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Resumen

El camardn blanco Penaeus vannamei es la especie acuicola mds importante en México por su
valor comercial. La tasa crecimiento en los ultimos 10 afos fue del 4.56% sin embargo, su
produccién ha sufrido afectaciones importantes, principalmente por la presencia de
enfermedades. La implementacidn de programas de mejoramiento genético puede incrementar
la produccién a través del desarrollo de lineas seleccionadas genéticamente. Estos programas
requieren llevar el seguimiento del pedigri de los individuos para definir esquemas de
entrecruzamiento selectivos y evitar la pérdida de variabilidad, ya que deficiencias en el manejo
pueden llevar a la depresidén por endogamia, afectando el desempeiio del cultivo. Por otro lado,
la caracterizacién genética de lineas de cultivo permite conocer su estado genético, asi como la
posible trazabilidad y autentificacién de origen de los productos acuicolas, esto es importante por
cuestiones de seguridad alimentaria, asi como para evitar practicas fraudulentas. El objetivo de
este trabajo fue la caracterizacién gendmica de poblaciones de cultivo y silvestres en México, asi
como la evaluacién de estrategias de trazabilidad y andlisis de parentesco en P. vannamei
mediante el desarrollo e implementacién de paneles de SNPs (polimorfismos de una base) de baja
densidad. Se desarrollaron paneles de SNPs con las técnicas 2bRAD y GT-Seq. La caracterizaciéon
genodmica de lotes de cultivo con este Ultimo permitid distinguir hasta seis grupos genéticos con
diferentes origenes de importacion en México, y una clara diferenciacion genética entre un lote
de cultivo con origen en México y los lotes con origen de importacién; ademas, se observo
similitud entre perfiles genéticos de algunos lotes de cultivo y la muestra silvestre, lo que indicaria
la posible introgresién de organismos de cultivo a las poblaciones naturales. En la validacién del
panel de SNPs para trazabilidad, se logré la asignacién del 46% de muestras “ciegas” a cinco
grupos genéticos de origen conocido; la falta de asignacidn del resto de los individuos se debio a
la ausencia de muestras de referencia para algunos origenes (como el lote de importacion de
Hawadi), asi como a cambios en las frecuencias alélicas por los diferentes tipos de manejo dentro
y entre los laboratorios de produccion. Sin embargo, este panel puede ser utilizado para verificar
el origen declarado de un lote de cultivo con la presunta poblacién de origen. El panel de SNPs
también fue validado para analisis de parentesco con hasta el 100% de asignacion de la progenie
a ambos padres, asi como con la asignacién correcta de las familias esperadas; esto, aunado a la
estandarizacion de genotipificacién enfocada a reducir el tiempo y costo de anlisis, lo convierte
en una buena opcidn para los productores de camardn que requieren de este tipo de analisis.
Este panel puede cumplir tres objetivos en una sola reaccién multiplex con la misma plataforma
de obtencion de genotipos (GT-seq): 1) para estudiar la estructura genética y la asignacién de
muestras a una poblacién de referencia, 2) para analisis de parentesco, y 3) identificacidén de sexo.
Por otra parte, el panel de SNPs desarrollado con 2bRAD es una herramienta para futuros andlisis
gue requieran paneles de alta densidad, como estudios de asociacién a lo largo del genoma
(GWAS) y Seleccion Gendmica en P. vannamei, los cuales permitirian conocer la arquitectura
genética de caracteres de interés, asi como optimizar estrategias seleccion.
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Summary

The whiteleg shrimp Penaeus vannamei is the main aquaculture species in Mexico due to its
commercial value. The growth rate in the last ten years was 4.56%. However, its production has
been affected mainly by diseases. The implementation of breeding programs is an effective
approach to enhance aquaculture production by developing improved genetic stocks. These
programs require monitoring of the pedigree to define selective breeding schemes and avoid the
loss of variability through generations, because management deficiencies lead to inbreeding
depression, affecting the organisms’ performance. On the other hand, the genetic
characterization of aquaculture stocks allows knowing their genetic status, as well as the possible
traceability and authentication of the origin of aquaculture products, this is important for food
safety, as well as to avoid fraudulent practices. The objective of this work was the genomic
characterization of aquaculture and wild stocks in Mexico, as well as evaluate traceability
strategies and parentage analysis in P. vannamei through low-density SNP (single base
polymorphisms) panels. SNP panels were developed by 2bRAD and GT-Seq techniques. The
genomic characterization of cultured hatcheries with the last one allowed the distinction of up to
six genetic groups with different import origins in Mexico, and a clear genetic differentiation
between a hatchery from Mexico and commercially important lines. Furthermore, similarity was
observed between the genetic profiles of some cultured stocks and wild populations, which could
indicate the possible introgression of aquaculture organisms into the environment. In the
validation of the low-density SNP panel for traceability, the assignment of 46% of the “blind”
samples to the five genetic groups of known origin previously reported for Mexico was achieved.
The lack of assignment of the rest of the individuals was due to the lack of reference samples for
some origins (as in the case of the Hawaii-imported batch), and changes in allele frequencies due
to different types of management within and between hatcheries. Nevertheless, this panel can
be used to verify the declared origin of a batch with the presumed population of origin. The SNP
panel was also validated for parentage analysis with up to 100% assignment of progeny to both
parents, as well as with correct assignment of expected families; this, combined with the
standardization of genotyping focused on reducing time and cost of analysis, makes it a good
option for shrimp producers who require these analyzes. Therefore, this panel can fulfill three
objectives in a single multiplex reaction with the same genotyping platform (GT-seq): 1) for
genetic structure and assignment of samples to a reference population, 2) for parentage analysis,
and 3) sex identification. On the other hand, the SNP panel developed with 2bRAD is a tool for
future analyses that require a high-density SNP panel, such as genome-wide association studies
(GWAS) and Genomic Selection in P. vannamei, which would allow to know the genetic
architecture of economic traits of interest, as well as optimizing selection strategies.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad econdmicamente importante para satisfacer la demanda de
proteina animal a nivel mundial. De la produccion de especies animales acuaticas del 2021, la
acuicultura representé el 50% con 90.9 millones de toneladas con un valor comercial de 281 mil
millones USD (FAO, 2024). De esta produccién, el camardon blanco Penaeus (Litopenaeus)
vannamei es una de las especies mas importantes; representa el 53% de la produccion de
crustaceos y el 6.9% de la produccidn acuicola total con 6.3 millones de toneladas y un valor

comercial aproximado de 36.5 mil millones USD (FAO, 2024).

En México, P. vannamei ocupa el primer lugar por su valor comercial con una produccion de
182,000 toneladas en 2021, y un valor aproximado de $17,314 millones de pesos (CONAPESCA,
2021). La tasa crecimiento en los ultimos 10 afios fue del 4.56% (CONAPESCA, 2021) sin embargo,
la produccion ha sufrido importantes afectaciones, como en 2013 (Fig.1) debido a la presencia de
enfermedades, como el Sindrome de la Mancha Blanca (WSD) causada por el Virus del Sindrome
de la Mancha blanca (WSSV) y la Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND),
cuyo agente causante se ha reportado en México como Vibrio parahaemolyticus (Soto-Rodriguez
etal., 2015), especificamente aquellas cepas que contienen un plasmido, con genes que codifican

toxinas tipo pirAy pirB (Han et al., 2015; Lee et al., 2015).
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Figura 1. Volumen de produccidon acuicola de P. vannamei en México 2007-2021. Datos
reportados por CONAPESCA (CONAPESCA, 2017; CONAPESCA, 2021).
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Los programas de mejoramiento genético pueden contribuir al incremento de la produccién a
través del desarrollo de lineas genéticamente mejoradas (Gjedrem et al., 2012), en las cuales las
caracteristicas seleccionadas son acumulativas y permanentes (Gjedrem y Baransky, 2009). Para
ello, la diversidad genética es necesaria para optimizar los caracteres econdmicamente
importantes, como crecimiento, supervivencia, resistencia a enfermedades, entre otras (Davis y
Hetzel, 2000; Gjedrem y Baranski, 2009). El seguimiento del pedigri de los individuos es esencial
para definir esquemas selectivos de entrecruzamiento y evitar la pérdida de variabilidad a través
de las generaciones de cultivo, deficiencias en el manejo pueden llevar a un incremento en la
endogamia y a la depresidon por endogamia (Gjerde et al., 1996; Gjerde y Rye, 1998; Doyle et al.,
2001).

Por otro lado, la caracterizacién e identificacidn genética de lineas de cultivo permiten conocer
su estado genético, asi como la trazabilidad y autentificacion de origen de los productos acuicolas,
lo cual ha cobrado importancia por cuestiones de seguridad alimentaria, asi como para evitar
practicas fraudulentas (Ababouch et al., 2005; Freitas et al., 2020). Ademads, es importante para
detectar escapes de organismos de cultivo al medio silvestre, lo cual puede afectar la composicidn
genética de las poblaciones silvestres (Utter, 2003; Danancher y Garcia-Vazquez, 2011; Glover et

al., 2013).

Los avances en la gendmica han permitido, a través de las técnicas de secuenciacién masiva, el
desarrollo de paneles de marcadores moleculares distribuidos a lo largo del genoma, en especial
marcadores tipo Polimorfismo de una sola Base (SNPs por sus siglas en inglés), los cuales tienen
el potencial de ser utilizados para incrementar la precisidn en la seleccién genética de rasgos de
interés comercial, incluso en caracteres dificiles de seleccionar directamente, como la resistencia
a enfermedades (Castillo-Judrez et al., 2015; Zenger et al., 2019). La obtencidon de dichos paneles
de SNPs en especies de cultivo se han empezado a implementar en estudios de genética de
poblaciones e identificacidon de stocks, analisis de parentesco, asi como Seleccién Gendmica (GS)
y Estudios de Asociacion a lo largo del Genoma (GWAS por sus siglas en inglés). Estos ultimos
permiten la implementacidon de estrategias adecuadas de seleccion basadas en informacién

gendmica (Palaiokostas y Houston, 2017; Zenger et al., 2019).
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Los marcadores moleculares tipo SNP tiene diversas ventajas, en comparacion con otro tipo de
marcadores, entre otras, presentan menor error de genotipificacion, menor costo en el andlisis
de un gran numero de muestras debido a que pueden ser analizadas simultdneamente (Vignal et

al., 2002; Hayes et al., 2005).

