rangwala et al., 2021). Aquellos SNP que

contaban con numero de referencia (RefSNP), se utilizaron para ubicarlos en la posicién
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del genoma de referencia ARS.UCD.1.2 mediante el projecto Ensembl (Hubbard et al.,
2002) con sede en Cambridge, Reino Unido, creado para desarrollar un sistema de
software que produzca y mantenga anotaciones autométicas en genomas eucariotas
(Howe et al., 2021) y el Archivo Europeo de variaciones, EVA del Instituto Europeo de
Bioinformatica en Hixton, Reino Unido (Cezard et al., 2021).

Para evaluar la variabilidad genética dentro de cada poblacion, se calcularon los
siguientes parametros: porcentaje de loci polimérficos, heterocigosis observada y esperada
(Ho, He), numero efectivo de alelos (Ne), las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW) por poblacion, frecuencias alélicas, indices de fijacion Fis, Fst y Fit , que describen
la variacion genética a nivel intrapoblacional (Fis), entre poblaciones (Fst) y total (Fit) e
indice de diversidad de Shannon (Weiry Cockerham, 1984). Para el andlisis de variabilidad
genética descrito anteriormente se utilizaron los programas GENETIX v. 4.02 (Belkhir et
al., 2004), GenAIlEx 6.501 (Peakall y Smouse 2012) y ARLEQUIN ver 3.5. (Excoffier et al.,
2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las frecuencias alélicas de variantes polimdrficas analizadas mostraron que, de los
36 alelos estudiados, todos fueron utilizables (Cuadro 1). En la raza Guabala se obtuvo
66,7% de loci polimérficos (24) y en la raza Guaymi 83,3% de loci polimérficos (30). A
excepcion de las dos variantes del gen FB1 (10: 62054844 y 10: 62141462) y PRLR (20:
39136666), en todas las variantes se identificaron las respectivas secuencias de referencia
(RefSNP). El porcentaje de loci polimorficos en la raza Guaymi fue similar a las reportadas
por Edea et al. (2013) en ganado bovino de Etiopia (83,4%) y menor al del ganado Hanwoo
de Korea (94%). La raza Guabala present6 menores valores de polimorfismos respecto a
la Guaymi y las razas previamente mencionadas. El polimorfismo o variacion genética es
un principio universal que le proporciona a los seres vivos mecanismos de adaptacion
frente a efectos biéticos o abibticos, por lo tanto, mientras mas loci polimérficos exista en
una poblacién, mayor probabilidad de adaptacion tendra, incluyendo el mejoramiento de

dicha especie (Rimieri, 2017).

En la raza Guabala, se observd que 33,3% de los alelos evaluados resultaron
monomorficos, en las variantes del gen MED12L rs42432959 (G), HSF2BP rs41643488
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(G), LEF1 rs43708820 (C), FBN1 10: 62054844 (G), FBN1 10:62141462 (G), CTNNA2
rs29013419 (G), CTNNA2rs110528191 (T), CTNNAZ2 rs41668252 (C), KCNH1 rs41829951
(G), PRLR 20:39,136,666 (C) y NRG1 rs42127055 (A) y 11.1% en la raza Guaymi LEF1
rs43708820 (C), FBN144 10: 62054844 (G), FBN1 10:62141462 (G), SMYD3 rs41799745
(G), SMYD3 rs41799658 (C), PRLR 20:39,136,666 (C). En cuanto a la prueba de chi
cuadrado (x?) para el equilibrio HW, todas las variantes resultaron no significativas
(P>0,05), a excepcion de la variante rs41565994 del gen CTNNA2 (P<0,001) en la raza
Guabald. Llama la atencibn el marcador del gen PRLR (C) o Slick 2
(https://www.omia.org/OMIA001372/9913/) en la posicion 20:39,136,666, el cual fue

reportado como SNP polimorfico en las razas Carora, Limonero y Romosinuano, el cual le

atribuyen por evolucién convergente, el genotipo slick al nucleétido T (Porto-Neto et al.,
2018; Johnsson y Jungnickel, 2021). Sin embargo, no se descarta la presencia que existan
otras variantes del gen Slick que puedan explicar la adaptacion de estas dos razas al clima
tropical, no observadas en este trabajo (Littlejohn et al., 2014; Porto-Neto et al., 2018;
Florez-Murillo et al., 2021).

Los valores de diversidad genética tomando en cuenta los sitios polimdrficos en el
genoma de las razas Guaymi y Guabala mostrd que el valor mas alto de Ne se encontré
en el locus rs41624677 de SPAG17, Ne = 1,989. El locus que mostré el indice de Shannon
con el valor méas alto se localizd en el gen SMYD3, rs42383968, | = 0,690. Los mayores
valores de Ho se observaron en el marcador rs41799830 del gen SMYD3 (Ho = 0,616). En
cuanto a He, el marcador rs41624677 del gen SPAG17 mostro los mayores valores (He =
0,497) y los menores valores en Ne, I, Ho y He se obtuvieron en el locus rs110528191 de
CTNNAZ2, con 1,027; 0,061; 0,026 y 0,026, respectivamente. El indice F de la mayoria de
las variantes polimdrficas resultdé negativo, evidenciando un exceso de heterocigotos
(Cuadro 2).
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Cuadro 1. Frecuencias alélicas de variantes polimdérficas de genes asociados a
variables ambientales de las razas Guaymiy Guabala en Panama.