En este trabajo, se realizd la caracterizacidon gendmica de poblaciones de cultivo y silvestres de P.
vannamei en México con paneles de SNPs de baja densidad, asi como su validacién para analisis

de parentesco e identificacidon de origen poblacional.



2. ANTECEDENTES

2.1 Marcadores moleculares y técnicas de obtencidn de genotipos

Los marcadores moleculares son fundamentales en estudios genéticos de diversidad, endogamia,
genética de poblaciones, analisis de parentesco, identificaciéon de especies e hibridos, asi como
mapas de ligamiento, estudios de asociaciéon a lo largo del genoma (GWAS), seleccién gendmica
(GS), entre otros. Con el tiempo, se han desarrollado y utilizado diferentes tipos de marcadores
moleculares; sus principios y aplicaciones en especies acuicolas se ha discutido ampliamente (e.g.

Liu y Cordes, 2004; Liu, 2007; Chauhan y Rajiv, 2010).

En P. vannamei, los marcadores tipo microsatélites han sido tradicionalmente los mas populares
debido a su alto polimorfismo, y se han desarrollado y aplicado en los ultimos 25 afios (e.g. Wolfus
etal., 1997; Cruz et al., 2002; Meehan et al., 2003; Zhi-Ying et al., 2006; Garcia y Alcivar-Warren,
2007; Santos et al., 2012; Perez-Enriquez et al., 2018a), centrandose en la caracterizacion de
poblaciones silvestres y de cultivo, diversidad genética, parentesco, estimacion de parametros
genéticos, entre otros. Sin embargo, debido a la presencia de alelos nulos derivado de altas tasas
de mutacién (Ellegren, 2000), dificultad para estandarizar la obtenciéon de genotipos entre
distintos laboratorios, entre otras desventajas, estos han sido sustituidos en los Ultimos afnos por

polimorfismos de base sencilla (SNPs).

Los SNPs son marcadores genéticos que consisten en la variacidon de un nucleétido (A, C, Go T)
en una posicién especifica del genoma; ofrecen varias ventajas sobre los microsatélites y otros
marcadores genéticos, como la abundancia y distribucién a lo largo del genoma (Collins et al.,
1998; Rafalski, 2002), bajos errores en obtencién de genotipos, con menor costo y tiempo de
analisis de muestras (Vignal et al., 2002; Hayes et al., 2005), entre otras. A pesar de ser menos
polimérficos (los SNPs son en su mayoria bialélicos), la identificacion y genotipificacién de un gran
numero de SNPs a lo largo del genoma, en gran cantidad de individuos, se ha vuelto mas accesible.
Avances en métodos de secuenciacidon masiva han llevado a la popularizacién de los SNPs, p.ej. la
secuenciacion de ADN asociada a sitios de restriccion (RAD-seq) (Baird et al., 2008) se ha aplicado
ampliamente en la acuicultura (Robledo et al., 2018). En los ultimos diez afios han surgido

diferentes variaciones de RAD-seq, como 2b-RAD (Wang et al., 2012), SLAF-seq (Sun et al., 2013),
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dd-RAD (Peterson et al., 2012) y ezRAD (Toonen et al., 2013), todos ellos basados en el uso de
enzimas de restriccién, lo que reduce la representacion del genoma vy, por tanto, reduce el coste
de la secuenciacién. Otra ventaja de las tecnologias tipo RAD es que no requieren un ensamblaje

del genoma a nivel cromosémico como referencia.

En el camardn blanco P. vannamei, 2b-RAD (Wang et al., 2017b; Wang et al., 2019a; b; Dai et al.,
2020; Lyu et al., 2021; Chen et al., 2022), SLAF-seq (Yu et al., 2015; Yu et al., 2019; Wang et al.,
2017a; Peng et al., 2020) y NextRAD (Perez-Enriquez et al., 2018c) han sido las técnicas mas
aplicadas. Estos métodos permitieron la caracterizacidon genética, la construccion de mapas de

ligamiento, GWAS y GS.

Una vez que se ha identificado una gran cantidad de SNPs (paneles de alta densidad con miles de
marcadores), es posible desarrollar arreglos para su genotipificacion, los cuales ya estan
disponibles para varias especies de cultivo, por ejemplo: salmdén del Atlantico (Houston et al.,
2014; Yainez et al., 2016), lubina y dorada (Pefialoza et al., 2021), tilapia (Pefaloza et al., 2020),

ostra del Pacifico (Qi et al., 2017), entre otras.

Para P. vannamei, hay dos paneles de SNPs de alta densidad disponibles comercialmente /llumina
Infinium Shrimp LD-24 BeadChip con ~6,4k SNP y el AQUArray HD vannamej con 50k SNP; este
ultimo fue desarrollado por Neogen y el Centro de Tecnologias Acuicolas (Center of Aquaculture
Technologies, CAT; https://aquatechcenter.com/). Estas tecnologias se estan utilizando con éxito
para la identificacion de QTL (Jones et al., 2020) y GWAS (Medrano-Mendoza et al., 2023), pero

su aplicacién en operaciones comerciales aun esta limitada por el costo por individuo.

Para aplicaciones que solo requieren de decenas a cientos de marcadores genéticos, como
analisis de pedigri, han surgido otras técnicas de genotipificacién para satisfacer esta demanda:
AQUArray LD vannamei (192 SNPs; CAT, https://aquatechcenter.com/), Fluidigim
(https://www.fluidigm.com/), genotipificacién en miles mediante secuenciacion (GT-seq)
(Campbell et al., 2015), Secuenciacién de amplicones dirigidos de PCR multiplex (MTA-seq) (Onda

etal.,2018), Secuenciacion de amplicones altamente multiplexados (HIMAP) (Dupuis et al., 2018),
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6 lon Ampliseq de Thermo Fisher. Estos se basan principalmente en la secuenciacion de

amplicones de PCR multiplex de SNPs previamente identificados.

Otras alternativas se basan en amplicones de PCR marcados con fluoréforos, como KASP
(Biosearch Technologies; https://www.biosearchtech.com/), TagMan (Roche Molecular Systems,
Inc.) y Curvas de disociacion de alta resoluciéon (HRM), o aquellos basados en espectrometria de
masas como MassARRAY System (Sequenom; San Diego, California), que pueden ser mas
apropiados para genotipificar pocos marcadores. Por ejemplo, en P. vannamei HRM se ha
utilizado para la genotipificacién de un SNP de identificacién sexual (Perez-Enriquez et al., 2020),
mientras que la plataforma Sequenom MassARRAY iPLEX Gold se ha utilizado para genotipificar

49 SNPs presumiblemente asociados con la tolerancia al amoniaco (Lu et al., 2018).

Al momento de seleccionar un panel SNPs y el método de genotipificacion en P. vannamei, se
deben tener en cuenta diferentes factores, como el objetivo del estudio y los recursos financieros
disponibles. En el cultivo de camardn blanco, con un valor relativamente bajo por animal [~55
USD por un reproductor de P. vannamei certificado como libre de patégenos especificos (SPF)
(Van der Pijl, 2020)], se requiere una plataforma de genotipificacion de SNPs rentable para andlisis
genéticos de rutina en programas de reproduccién, especialmente para pequefios y medianos
productores. Hasta el momento, las plataformas con el menor costo por individuo actualmente
disponibles para la especie son AQUAarray HD y AQUAarray LD, para paneles SNP de alta y baja
densidad, respectivamente. El desarrollo de paneles de baja densidad basados en GT-seq
(Campbell et al., 2015), y 2bRAD utilizando adaptadores selectivos (Barbanti et al., 2020) pueden
ser una buena alternativa para disminuir los costos de obtencién de genotipos por individuo,

aunado a esto, evitaria los problemas de logistica del envio de muestras al extranjero.

2.2 Caracterizacidn genética de poblaciones de cultivo y silvestres

El camardn blanco P. vannamei se distribuye a lo largo de la costa oriental del Océano Pacifico,
desde México hasta Peru (FAO, 2006). A lo largo de su distribucidn se ha reportado una estructura
genética poblacional en distintas subpoblaciones utilizando ADN mitocondrial (Valles-Jimenez et

al., 2006), microsatélites (Valles-Jimenez et al., 2005) y SNPs (Perez-Enriquez et al., 2024b)
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explicada por barreras oceanograficas, sin embargo, entre el noroeste y el suroeste del Pacifico
podria deberse al aislamiento por distancia (Perez-Enriquez et al., 2024b). En escala regional, en
el Golfo de California no se ha observado diferenciacion genética entre poblaciones (Perez-

Enriquez et al., 2018b).

P. vannamei es cultivado a nivel mundial en mds de 30 paises, siendo los 10 principales
productores China, Indonesia, India, Ecuador, Vietnam, Tailandia, México, Brasil, Arabia Saudita
e lran (FAO, 2020). En México, la caracterizacién genética de lineas de cultivo ha sido previamente
analizada en la que se reportan valores medios de variabilidad genética en seis cultivos con seis
loci microsatélites, ademas de no encontrar signos de pérdida de variabilidad a lo largo del tiempo
(comparacion entre 2000-2002 y 2007); por otra parte, encontraron diferencias significativas
entre las lineas de cultivo y una poblacidn silvestre, asi como entre la mayoria de las poblaciones
de cultivo(Perez-Enriquez et al., 2009). En otro estudio, con marcadores mitocondriales,
analizaron muestras de 5 laboratorios y una muestra silvestre; detectan dos haplotipos
dominantes en todas las poblaciones, incluyendo la muestra silvestre, y sugieren la hipdtesis de

un origen comun (Mendoza-Cano et al., 2013).

En 2013, 2014 y 2015 ocurrieron eventos de importacion en México de lineas de cultivo de
distintos origenes, esto como respuesta de los productores acuicolas para mejorar la resistencia
de sus lotes de cultivo (Perez-Enriquez et al., 2018c). Perez-Enriquez et al. (2018c) con un panel
de 2,619 SNPs, detectaron de 3 a 5 grupos genéticos con distintos origenes, estos resultados
tienen el potencial para desarrollar un panel de marcadores para la identificacién de origen y

trazabilidad de los organismos.

En programas de mejoramiento genético y reproduccidn selectiva, un elemento esencial es la
caracterizacién de la diversidad y composicion genética de lotes de cultivo para conocer su estado
genético, tomar decisiones para incrementar la variabilidad y/o evitar su pérdida, asi como la

posible trazabilidad de los organismos.



2.3 Trazabilidad y asignacion poblacional

La trazabilidad cobra importancia en la acuicultura con la necesidad de monitorear los productos
acuicolas a lo largo de la cadena productiva, asi como con la autentificacion de origen (p.ej. si son
de cultivo o silvestres), o comprobar el etiquetado de especie, lo cual es clave para la seguridad
alimentaria, asi como para evitar practicas fraudulentas (Ababouch et al., 2005; Freitas et al.,
2020). Los marcadores moleculares tienen el potencial de ser implementados para este fin como
una herramienta de trazabilidad tanto en la acuicultura como en pesquerias (Hastein et al., 2001;

Ogden, 2008; Martinsohn et al., 2019).

El uso de marcadores moleculares tipo SNPs ha sido evaluado para su uso con fines de
trazabilidad, principalmente en pesquerias para identificar la poblacidon/region de origen de los
organismos, como en la pesqueria de salmén real Oncorhynchus tshawytscha en la costa de
Estados Unidos (Clemento et al., 2014), en el atun aleta azul Thunnus thynnus (Rodriguez-Ezpeleta
et al., 2019), y en cuatro especies pesqueras en Europa (bacalao, arenque, lenguado y merluza)
(Nielsen et al., 2012), este ultimo estudio utiliza SNPs asociadas a genes, con los que logran
identificar la poblacion de origen de los organismos con alta precisién (93-100%). En organismos
acuicolas, en el cultivo de salmén del Atlantico en Noruega, se evaluaron varios esquemas de
trazabilidad con distintos marcadores moleculares (microsatélites y SNPs), en donde los SNPs
resultaron una mejor estrategia en cuanto a costos se refiere (Hayes et al., 2005); en esta misma
especie, otro estudio con un panel reducido de 94SNPs, evalud la asignacion de individuos a una
de tres poblaciones de cultivo (dos de origen noruego y una de origen escocés) (Holman et al.,
2017). Hasta la fecha, en P. vannamei, no se han realizado estudios para evaluar la identificacion

de origen poblacional de organismos, tanto de cultivo como silvestre, con fines de trazabilidad.

Por otra parte, la importancia de la trazabilidad radica en la deteccion de escapes de individuos
de cultivo al medio ambiente, lo cual puede ocasionar un impacto negativo en las poblaciones
silvestres afectando su composicién genética (Utter, 2003; Danancher y Garcia-Vazquez, 2011;
Glover et al., 2013). La presencia y/o introgresion de organismos de cultivo se ha detectado con
el uso de microsatélites en distintas especies como trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Glover,

2008, 2010), salmdn del Atlantico Salmo salar (Glover et al., 2008; Glover et al., 2009; Zhang et
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al., 2013), lubina europea Dicentrarchus labrax (Brown et al., 2015); asi como en camardn blanco
P. vannamei (Perez-Enriquez et al., 2018a), en donde la presencia de organismos de cultivo en
una muestra silvestre es aparentemente baja (7.1%) y no representa un gran impacto a la fecha
del estudio; recientemente, el uso de SNPs ha sido evaluado con este fin en rodaballo
Scophthalmus maximus (Prado et al., 2018), lenguado y bacalao (Bylemans et al., 2016); asi como
en salmon del Atlantico (Glover et al., 2013; Karlsson et al., 2016) en donde se detectaron zonas

con alto grado de introgresion.

2.4 Analisis de pedigri en la acuicultura

El seguimiento del pedigri en la acuicultura permite definir esquemas adecuados de
entrecruzamiento, minimizar la endogamia y, por lo tanto, evitar la depresiéon por endogamia
(Gjerde y Rye, 1998; Gjedrem y Baranski, 2009). Sin embargo, el marcaje fisico en etapas
tempranas en muchas especies no es posible por su tamafio, como en el caso de P. vannamei, por
lo que, seria necesario mantener una gran cantidad de familias en tanques separados para lo que
se necesitaria mayor infraestructura lo que podria no ser viable para los productores. La
alternativa que ha sido aplicada en varias especies acuicolas es el uso de marcadores moleculares
en analisis de parentesco (Vandeputte y Haffray, 2014). Desde mediados de los 90s, la asignacion
de parentesco con el uso de microsatélites se introdujo como herramienta en programas de
acuicultura (Herbinger et al., 1995; Estoup et al., 1998) y han sido comunmente usados en
distintas especies, incluidos los penaeidos (Jerry et al., 2004; Jerry et al., 2006; Dong et al., 2006).
El objetivo final de un panel de marcadores para analisis de parentesco es la asignacion del 100%
de la progenie con un alto grado de certidumbre y al menor costo posible. Los avances en las
tecnologias de secuenciacion masiva y obtencién de genotipos han permitido el uso de
marcadores alternativos, como los SNPs, los cuales han demostrado una mayor eficacia y robustez
en los analisis de parentesco, asi como menos errores de genotipificacidn, tanto en camardn
blanco (Perez-Enriquez y Max-Aguilar, 2016), como en otras especies acuicolas (Sellars et al.,
2014; Liu et al., 2017; Zhao et al., 2018). El desarrollo y validacion de paneles de SNPs en analisis
de pedigri en la acuicultura han sido foco de investigaciéon en afos recientes (Liu et al., 2016;

Holman et al., 2017; Harney et al., 2018; Premachandra et al., 2019).
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Como se menciond en la seccidn 2.1, para P.vannamei existe un panel de SNPs comercial
disponible (AQUAarray LD; CAT), sin embargo, los costos de genotipificacion de este panel ( ~$12
USD por muestra), aunado a la problematica de envio de muestras a USA (p. €j. la retencién de
las muestras en la aduana) hace que este no sea la mejor opcién para andlisis de rutina comercial
en el cultivo de camardn, especialmente en pequefios/medianos productores, por lo que, se hace
necesario el desarrollo y validacién de un panel de SNPs que sea mas asequible para la industria

camaronicola de México.
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3. JUSTIFICACION

El camardn blanco P. vannamei es una de las especies acuicolas mas importantes a nivel mundial
y la mds importante en México por su valor comercial, la produccién acuicola puede ser mas
eficiente a través de la implementacién de programas de seleccién y mejoramiento genético, y
estos requieren la implementacion de herramientas moleculares para el monitoreo del pedigri,
caracterizacion e identificacidon genética de lineas de cultivo, asi como su trazabilidad, en especial

en lineas con caracteristicas genéticas de interés comercial.

La relevancia econdmica del presente trabajo radica en esta necesidad de optimizar la produccién
de camardén con la implementaciéon de programas de seleccién genética, los cuales han
demostrado que mejoran la eficiencia de los sistemas productivos, comparado con sistemas
tradicionales. Por ejemplo, con programas de seleccién enfocados a resistencia a enfermedades
como parte de una estrategia para prevenir y evitar pérdidas masivas por la presencia de
patégenos (las pérdidas de produccion en 2013 respecto al afio anterior equivaldrian a 1,900-
2,600 millones de pesos). Ademas, los programas de manejo de reproductores y mejoramiento
genético requieren de la implementacidon de estrategias de monitoreo de la diversidad y del
pedigri, para evitar la pérdida de variabilidad y la endogamia a través de las generaciones de
cultivo, lo cual puede llevar a la depresidon por endogamia y a un bajo desempefio en la produccién
en el corto plazo. Este trabajo implementa el uso de paneles de SNPs de baja densidad para estos
analisis, que ademds sean mas asequibles para la industria, evitando el envio de muestras al

extranjero para su analisis.

Por otro lado, como parte de laimportancia ambiental, el implementar estrategias de trazabilidad
en la especie permite detectar practicas fraudulentas, como la deteccién de pesca ilegal durante
las épocas de veda, esto a través del andlisis de los perfiles genéticos de los organismos y
compararlo con los perfiles de su presunta poblacion de origen; ademas, las herramientas
moleculares desarrolladas en este trabajo pueden ser implementadas para evaluar el grado de
introgresion de organismos de cultivo al medio ambiente, lo cual puede impactar negativamente

a las poblaciones silvestres.
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Como relevancia social, la camaronicultura involucra el empleo directo e indirecto de
aproximadamente 42,000 personas en México; el crecimiento de esta industria generaria mayor
cantidad de empleos, asi como ayudaria a cubrir la creciente demanda de proteina animal para

consumo humano.

El aporte cientifico y tecnoldgico del trabajo estd enfocado en la caracterizacion genética de las
poblaciones de cultivo en México, asi como en el desarrollo de paneles de SNPs y la
estandarizacién de técnicas de obtencién de genotipos (como GT-seq y 2bRAD), que en este
estudio permitieron conocer el estatus genético de las poblaciones en México, pero que estan
disponibles para otros fines de investigacidon, como para GWAS (estudios de asociacion a lo largo

del genoma) que permitirian entender la arquitectura genética de caracteres de interés.
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4. HIPOTESIS

La caracterizacién gendmica de poblaciones de cultivo de camardn blanco Penaeus vannamei
mediante Polimorfismos de Base Sencilla (SNPs) de baja densidad, permitira la estimacién de los

pardmetros genéticos requeridos para la trazabilidad genética y seguimiento de parentesco.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Definir estrategias para la trazabilidad y andlisis de parentesco en camardén blanco Penaeus

vannamei

5.2 Objetivos particulares

-Desarrollar paneles de marcadores moleculares tipo SNPs en camardn blanco Penaeus vannamei
-Caracterizar genémicamente poblaciones de cultivo de Penaeus vannamei provenientes de
distintos origenes con un panel de baja densidad de SNPs y validarlo para analisis de trazabilidad.

-Validar un panel de baja densidad de SNPs para analisis de parentesco
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Desarrollo de paneles de marcadores moleculares tipo SNP en camarén blanco P. vannamei

Se siguieron dos estrategias para la obtencién de SNPs: 1) se desarrollé un panel de SNPs de novo
mediante la técnica de secuenciacion Asociada a Sitios de Restriccién con enzimas 11B (2bRAD;
seccion 6.1.1); y 2) se desarrollé un panel de SNPs de baja densidad a partir de una base de datos
de secuenciacién publica y se configurd teniendo en consideracion la genotipificacién en miles

por secuenciacion (GT-seq) y curvas de disociacion de alta resoluciéon (HRM) (seccion 6.1.2).