Locus Alelo GUA GUY Locus Alelo GUA GUY
rs41580133 C 0,167 0,605 rs109875744 C 0,933 0,500
T 0,833 0,395 T 0,067 0,500

rs42432959 A 0,000 0,237 rs109169231 A 0,067 0,158
G 1,000 0,763 G 0,933 0,842

rs41643488 A 0,000 0,132 rs29010281 C 0,400 0,974
G 1,000 0,868 T 0,600 0,026

rs42482471 A 1,000 0,921 rs110857876 A 0,800 0,500
G 0,000 0,079 G 0,200 0,500

rs41624677 A 0,500 0,447 rs110400380 A 0,200 0,263
G 0,500 0,553 G 0,800 0,737

rs41621541 G 0,900 0,632 rs110942324 A 0,500 0,025
T 0,100 0,368 C 0,500 0,975

rs41565994 G 0,933 0,289 rs41799745 A 0,467 0,000
T 0,067 0,711 G 0,533 1,000

rs211690801 A 0,600 0,579 rs41799830 A 0,633 0,632
G 0,400 0,421 G 0,367 0,368

rs29013419 G 1,000 0,737 rs41799658 C 0,533 1,000
T 0,000 0,263 T 0,467 0,000

rs110528191 C 0,000 0,026 rs41797772 A 0,633 0,053
T 1,000 0,974 G 0,367 0,947

rs41668252 C 1,000 0,763 rs42383968 A 0,533 0,421
T 0,000 0,237 G 0,467 0,579

rs41663399 A 0,033 0,053 rs29013977 A 0,400 0,289
G 0,967 0,947 G 0,600 0,711

rs41663416 C 0,800 0,842 rs41829951 G 1,000 0,947
T 0,200 0,158 T 0,000 0,053

rs41584429 G 0,800 0,474 rs29019767 A 0,467 0,368
T 0,200 0,526 G 0,533 0,632

rs109165924 A 0,100 0,789 rs42001169 A 0,567 0,579
G 0,900 0,211 G 0,433 0,421

rs29017684 C 0,867 0,816 rs42127055 A 1,000 0,553
T 0,133 0,184 G 0,000 0,447

GUA: Guabala; GUY: Guaymi

El Ne obtenido para la raza Guabala fue de 1,415 mientras que para la Guaymi fue
de 1,493, ambos valores son menores a los reportados por Edea et al. (2013) para las
razas indigenas Ambo (1,545), Arsi (1,532), Borana (1,512), Danakil (1,509) y Horro (1,544)
de Etiopia y Hanwoo (1,700) de Korea. El indice de diversidad de Shannon en las razas

Guabala (0,342) y Guaymi (0,420) comparadas con las razas antes mencionadas fue alto
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en y menores a los reportados por Dominguez-Viveros et al. (2021) en las razas Hereford
(0,607), Brangus (0,623) y Limousin (0,643).

Considerando los loci polimérficos en la raza Guabalé los resultados de Ho, He
fueron 0,241y 0,234, respectivamente. En la raza Guaymi, Ho, He fueron de 0,314 y 0,282,
respectivamente, similares a los reportados por Edea et al. (2013) pero menores a los
reportados por Dominguez-Viveros et al. (2021) en México. Sin embargo, los valores de
Ho y He de las razas Guaymi y Guabala, son mayores a los reportados por Bhuiyan et al.
(2021) en las razas indigenas de Bangladesh, como la Red Chittagong (0,250; 0,209),
Pabna (0,211; 0,176), Deshi (0,211; 0,185), North Bengal Grey (0,209; 0,175) y Sahiwal
(0,226; 0,188). El valor de Fis resulté negativo, -0,016 en Guabala y -0,097 en Guaymi.
Valores negativos de Fis fueron reportados por Pariset et al. (2010) en poblaciones bovinas
podélicas como el Gris Hungaro (-0,0480), Maremana (-0,0718) y Piemontesa (-0,0202) e
videnciando un exceso de heterocigotos en los marcadores, sin que se demuestren

desviaciones significativas de equilibrio Hardy Weinberg (P>0,05).