6.1.1 Obtencidén de panel de SNPs de novo con 2bRAD

El método de 2bRAD (Wang et al., 2012) consiste en la digestion del ADN con una enzima de
restriccion tipo 1IB que identifica una secuencia especifica y corta hacia ambos lados del sitio de
reconocimiento, con lo cual se obtienen fragmentos del mismo tamafio con extremos cohesivos
(nucledtidos en rojo en Fig. 2). Posteriormente, se adicionan adaptadores a dichos extremos, los
cuales pueden tener bases selectivas y con ello, disminuir el nimero de fragmentos y SNPs
obtenidos. A los fragmentos también se adicionan cddigos de barra para la identificacién de cada

individuo analizado, los cuales son secuenciados para la obtencién de los genotipos.

Para la obtencién de un panel SNPs de novo se realizd un andlisis in silico para determinar el
nimero de fragmentos esperados para cuatro enzimas de restriccion tipo 1B, seleccionar la mas
adecuada y estimar la proporcién fragmentos con variantes tipo SNP (seccion 6.1.1.1);
posteriormente se estandarizé la técnica de 2bRAD vy se identificd el nUmero de SNPs obtenido

para el panel (seccién 6.1.1.2).

6.1.1.1 Evaluacion in silico de enzimas de restriccion tipo 1IB

El genoma de referencia de P. vannamei publicado por Zhang et al. (2019) (GenBank no. Acceso
ASM378908v1) fue utilizado para identificar los sitios de reconocimiento de cuatro enzimas de
restriccion tipo 1IB (Tabla 1). El genoma se descargd de la base de datos de GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) al servidor del Laboratorio de Gendmica vy

Bioinformatica del CIBNOR. Se contabilizé el nUmero de sitios de reconocimiento de cada enzima
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en direccién sentido y anti-sentido en Linux. Los comandos utilizados se encuentran en el Anexo

A.

Tabla 1. Secuencias de reconocimiento y corte de enzimas de restriccién tipo 1IB y tamafio del
fragmento obtenido.

Enzima Secuencia de reconocimiento y corte Tamaio del fragmento

5" 10(N)CGA(N)eTGC(N)12 3’

Begl 3’ 15(N)GCT(N)sACG(N)10 5’ 36
5’ o(N)AC(N)sCTCC(N)10 3’

BsaX| 3’ 1,(N)TG(N)sGAGG(N); 5’ 33

Al 5’ 10(N)GCA(N)eTGC(N)12 3’ -
3’ 12(N)CGT(N)sACG(N)10 5’

CspCl 5’ 10-11(N)CAA(N)sGTGG(N)12-13 3 36-38

3’ 12.13(N)GTT(N)5CAGG(N)10-11 5

El numero de fragmentos obtenido y por lo tanto de SNPs, puede ser reducido al incluir
adaptadores con bases selectivas, que se unirdn por complementariedad a los extremos
cohesivos. Parte del objetivo de este panel es que pueda ser de baja densidad (decenas de SNPs)
para ser utilizado en analisis de parentesco, por lo tanto, se estimd el nimero de fragmentos
remanentes si se incluyen de 1-6 bases selectivas, segun el nimero posible de bases selectivas a

incluir por enzima (Fig. 2). Los comandos utilizados se incluyen en el Anexo A.
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Bcgl
|NNNNNNNNNNCGANNNNNNTGCNNNNNNNNNNNN
|NNNNNNNNNNNNGCTNNNNNNACGNNNNNNNNNM

L ]
! 36 pb

BsaXI
|NNNNNNNNNACNNNNNCKINNNNNNNNNq
|NNNNNNNNNNNNTGNNNNNGAGGNNNNNNNl

' 33 pb

Alfl
|NNNNNNNNNNGCANNNNNNTGCNNNNNNNNNNNw
|NNNNNNNNNNNNCGTNNNNNNACGNNNNNNNNNW

. 36 pb

CspCl
|NNNNNNNNNNCAANNNNNGTGGNNNNNNNNNNNN

|NNNNNNNNNNNNGTTNNNNNCACCNNNNNNNNNN

| ]
) 36-38 pb '

Figura 2. Sitios de reconocimiento y corte de enzimas tipo IIB. En azul, el sitio de reconocimiento
de cada enzima. En rojo, las bases nucleotidicas que corresponden a los extremos cohesivos y
que, en los adaptadores, pueden ser substituidas por bases selectivas.

Posteriormente, se estimé in silico la proporcidn de sitios variables respecto al nimero de sitios
de reconocimiento con la enzima de restriccion seleccionada. Para ello, se utilizé la base de datos
de la secuenciacién de Perez-Enriquez et al. (2018c) (NCBI-SRA Bioproject PRINA492152). En
Linux, se seleccionaron los fragmentos con el sitio de reconocimiento de la enzima seleccionada
con el comando zgrep y se alinearon al genoma de referencia de P. vannamei (Zhang et al., 2019)
utilizando Burrows-Wheeler Aligner (bwa) (Li y Durbin, 2009) y samtools (Li et al., 2009). La
obtencién de SNPs se realizé con samstools y bcftools (Li et al., 2009). Posteriormente, se hizo el
filtrado de los SNPs obtenidos con vcftools (Danecek et al., 2011) con los siguientes criterios: MAF
(Frecuencia Minima de Alelo Menor) de 0.016, minQ (valor de calidad minima) de 30, proporcién
de individuos en los que se encuentra cada SNP de 1.0, remocién de indels (polimorfismos de
insercidon/delecidon), maximo y minimo de alelos por SNP de 2. De los fragmentos que presentaban

SNPs, se revisaron al azar 50 de ellos con el programa Integrative Genomics Viewer (IGV)
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(Robinson et al., 2011) para buscar en qué proporcion de ellos, los SNPs se encontraban dentro

del fragmento que se obtendria con la enzima de digestién seleccionada.
6.1.1.2 Estandarizacién de 2bRAD para obtencién de panel de SNPs

La técnica de 2bRAD se estandarizé con un nimero reducido de muestras para verificar el nimero
de marcadores obtenidos con la enzima de restriccion elegida en el analisis in silico de la seccidn

6.1.1.1.

Se tomaron muestras de tejido de ocho camarones: cuatro provenientes de cultivo y cuatro de
origen silvestre. Se realizé la extraccidon de ADN con el kit DNeasy blood and tissue de Qiagen
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN se cuantificd en un Nanodrop 2000 vy se verificd
que la pureza fuera adecuada (proporcion 260/280 de 1.8-2.2 y proporcidén 260/230 >1.8). Se
prepararon alicuotas de ADN a 50 ng/ul y se cuantificaron nuevamente en un Qubit con el kit
dsDNA HS siguiendo las instrucciones del fabricante. Considerando las lecturas por Qubit, se

prepard el ADN a ~15 ng/ul.

De las ocho muestras de ADN se prepararon dos pools de ADN con cuatro individuos cada uno: 1)
con las cuatro muestras de cultivo y 2) con las cuatro muestras silvestres. Con cada pool de ADN
se prepararon dos librerias distintas: 1) utilizando el adaptador 1 con dos bases selectivas (TC) y
el adaptador 2 sin bases selectivas (Fig. 3A); 2) utilizando ambos adaptadores con bases selectivas
(Fig. 3B). Por lo que se prepararon cuatro librerias 2bRAD en total.
A)
Adaptador 1 con bases selectivas Adaptador 2 sin bases selectivas

|CTACACGACGCTCTTCCGATCTNNRWECTNNNNNNNNNNCGANNNNNNTGCNNNNNNNNNNNNGTGTAGATCGGA
GGCTAGANNYWGG|AGNNNNNNNNNNGCTNNNNNNACGNNNNNNNNNNVNCACATCTAGCCTTCTCGTGTGCAGAC

B)
Adaptador 1 con bases selectivas Adaptador 2 con bases selectivas

[CTACACGACGCTCTTCCGATCTNNRWECTC NNNNNNNNNNCGANNNNNNTGCNNNNNNNNNNACIGTGTAGATCGGA
[6GCTAGANNYWGE|AGNNNNNNNNNNGCTNNNNNNACGNNNNNNNNNN|TGCACATCTAGCCTTCTCGTGTGCAGAC

Figura 3. Fragmentos de ADN después de la ligacidon de adaptadores. Adaptadores de doble
cadena en color verde. A) Ligacién de adaptador 1 con bases selectivas TC y adaptador 2 sin bases
selectivas. B) Ligaciéon de adaptadores 1y 2 con bases selectivas.
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Para la preparacién de las librerias se siguié el protocolo de Faust et al. (2018) modificado. La
preparacidn consistio en 5 etapas: 1) Digestién con enzima Bcgl, 2) Ligacion de adaptadores, 3)
Amplificacion y adicién de cédigos de barra, 4) Purificacidon de fragmentos y 5) Secuenciacién. La
secuencia de los adaptadores y oligos para la preparacion de librerias se encuentran en el Anexo

B.

1) Digestion. Se realizo la digestidon con la enzima Bcgl y 60 ng de ADN de cada muestra (pool
cultivo y pool silvestre) por duplicado. La digestidn se realizé en 6 pl que contenian 0.6 ul de buffer
de enzima (10x), 0.9 pl de agua libre de nucleasas, 0.5 pl de enzima Bcgl (2 U/ul) y 4 pl de ADN
(15 ng/ul), se incubaron a 37°C por 1 hora en un termociclador Bio-rad C1000 Touch; posterior a

la incubacién, se inactivo la enzima a 65°C por 10 min.

2) Ligacion de adaptadores. Como se menciond previamente, se prepararon dos librerias con la
muestra de cultivo y dos con la muestra silvestre utilizando adaptadores de doble cadena: 1) con
el adaptador 1 con bases selectivas y el adaptador 2 sin bases selectivas, y 2) con ambos
adaptadores con bases selectivas (Fig. 3). La ligacidon se realizdé en 26 pl de volumen final que
contenian 2 ul de buffer de enzima T4 ligasa (10x), 0.5 pl de adaptador 1, 0.5 ul de adaptador 2,
1 pl de T4 DNA ligasa (400 U/ pl), 16 pl de agua libre de nucleasas y 6 pl de la digestion realizada
en el paso anterior. Se incubaron a temperatura ambiente durante toda la noche y

posteriormente, se inactivo la ligasa a 65°C por 20 min. Se preservaron a 4°C.

3) Amplificacion y adicion de codigos de barra. Se realizé en una reaccion con volumen final de 50
ul que contenia: 10 ul de la ligacion, 3 pl de oligo ILL-BC23-30 (2 uM; uno distinto para identificar
cada libreria), 3 pl de oligo Truseq-UNO1 (2 uM), 1 ul Taq polimerasa Promega (5 U/ul), 10 ul de
buffer para Taq polimerasa (5x), 4 pl de MgCl, (25 mM), 1 ul de dNTPs mix (10 mM), 1 ul de oligo
P5 (10 uM), 1 ul de oligo P7 (10 uM) y 16 ul de agua MilliQ. La amplificacién se realizé en un
termociclador Bio-rad C1000 Touch con el siguiente protocolo: 70°C por 30 s; 95°C por 2 min; 15
ciclos de 95°C 20 s, 65°C 3 min, 72°C 30 s. Se visualizaron los fragmentos esperados de ~180 pb
en un gel de agarosa al 2%. En la Fig. 4 se observan los fragmentos esperados sefialados en el

rectangulo rojo.
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Escalera 100pb

Figura 4. Visualizacion de librerias 2bRAD en gel de agarosa al 2% previo a la purificacién de
fragmentos. El fragmento esperado de 180 pb se sefiala en el rectangulo rojo.

4) Purificacion de fragmentos. Se realizé una purificacién inicial de 40 ul de cada libreria con 1.3x
de perlas magnéticas AMPure XP beads (Beckman Coulter). Se preparé una libreria final
mezclando 30 pl de cada libreria individual y se realizé una segunda purificaciéon del fragmento
de ~180 pb con PippinPrep en un casete de 2% agarosa Dye-Free para 100-600 pb siguiendo las

instrucciones del fabricante.

5) Secuenciaciodn. La libreria final se cuantificé por duplicado en un Qubit con el kit dsDNA HS y se
prepard a 2 nM. Previo a la secuenciacidn, la libreria fue desnaturalizada y diluida a 10 pM. La
secuenciacion se realizé en un Miseq Illumina en el Laboratorio de Genédmica y Bioinformatica del

CIBNOR, con una celda v3 de 150 ciclos y 25 millones de lecturas, y 20% de PhiX.

Se descargaron los archivos Fastq generados de la secuenciacion y se analizé la calidad de las
lecturas con FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Se
eliminaron las secuencias de baja calidad y los adaptadores con el programa Trimmomatic (Bolger
etal., 2014). Las secuencias se alinearon al genoma de referencia de P. vannamei (Zhang et al.,
2019) con Burrows-Wheeler Aligner (bwa) (Li y Durbin, 2009) y samtools (Li et al., 2009). La
obtencidon de SNPs se realizdé con samstools, bcftools (Li et al., 2009) y vcftools (Danecek et al.,

2011).
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6.1.2 Obtencidn de panel SNPs utilizando datos publicos de secuenciacion

Se desarrollé un panel de baja densidad de marcadores moleculares tipo SNP utilizando datos
publicos de secuenciacion. Esto requirié de analisis bioinformaticos para la obtencién, filtrado y
seleccion de SNPs (seccidn 6.1.2.1); se disefiaron oligos para la amplificacion de los SNPs
seleccionados y se realizd un analisis in silico para evaluar la posibilidad de amplificar todos los
SNPs en una misma reaccién multiplex (seccién 6.1.2.2). Parte del proceso de seleccidn del panel
de SNPs incluyd su validacion in silico para ser utilizado en analisis de asignacion poblacional y
estructura genética, asi como para analisis de parentesco, estos se incluyeron en la seccién 6.2.1

y 6.3.1 respectivamente.

6.1.2.1 Andlisis bioinformatico para obtencion de SNPs

Para la obtencidon de SNPs se utilizaron los datos de la secuenciacion del proyecto NCBI-SRA
PRIJNA492152 (Perez-Enriquez et al., 2018c) del Genebank. Las secuencias fueron revisadas con
FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para verificar su calidad y
se recortaron las lecturas de baja calidad con Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Las secuencias
fueron alineadas al genoma de camardn P. vannamei reportado en Zhang et al. (2019) utilizando
el programa Burrows-Wheeler Aligner (bwa) (Li y Durbin, 2009) y samtools (Li et al., 2009). La

obtencion de SNPs se realizd con samstools y bcftools (Li et al., 2009).

Se seleccionaron SNPs para dos objetivos distintos: 1) para estructura genética y asignacién
poblacional, y 2) para analisis de parentesco. Por lo que, a partir del siguiente paso, se

desarrollaron dos bases de datos distintas.

1) SNPs para estructura genética y asignacion poblacional. Se filtraron los SNPs con vcftools
(Danecek et al., 2011) con los siguientes criterios: MAF (Frecuencia Minima de Alelo Menor) de
0.016, minQ (valor de calidad minima) de 30, proporcion de individuos en los que se encuentra
el SNP de 1.0, maximo y minimo de alelos por SNP de 2, y remocién de indels (polimorfismos
de insercion/delecién). Después del filtrado, se seleccionaron los SNPs que tuvieran un minimo
de 30 bases a cada lado libre de variantes, con la finalidad de tener una regién conservada
donde se pudieran disefiar oligos para su amplificacién por PCR. Con los SNPs resultantes, se
realizaron andlisis de diferenciacion genética de Fst de forma pareada con vcftools (Danecek et

al., 2011).
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Para este se consideraron los cinco grupos genéticos de cultivo en México reportados en Perez-
Enriquez et al. (2018c) lo que resultd en 10 comparaciones pareadas. Se seleccionaron los SNPs
con los valores de diferenciacion mas altos. Un filtro adicional fue la eliminacién de los SNPs con
genotipos A/T, dado que, para evaluar la obtencién de genotipos mediante curvas de disociacion

(HRM), la identificacidn de este par de alelos es dificil con esta técnica.

2) SNPs para andlisis de parentesco. Se filtraron los SNPs con vcftools (Danecek et al., 2011) con
los siguientes criterios: MAF de 0.2, minQ de 30, proporcion de individuos en los que se encuentra
el SNP de 0.7, maximo y minimo de 2 alelos por SNP, y remocién de indels. Después del filtrado,
se seleccionaron los SNPs que tuvieran un minimo de 30 bases a cada lado libre de variantes, con
la finalidad de tener una regién conservada donde se pudieran disefiar oligos para su
amplificacién por PCR. Ademas, se dio prioridad a seleccionar SNPs que dentro del fragmento de

150 bases tuvieran 1 o 2 SNPs, con el objetivo de facilitar el disefio de oligos.

Con el panel final de SNPs se realizé un andlisis de desequilibrio de ligamiento pareado utilizando
Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2010), para verificar que no existia asociacidn entre los loci
con pruebas de probabilidad (likelihood-ratio) con 10,000 permutaciones y el nimero de
condiciones iniciales aleatorias para el algoritmo EM (Expectation-Maximization) de 3. Para esta
prueba sélo se utilizaron individuos de un mismo grupo genético reportado previamente (Perez-

Enriquez et al., 2018c).

6.1.2.2 Andlisis in silico para evaluar reaccién multiplex para la obtencion de genotipos por GT-
seq

Se evaluo incluir los SNPs seleccionados para asignacion poblacional y analisis de parentesco, asi
como un SNP para identificacion de sexo (Perez-Enriquez et al., 2020) en una misma plataforma
de obtencidn de genotipos. La genotipificacion por GT-seq (Campbell et al., 2015) consiste en la
secuenciacion de productos de una PCR multiplex, la cual puede incluir hasta centenas de oligos

en una misma reaccion.

Se disefiaron oligos sentido y antisentido con Primer3 (Untergasser et al., 2012) para todos los

SNPs seleccionados, incluyendo el SNP de identificacion de sexo (Perez-Enriquez et al., 2020); se
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consideraron temperaturas de fusién (Tm) homogéneas (58°C min, 60°C 6ptima, 63°C max.). En
funcidn a los requerimientos de la técnica de GT-seq, a la secuencia de los oligos locus-especificos
se les adiciond la secuencia “small RNA primer” de llumina
(CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC) al oligo sentido y la secuencia “Read2 primer” de
llumina (GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT) al oligo antisentido.

Incluir diversos oligos en una misma reaccién multiplex, puede ocasionar interacciones entre ellos
que producen artefactos no deseados en la PCR (p.ej. dimeros de oligos, quimeras). Por ello, se
utilizé el programa PrimerPooler (Brown et al., 2017) para estimar los valores de delta G (dG) para
la potencial hibridacién inter e intra-oligos a una temperatura de 60°C y una concentracion de
cationes monovalentes de 50 mM. Los oligos con interacciones de dG =3 fueron eliminados o
redisefiados. Se reviso la alineacién de los oligos al genoma de referencia (Zhang et al., 2019) para
verificar que se acoplaban a un sitio Unico y que no existiera traslape entre amplicones; del total
de scaffolds (porciones del genoma reconstruido, compuesto de una serie de contigs) del genoma
de referencia, se calculé el porcentaje de éstos que contenia al menos un SNP del panel final.
Ademas, se evallo la posibilidad de utilizar todos los oligos en una misma reaccién o dividirlos en

2 0 mas reacciones distintas.

6.2 Caracterizacion gendmica de poblaciones de cultivo de Penaeus vannamei en México con
un panel de baja densidad de SNPs y validacién para analisis de asignacion poblacional

Se realizaron analisis in silico para validar un panel de marcadores moleculares con los SNPs
obtenidos de la base de datos publica (seccién 6.2.1). Para la obtencién de genotipos, se evalio
utilizar HRM (curvas de disociacion de alta resolucién; seccidén 6.2.2) y GT-seq (seccidn 6.3.2).
Posteriormente, se realizd la caracterizacion genética de lotes de cultivo en México y se validé el
panel de SNPs para analisis de asignacién poblacional con muestras ciegas y de origen conocido

(seccidén 6.2.3).

6.2.1 Evaluacion in silico de panel de SNPs para asignacion poblacional y estructura genética

Con el panel de SNPs seleccionados para estructura genética y asignacion poblacional (seccién
6.1.2.1), se realizaron analisis in silico con los datos de librerias secuenciadas de P. vannamei

(Perez-Enriquez et al., 2018c) para determinar el nimero minimo de marcadores que integrarian
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el panel final de SNPs. Del archivo vcf del filtrado de SNPs con vcftools (Danecek et al., 2011)
(seccién 6.1.2.1), se extrajo en Unix (comando grep) los genotipos de los SNPs seleccionados. El
archivo se transformdé con PGDSpider 2.1.1.5 (Lischer y Excoffier, 2012) en los formatos

requeridos para los programas posteriormente utilizados.