En cuanto a los estadisticos F calculados para ambas poblaciones, los valores Fis,
Fit y Fst fueron -0,057, 0,069 y 0,132, respectivamente. El indice Fit es mayor al reportado
por Edea et al. (2012) en razas locales de Etiopia (0,016). El indice de fijacion Fst es alto
comparado a los reportados en estudios realizados en microsatélites para ambas razas por
Villalobos-Cortés et al. (2010), quienes reportaron un Fst de 0,068, pero deben ser
consideradas las diferencias entre los marcadores y el nimero de cromosomas utilizados
en este estudio. Estas diferencias sugieren que para ambas poblaciones pudieron ocurrir

distintos mecanismos de seleccion.

En el caso de la raza Guabala los mecanismos de aislamiento reproductivo se
realizaron sobre la base de hatos cerrados, mientras que en la raza Guaymi fueron por
efecto de un aislamiento geografico en las areas montafiosas. También, las largas
distancias entre los asentamientos ganaderos indigenas de la comarca Ngabe-Buglé y
fincas donde se crian con razas “mejoradas” como en Chiriqui y Veraguas, disminuyeron

la probabilidad de cruzamientos.
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Cuadro 2. Media de Ne, I, H, He e indice F de polimorfismo de genes asociados de
variables ambientales de razas Guaymi y Guabald en Panama.

Gen Variante Ne | Ho He F
MED12L rs41580133 1,650 0,561 0,456 0378 -0,210
rs42432959 1,283 0,274 0,132 0,181 0,272
HSF2BP rs41643488 1,148 0,195 0,132 0,114 -0,152
ADGRL2 rs42482471 1,085 0,138 0,079 0,073 -0,086
SPAG17 rs41624677 1,989 0,690 0,604 0,497 -0,212
LEF1 rs41621541 1,545 0,492 0,416 0,323 -0,234
CTNNA2 rs41565994 1,420 0,423 0,184 0,268 0,552
rs211690801 1,937 0,677 0,530 0,484 -0,095
rs29013419 1,317 0,288 0,211 0,194 -0,086
rs110528191 1,027 0,061 0,026 0,026 -0,027
rs41668252 1,283 0,274 0,237 0,181 -0,310
rs41663399 1,090 0,176 0,086 0,082 -0,045
rs41663416 1,416 0,468 0,305 0,293 -0,021
rs41584429 1,733 0,596 0,411 0,409 -0,047
HSPH1 rs109165924 1,359 0,420 0,258 0,256 -0,031
FAM107B rs29017684 1,365 0,435 0,318 0,266 -0,190
TSNARE1 rs109875744 1,571 0,469 0,409 0,312 -0,220
PREX2 rs109169231 1,252 0,341 0,225 0,195 -0,129
RALYL rs29010281 1,489 0,397 0,226 0,266 0,070
rs110857876 1,735 0,597 0,489 0,410 -0,204
rs110400380 1,552 0,538 0,344 0,354 0,040
rs110942324 1,523 0,406 0,160 0,275 0,219
SMYD3 rs41799745 1,496 0,345 0,200 0,249 0,196
rs41799830 1,869 0,658 0,616 0,465 -0,325
rs41799658 1,496 0,345 0,200 0,249 0,196
rs41797772 1,489 0,432 0,219 0,282 0,113
rs42383968 1,971 0,686 0,530 0,493 -0,075
LAMC1 rs29013977 1,811 0,637 0,504 0,446 -0,131
KCNH1 rs41829951 1,055 0,103 0,053 0,050 -0,056
Suzi12 rs29019767 1,931 0,675 0,582 0,482 -0,214
ZKSCAN7 rs42001169 1,958 0,682 0,511 0,489 -0,043
NRG1 rs42127055 1,489 0,344 0,342 0,247 -0,384

Ne: Numero Efectivos de Alelos; I: Indice de Shannon; Ho: Heterocigosis observada; He: Heterocigosis
observada; F: Indice de fijacion.

Otro efecto importante fue las limitaciones en el Ne por el bajo nimero de
sementales, como se puede demostrar, observando el bajo niumero de haplotipos del
cromosoma Y (Ginja et al., 2019), llevando a la formacién de estas razas. Sin embargo, al
observar el porcentaje de sitios polimorficos de este grupo de genes se podria asumir que
todavia existe diversidad genética intrapoblacional en las razas Guaymiy Guabala, que les

permiten activar sus mecanismos de plasticidad ante posibles cambios ambientales no
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favorables. Por lo tanto, se requiere profundizar en estudios de asociacién de genoma

(GWAS) para determinar con precision este tipo de relaciones.

CONCLUSION
e Se logr6 estudiar, por primera vez en Panamd, la variabilidad genética de 36
polimorfismos de nucleétido simple de 19 genes asociados a variables ambientales de
las razas Guaymi y Guabala. El polimorfismo observado en estas razas es similar a lo
reportado en razas locales de otras regiones. El alto nimero de loci polimorficos
asociados a variables ambientales sugieren que estas razas todavia retienen capacidad
adaptativa mediante mecanismos de plasticidad fenotipica, al medio local donde se

desenvuelven.
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