Los andlisis de asignacidn de poblacidn, que consisten en estimar la probabilidad que un conjunto
de individuos pertenezca a una o mas grupos de referencia, se realizaron con GeneClass 2 (Piry et
al., 2004) con el método bayesiano (Rannala y Mountain, 1997). La poblacidon de referencia
consistid en 80 individuos pertenecientes a 5 grupos genéticos en México, cuyo origen fue
determinado previamente (Perez-Enriquez et al., 2018c). Para cada individuo, se obtuvo un score
de pertenecer a cada uno de los 5 grupos genéticos posibles (la suma de todos los scores equivale
al 100%). Se considerd como asignacién correcta, los individuos con un score mayor o igual del
90% de pertenecer a un grupo. Se calculo el porcentaje de asignacion total y se compararon las
asignaciones obtenidas con la previamente asignada en la poblacién de referencia para calcular
el porcentaje de asignacidn correcta. Se realizé una serie de analisis variando el numero de
marcadores de forma descendente con 35, 30, 25, 21, 19, 16 y 15 SNPs. Para verificar la estructura
genética, se realizé un Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) con Adegenet

(Jombart, 2008) utilizando 21 SNPs.

Un analisis adicional de asignacién poblacional fue realizado con GeneClass 2 (Piry et al., 2004),
en el cual se incluyd el panel de SNPs para GT-seq (tanto los SNPs seleccionados para asignacion
poblacional, asi como los SNPs seleccionados para andlisis de parentesco; seccion 6.1.2.2). De la
poblacion de referencia, se removid el 30% de los individuos al azar y los individuos removidos
fueron utilizados como las muestras de “origen desconocido” para ser asignadas. Este proceso se
repitié por triplicado. De igual manera, se realizd un Andlisis Discriminante de Componentes

Principales (DAPC) con Adegenet (Jombart, 2008).

6.2.2 Estandarizacion de obtenciéon de genotipos mediante curvas de disociacion de alta
resoluciéon (HRM).

Para cada uno de los SNPs seleccionados para estructura genética y asignacion poblacional en la
seccion 6.1.2.1, se disefiaron oligos sentido y antisentido con el programa Primer3 (Untergasser

et al., 2012) para obtener un fragmento de 50-120 pb en el cual se encuentre un solo SNP. Se
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calcularon las temperaturas de alineamiento (Ta) con la regla de Wallace para obtener la

temperatura de fusion (Tm), a la cual se restaron 5°C para obtener la Ta:

2(A+T) + 4(G+C) (1)

Para verificar funcionalidad de los cebadores y optimizar la temperatura de alineamiento, se
amplificaron 8 muestras de ADN por PCR en un termociclador C1000 touch (BioRad). La mezcla
de reaccién fue de 11 pl de volumen final que contenia 1 pl de ADN (30 ng/ul) y una
concentracion final de 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de oligos sentido y
antisentido, 1x de buffer para Taq polimerasa y 0.03 U/ul de Taq polimerasa GoTaq
(Promega). Las condiciones de la amplificacidon fueron: desnaturalizacién inicial de 95°C por 5
min; 30 ciclos de desnaturalizacidn a 95°C por 30 s, temperatura de alineamiento por 30 s y
extension a 72°C por 45 s; extension final a 72°C por 10 min. Los productos de PCR se
visualizaron en geles de agarosa al 1%. Se seleccionaron los SNPs en los que se obtuvo un

fragmento Unico del tamano esperado.

La obtencién de genotipos de cada SNP se realizé mediante el andlisis de curvas de disociacién
de alta resolucion o HRM por sus siglas en inglés (High Resolution Melt), el cual se realizé en

un termociclador tiempo real CFX96 (BioRad).

Se realizo la extraccién de ADN de 24 muestras de musculo y/o pleépodo (12 individuos de
cultivo de tres origenes distintos y 12 individuos silvestres) con el kit de purificacion SV 96
Wizard (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante, hasta el paso de la elucién del
ADN, el cual se hizo con 250 pl de agua libre de nucleasas. EI ADN obtenido se

cuantificd con un espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

Se analizaron inicialmente ocho muestras de ADN (cuatro de individuos de cultivo y cuatro
silvestres) por triplicado. La mezcla de reaccién fue de 15 pl de volumen final que contenia 5 pl
de ADN (8 ng/ul) y una concentracién final de 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de
cebador sentido y antisentido, 1x de EvaGreen (Biotium), 1x de buffer para Tag polimerasa y
0.04 U/ul de Tagq polimerasa GoTag (Promega). Las condiciones de la qPCR-HRM
fueron: desnaturalizacién inicial a 95°C por 3 min; 35 ciclos a 95°C por 10 s, temperatura de
alineamiento por 30 s y 72°C por 30 s; seguido del andlisis de la curva de disociacion

de 65°C-95°C
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incrementando gradualmente 0.1°C con 5 s de lectura de fluorescencia de la placa. Se analizaron

24 muestras por triplicado por gPCR-HRM para optimizar las curvas y obtencién de genotipos.

El software del termociclador CFX96 genera los datos de la fluorescencia en RFU (Unidades de
Fluorescencia Relativa) en funcién de la temperatura durante el andlisis de la curva de disociacién,
ademds de la temperatura inicial y final de cada curva de disociacidon y la derivada de la
fluorescencia en funcién de la temperatura. Los datos fueron exportados a Excel donde
inicialmente fueron graficados considerando el rango de temperatura de la curva dado por el
equipo. Al observar la grafica, se acotd el rango de temperatura del punto previo al descenso de
la fluorescencia hasta que desciende completamente. Este rango representa del punto previo al
inicio de la disociacion de los fragmentos de ADN hasta el punto en que todos se encuentran

separados. Este intervalo de datos fue usado en los andlisis subsecuentes.

Se generaron tres curvas por cada SNP: (1) una curva normalizada, y a partir de esta se genero (2)
una curva diferenciada; con la derivada de la fluorescencia se realizé (3) la curva derivativa. En el

anexo C se detalla la descripcién y cdlculo de las curvas.

6.2.3 Caracterizacidon gendmica de poblaciones de cultivo y analisis de asignacién poblacional

Se tomaron muestras de pledpodo de camarones (n=203) provenientes de 14 lotes de cultivo
(n=168) provenientes de distintos laboratorios de produccidn del noroeste de México, asi como
de poblaciones silvestres provenientes de tres sitios de colecta (n=35; Sinaloa, Sinaloa Norte y
Guerrero). Las muestras de cultivo fueron procesadas como muestras ciegas, es decir, al
momento de analizarlas se desconocia el origen y posteriormente los resultados se cotejaron con

los origenes reportados por los laboratorios de produccion.

Se realizé la extraccién de ADN de las muestras de tejido con el kit DNeasy blood and tissue
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante, se cuantific6 con un espectrofotémetro
Nanodrop 2000 y se prepararon alicuotas a 25 ng/ul. Se obtuvieron los genotipos adaptando el
método de GT-seq (ver seccién 6.3.2), SNPs e individuos con genotipos faltantes >50% fueron

descartados.
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Los lotes de cultivo se analizaron con el programa Structure (Pritchard et al., 2000), incluyendo
individuos (n=80) pertenecientes a cinco grupos genéticos de origen conocido previamente
reportados (Perez-Enriquez et al., 2018c), estos se usaron como muestras de referencia para
inferir el origen de las muestras ciegas. Se corrié el programa con 100,000 pasos de calentamiento
y 100,000 repeticiones de Markov para K=1 a K=20 y 5 réplicas para cada K. La K mas probable
fue calculada por el método de Evanno con Structure Harvester (Earl y VonHoldt, 2012) y
CLUMPAK (Kopelman et al., 2015). Se realizd6 un segundo analisis incluyendo las muestras
silvestres, con los mismos parametros arriba mencionados para K=1 a K=25. Ademas, se hizo un
Andlisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) con Adegenet (Jombart, 2008) para

verificar estructura poblacional.

Se realizé un analisis de asignacion poblacional con GeneClass2 (Piry et al., 2004) con método
bayesiano (Rannala y Mountain, 1997), en el cual se utilizaron los datos de Perez-Enriquez et al.
(2018c) como poblacién de referencia. Asignaciones con un score 299% fueron contabilizadas; los
resultados de las asignaciones se compararon con el origen reportado (dato proporcionado por

el laboratorio de produccidn) y se calculd el porcentaje de asignaciones correctas.

6.3 Validacion de panel de SNPs de baja densidad para andlisis de parentesco en cultivo de
camaron blanco P. vannamei

Se realizé una evaluacién in silico de los SNPs seleccionados para GT-seq de la seccidén 6.1.2, que
incluyd tanto los SNPs de parentesco, como los de asignacion poblacional (seccion 6.3.1), bajo la
premisa de analizar todos los SNPs con un mismo método de obtencion de genotipos; se adaptd
el método de GT-seq para la obtencidn de genotipos (seccidn 6.3.2); se analizaron muestras de
camardn de padres y progenie de origen conocido en analisis parentesco para la validacion final

del panel (seccion 6.3.3).

6.3.1 Evaluacion in silico de panel de SNPs para andlisis de parentesco

Para evaluar el panel de SNPs seleccionado para GT-seq (seccién 6.1.2), se realizé un andlisis in
silico utilizando los datos de las secuencias de 95 camarones previamente publicadas (Perez-
Enriquez et al., 2018c), los cuales se utilizaron también para el desarrollo del panel. Del archivo

vcf resultante del filtrado de SNPs (seccién 6.1.2.1) con vcftools (Danecek et al., 2011), se



28
extrajeron en Unix los genotipos de los SNPs seleccionados. El archivo vcf con los datos de dichos
marcadores, se transformé con PGDSpider 2.1.1.5 (Lischer y Excoffier, 2012) para poder ser

editado segun las especificaciones de los programas posteriores.

Se realizé la simulaciéon de 100,000 individuos (progenie) en base a frecuencias alélicas de los
SNPs seleccionados utilizando Cervus 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007), con 200 padres de sexo
desconocido (100 hembras y 100 machos) y el supuesto del 100% y el 90% de padres

muestreados.

6.3.2 Estandarizacion de GT-seq para obtencién de genotipos

Muestras de pledpodo de camardn blanco P. vannamei (n=333) se utilizaron para estandarizar la
obtencidon de genotipos por GT-seq (Campbell et al., 2015) realizando modificaciones al
protocolo. Se realizé la extraccion de ADN con el kit DNeasy blood & tissue (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El ADN fue cuantificado en un Nanodrop 2000 y se verificd que su
pureza fuera adecuada (proporcion 260/280 de 1.8-2.2 y proporcién 260/230 >1.8). Se

prepararon alicuotas a 25 ng/pl.

GT-seq (Genotyping-in-Thousands by sequencing; genotipificacién en miles por secuenciacion) es
un método de obtencidn de genotipos que consiste en la secuenciacién de productos de una PCR

multiplex, en la reaccidn se amplifican los fragmentos que contienen cada uno de los SNPs.

Como se mencioné en la seccidén 6.1.2.2, se evalud in silico la reaccién multiplex que contenia los
oligos disefados para los SNPs seleccionados para asignacion poblacional, analisis de parentesco
y un SNP de identificacion de sexo (Perez-Enriquez et al., 2020), con el objetivo de evitar
interacciones no deseadas inter e intra-oligos. Posteriormente, los oligos seleccionados fueron

sintetizados en pool con el servicio Opools de Integrated DNA Technologies (IDT).

Cabe mencionar que inicialmente se prepararon las librerias de GT-seq siguiendo principalmente
el protocolo publicado (Campbell et al., 2015) y posteriormente, se realizaron modificaciones

para optimizar los resultados de la secuenciacion. La preparacion de las librerias consistio en: 1)
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PCR1 para amplificacién con oligos locus-especificos, 2) PCR2 para la adicién de cédigos de barra
a los fragmentos de la PCR1, 3) Normalizacidn, purificacidn y cuantificacion de libreria final, y 4)

secuenciacion y analisis de datos.

A continuacién, el protocolo de preparacién de librerias modificado:

1) Primera PCR (PCR1). La amplificacién por PCR consistié en dos etapas. La primera (PCR1), es
una PCR multiplex que incluye el pool de oligos locus-especificos (Anexo E) que contiene la
extension de secuencias de illumina, secuencia “small RNA primer”
(CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC) al oligo sentido y la secuencia “Read2 primer”
(GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT) al oligo antisentido. La reaccién de 7 ul de
volumen final contiene: 2 pul ADN (25 ng/ul), 1 ul de pool de oligos (0.125 pmol/ul/oligo), 3.5 ul
de master mix PCR multiplex (kit Multiplex PCR plus de Qiagen), y 0.5 ul de agua MilliQ. Para la
amplificacién se utilizé un protocolo touchdown con las siguientes condiciones: 95°C por 10 min;
8 ciclos de 95°C por 30 s, 62-58°C por 1 min (-0.5°C por ciclo), 72°C por 1 min; 15 ciclos de 95°C
por 30's, 65°C por 30's, 72°C por 1 min; y 72°C por 2 min como extension final. Para verificar que
la amplificacién fue exitosa y que se obtuvieran los fragmentos esperados (126-216 pb), muestras
tomadas al azar de la PCR1 se visualizaron en geles de agarosa al 2%; en la Fig. 5 se observa un
ejemplo de un gel de agarosa en el cual se sefalan los fragmentos esperados en un recuadro rojo.
Los productos de la PCR1 fueron purificados posteriormente con 1.3x de perlas magnéticas

AMPure XP beads (Beckman Coulter).

Figura 5. Visualizacion de fragmentos de PCR1 en gel de agarosa al 2%. Fragmentos esperados de
126-216 pb sefialados en el rectangulo rojo.
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2) Segunda PCR (PCR2). La segunda etapa (PCR2) consiste en el indexado de los fragmentos de la
PCR1 con doble cédigo de barras, oligos i5 e i7 (Anexo F). La reaccién de la PCR2 fue de 10 ul de
volumen final: 3 pl de PCR1, 1 ul de oligo i5 (10 pmol/ul), 1 ul de oligo i7 (10 pmol/ul), y 5 pl de
master mix PCR multiplex (kit Multiplex PCR plus de Qiagen). Las condiciones de amplificaciéon
fueron las siguientes: 95°C por 15 min; 10 ciclos de 98°C por 10 s, 65°C por 30 s, 72°C por 30 s;
72°C por 5 min de extensién final. Para verificar que la amplificacién fue exitosa y que se
obtuvieran los fragmentos esperados (191-281 pb), muestras tomadas al azar se visualizaron en
geles de agarosa al 2%; en la Fig. 6 se muestra un ejemplo de un gel de agarosa, en el cual se

sefalan los fragmentos esperados con un recuadro rojo.

Figura 6. Visualizacion de fragmentos de PCR2 previo a la normalizacién y purificacion.
Fragmentos esperados de 191-281 pb resaltados en el rectangulo rojo.

3) Normalizacidn, purificacion y cuantificacion. El producto de la PCR2 se normalizé con el kit de
normalizacion en placa SequalPrep (Thermo Fisher) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
prepard una mezcla por placa de las librerias individuales, tomando 10 pl por cada pozo de la
placay se mezclaron en un tubo de 1.5ml. Las librerias por placa se purificaron con 1.8x de perlas
magnéticas AMPure XP beads (Beckman Coulter) y se cuantificaron por duplicado con Qubit. Las

librerias por placa fueron normalizadas a 2 nM y mezcladas en una libreria final.

4) Secuenciacion y andlisis de datos. Previo a la secuenciacion, la libreria final fue desnaturalizada
y diluida a 10 pM. La secuenciacién se realizé en un Miseq Illumina en el Laboratorio de Gendmica
y Bioinformatica del CIBNOR, con una celda nano v2 de 300 ciclos y 1 millon de lecturas. Se

descargaron los archivos Fastg generados de la secuenciacidén y se analizé la calidad de las lecturas
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con FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Se eliminaron las
secuencias de baja calidad y los adaptadores con el programa Trimmomatic (Bolger et al., 2014).
Las secuencias recortadas fueron analizadas con Perl utilizando el script desarrollado por
Campbell et al. (2015) para la obtencidn de genotipos, el cual fue modificado para conservar los
genotipos con profundidad de lectura 24x, en el anexo G se incluye dicho script, asi como el

archivo de entrada necesario para la obtencién de genotipos en el anexo H.

6.3.3 Validacion de panel de SNPs para analisis de parentesco

Para la validacién en analisis de parentesco del panel de SNPs seleccionado, se utilizaron muestras
tejido de camardn pertenecientes a 21 familias de hermanos completos (n=130; 21 hembras, 21
machos y 88 progenie), estas familias fueron previamente identificadas con un panel comercial
(Nolasco-Alzaga et al., 2018). Se realizé la extraccion de ADN con el kit DNeasy blood and tissue
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante, se cuantificé con un Nanodrop 2000 y se
prepararon alicuotas a 25 ng/ul. Se obtuvieron los genotipos con el método de GT-seq (ver

seccion anterior), SNPs e individuos con genotipos faltantes >50% fueron descartados.

Se realizaron analisis de paternidad para ambos padres con sexo conocido en Cervus 3.0.7
(Kalinowski et al., 2007). Los andlisis de parentesco con este programa consisten en tres pasos:
calculo de frecuencias alélicas, simulacién y asignacion de la progenie. En la simulacién se
utilizaron los siguientes parametros: simulaciéon de 100,000 individuos de la progenie, 0.90y 1.0
de proporcion de padres muestreados, 0.10 de proporcion de genotipos faltantes y de error en
los calculos de likelihood. La asignacidn de la progenie a ambos padres se realizé con el 90% y 95%

de nivel de confianza.

Ademas, se realizaron analisis de parentesco con Colony 2.0.6.8 (Jones y Wang, 2010) para
asignacion de la progenie a ambos padres, asi como asignacion familiar. Los pardametros utilizados
en el analisis fueron: 0.01 de error en los genotipos para cada marcador, 90% de probabilidad de
presencia de los padres en los candidatos, método de full-likelihood con los parametros de default

y se realizaron 5 corridas del analisis.
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Los resultados obtenidos se compararon con las asignaciones previamente realizadas (Nolasco-
Alzaga et al., 2018) con un panel comercial y se determinaron los porcentajes de asignacion

correcta.
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7. RESULTADOS

7.1 Desarrollo de paneles de marcadores moleculares tipo SNP en camarén blanco P. vannamei

7.1.1 Panel de SNPs con 2bRAD

El nimero de sitios de reconocimiento para las cuatro enzimas |IB, identificados in silico en el
genoma de camaron, se presenta en la Tabla 2. Para este trabajo, parte del criterio de seleccidn
de la enzima fue que el numero de fragmentos fuera reducido para evaluar la posibilidad de
obtener un panel de SNPs de baja densidad (decenas de SNPs), por lo que la enzima BsaXl se
descarté por tener el mayor nimero de sitios de reconocimiento (344,380). Aunque la enzima
CspCl tuvo el menor nimero de sitios identificados (60,807), la variacion en el nimero de bases
de corte (5" 10-11(N)CAA(N)sGTGG(N)12-13 3’) provoca una incertidumbre no deseada durante la

digestion (New England Biolabs, comunicacién personal). Por lo que, se eligié la enzima Bcgl.

Tabla 2. Numero de sitios de reconocimiento de enzimas IIB en genoma de camaron

Numero de sitios de reconocimiento

Enzima

Sentido Antisentido Total
Begl 106,530 107,988 214,518
BsaXI 205,589 138,791 344,380
Alfit 136,798 NA 136,798
CspCl 31,678 29,129 60,807

1La secuencia de reconocimiento en sentido y antisentido es la misma.

El nimero de sitios remanentes si incluyéramos bases selectivas en los adaptadores (Tabla 3) fue
bastante homogéneo para las cuatro enzimas, por lo que no fue en criterio que influyera para
escoger la enzima Bcgl en la preparacion de librerias 2bRAD. Pero si, para considerar utilizar por

lo menos dos bases selectivas en los adaptadores.
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Tabla 3. Porcentaje de fragmentos remanentes al incluir adaptadores con bases selectivas

Porcentaje de sitios remanentes

] Sitios de
Enzima imient
reconocimieénto 1 base 2 bases 3 bases 4 bases 5 bases
Bcgl 214,518 23.0% 5.5% 1.3% 0.3% NA
BsaXl 344,380 22.9% 5.5% 1.3% 0.3% 0.1%
Alfl 136,798 23.0% 5.5% 1.3% 0.3% NA
CspCl 60,807 22.3% 5.2% 1.3% 0.3% NA

En el andlisis in silico para estimar que proporcién de fragmentos tendrian SNPs si utilizamos la
enzima Bcgl, se obtuvieron 1,534 SNPs en 234 scaffolds del genoma; en 50 fragmentos revisados,
al menos el 65% tuvo SNP dentro del fragmento esperado con la enzima Bcgl. Por lo que, si
consideramos este resultado, podriamos esperar que de 214,518 sitios de reconocimiento (Tabla
2) se podrian obtener 139,437 SNPs aprox. Si incluimos una, dos, tres y cuatro bases selectivas
(Tabla 3) se podrian esperar aprox. 32,071, 7,669, 1,813 y 418 SNPs, respectivamente. Tomando

en consideracién lo anterior, se prepararon las librerias 2bRAD con 2 y 4 bases selectivas.

Los resultados de la secuenciacion de las cuatro librerias se presentan en la Tabla 4. El nimero de
lecturas fue homogéneo excepto por la libreria del pool silvestre con dos bases selectivas, que
presentd mayor numero de lecturas. El porcentaje de alineamiento de las secuencias al genoma
de referencia fue similar en las librerias del pool de cultivo y silvestre, pero ligeramente mayor en

las muestras silvestre en comparacién con las muestras de cultivo.

El nimero de SNPs obtenido utilizando dos bases selectivas fue de 19,105 SNPS y utilizando cuatro

bases selectivas fue de 2,874 SNPs después del filtrado.
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Tabla 4. Numero de lecturas y porcentaje de alineamiento de librerias 2bRAD

Libreria Numero de lecturas % alineamiento

Pool cultivo con 2 bases

: 1,110,928 64.4
selectivas

Pool sﬂvestrg con 2 4,532,602 71.9
bases selectivas

Pool c'ultlvo con 4 bases 1,893,650 63.4
selectivas

Pool silvestre con 4 1,341,554 72.0

bases selectivas

7.1.2 Panel de SNPs utilizando datos publicos de secuenciacion

7.1.2.1 Andlisis bioinformatico para obtenciéon de SNPs

Se obtuvieron 14,268,805 variantes, previo a los procesos de filtrado. Después del filtrado de SNPs
para asignacion poblacional y estructura genética, se obtuvieron 16,991 SNPs; posteriormente,
se seleccionaron 2,050 SNPs por tener una regién conservada de 30 bases a cada lado, los cuales
fueron utilizados en los andlisis de Fst pareados. Finalmente, se seleccionaron 46 SNPs con los

valores de diferenciacién mds altos en los analisis pareados (Fst >0.20).

En el caso de los SNPs para andlisis de parentesco, después del filtrado, se obtuvieron 25,286
SNPs; posteriormente, se seleccionaron 9,784 SNPs por tener presuntamente 30 bases de region
conservada a cada lado. Finalmente se seleccionaron 132 SNPs por tener maximo otra variante

mas en el fragmento secuenciado de 150 bases.

La prueba de desequilibrio de ligamiento realizada con el panel final de 118 SNPs (ver siguiente
seccién), no mostrd valores significativos después de la correccidon secuencial de Bonferroni

(p=0.0000074), por lo que los SNPs no se encuentran ligados entre si.
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7.1.2.2 Andlisis in silico para evaluar reaccion multiplex

Se logré disenar oligos locus-especificos para: 19 SNPs seleccionados para estructura genética y
asignacién poblacional, 116 SNPs seleccionados para analisis de parentesco, y un SNP para

identificacion de sexo.

De las posibles interacciones entre e intra-oligos, 23 tuvieron un dG >3; debido a esto 12 SNPs (24
pares de oligos) fueron eliminados, ya que interactuaban con varios oligos y/o no era posible
redisefarlos. Los resultados del alineamiento al genoma de referencia mostraron que 12 pares
de oligos produjeron mas de un amplicdn, al hibridarse en mas de un sitio del genoma, por lo que

se descartaron 6 SNPs mas del panel.

El panel final quedd conformado por 118 SNPs (100 SNPs para analisis de parentesco, 17 para

estructura genética y asignacidon poblacional, y un SNP para identificacion de sexo; anexo E).

El alineamiento de los oligos de estos 118 SNPs al genoma de referencia, mostré que no existia
traslape entre los amplicones esperados. Ademas, de que se encontraban en 88 scaffolds (al
menos un SNP) de los 4683 reportados en el genoma de referencia, lo que equivale al 1.88%. Cabe
mencionar que los oligos de 25 SNPs no presentaron hibridacion al genoma de referencia, lo cual

puede deberse a que el genoma de referencia utilizado esta incompleto.

Finalmente, los 236 oligos de los 118 SNPs pueden ser utilizados en una misma reaccién multiplex,
sin la necesidad de dividir la reaccion segun los resultados del analisis con PrimerPooler, esto ya
considerando las extensiones que se deben de adicionar a los oligos para su obtencién de

genotipos mediante GT-seq.
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7.2 Caracterizacion gendmica de poblaciones de cultivo de P. vannamei en México con un panel
de baja densidad de SNPs y validacion para analisis de asignacion poblacional

7.2.1 Analisis in silico para validar panel de SNPs para asignacion poblacional y estructura
genética

En los resultados de asignacion poblacional con diferente nimero de SNPs (Tabla 5), se encontré
gue el porcentaje de asignacion se mantuvo similar con 35, 30 y 25 marcadores, sin embargo, con
25 SNPs se observa 1.3% de error. Cuando se revisaron los valores de diferenciacion poblacional
(Fst) de los SNPs que conformaban cada panel (datos no mostrados), se observdo que la
eliminacion de SNPs con valores de Fst altos para distinguir los grupos genéticos 1vs 2,2vs 3y 2
vs 5 tenian un efecto mayor en la asignacién. Por lo que, en los analisis con 21, 19 y 16 SNPs, se
dio prioridad a seleccionar aquellos SNPs con valores de Fst 20.20 para distinguir los grupos arriba
mencionados. Por ejemplo, para el panel de 21 SNPs se seleccionaron todos los marcadores
disponibles del panel inicial (35 SNPs) con valores de Fst 20.20 para estos grupos. El porcentaje
de asignacidon con 21 SNPs no presentd errores y sélo disminuyd 3.7% del de 35 SNPs.
Considerando estos resultados, y con el objetivo de optimizar el nimero de marcadores, se dio
prioridad a incluir estos 21 SNPs en el panel final para GT-seq (seccién 6.1.2.2). Ademas, en el
Andlisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC), se observd la identificacién de los

cinco grupos genéticos esperados con el panel de 35 (Fig. 7A) y 21 SNPs (Fig. 7B).

Tabla 5. Asignacion poblacional con diferente nimero de SNPs en andlisis in silico

35SNPs 30SNPs 25SNPs 21SNPs 19SNPs 16 SNPs 15SNPs

% Asignacion 90% 87.5% 87.5% 86.3% 81.3% 63.8% 60%

% Asig. incorrectas 0% 0% 1.3% 0% 1.3% 0% 0%
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Figura 7. Andlisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC). A) DAPC con 35 SNPs. B)
DAPC con 21 SNPs. PoplTx (origen Texas), Pop2Ec (origen Ecuador), Pop3CA1l (origen
Centroamérica 1), Pop4Mx (origen México), Pop5CA2 (origen Centroameérica 1). Grupos genéticos
reportados por Perez-Enriquez et al. (2018c).

En la validacion para asignacion poblacional del panel final de 117 SNPs para GT-seq (el SNP de
identificacion de sexo fue excluido del andlisis), del 92-96% de las muestras fueran asignadas a su
poblacién de origen con un error de asignacion del 5-13%. En el DAPC (Fig. 8) se observd una clara
separacidn en cuatro grupos genéticos, sin embargo, el grupo genético 2 y 3 (origen Ecuador y

Centroamérica 1, respectivamente) mostraron una ligera mezcla entre ellos.



39

5%

"y

(@]

‘©

.= B

E) J

= -z “.i

(o B —-e

[} Yy e
o

E 4 ‘0 »

]

C

o

Q.

£

(e}

O

igenvalues

Componente Principal 1

Figura 8. Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) con 117 SNPs. Pop1Tx (origen
Texas), Pop2Ec (origen Ecuador), Pop3CA1l (origen Centroamérica 1), Pop4Mx (origen México),
Pop5CA2 (origen Centroamérica 1). Grupos genéticos reportados por Perez-Enriquez et al.
(2018c).

7.2.2 Estandarizacion de obtencién de genotipos mediante HRM

Se seleccionaron inicialmente 46 SNPs por sus valores de Fst pareados (seccién 7.1.2.1), de los
cuales fue posible disefiar oligos en 39 SNPs. Una vez probados los oligos por PCR se obtuvo un

producto Unico del tamafio esperado en 37 SNPs.

Las temperaturas de alineamiento para cada uno de los SNPs, asi como la secuencia de los oligos

sentido y antisentido se encuentran en el anexo D.

Se muestra un ejemplo de la curva de disociacidn y la curva derivativa para uno de los SNPs
(Lv24611_43 128), en el que se observan claramente homocigotos para ambos alelos (Fig. 9). Sin
embargo, en varios casos se obtuvieron curvas con productos inespecificos, o la diferencia entre
un genotipo y otro era poco clara (Fig. 10A), o se detectd la presencia de fragmentos con mas de

un SNP, lo que resulté en la presencia de 4 curvas distintas (Fig. 10B). Por lo que, los oligos fueron
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redisefiados para obtener amplicones menores a 80 pb. En dos SNPs no fue posible redisefiar los

oligos por lo que el conjunto final consistié en 35 SNPs.
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Figura 9. Curvas HRM de SNP Lv24611_43_128. A) Curvas de disociacion; se sefiala con las lineas
segmentadas los puntos en los que se delimita la curva para su posterior anadlisis. B) Curva
derivativa en el que se observan homocigotos para ambos alelos.
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Figura 10. Ejemplo de curvas derivativas. Las lineas del mismo color corresponden a un mismo
individuo analizado por triplicado. A) SNP donde no se distingue claramente la diferencia entre
genotipos. B) SNP donde se observan 4 genotipos distintos.

Aunque utilizar HRM es una opcién viable para la obtencién de genotipos en SNPs, estd es mas

recomendable cuando el nUmero de marcadores es bajo (decenas de SNPs) ya que, aunque es

una opcioén de bajo costo, el tiempo de procesamiento de las muestras es mayor que con otras
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opciones que se evaluaron en este trabajo, como GT-seq; por lo que se decidid optar por esta

opcidn para la obtencién de genotipos.

7.2.3 Caracterizacion gendmica de poblaciones de cultivo y analisis de asignacién poblacional

Los resultados de esta seccién incluyen el analisis de 197 individuos, ya que 6 muestras fueron
descartadas por bajos porcentajes de genotipificacién (<50%), asi como con 95 SNPs (20 SNPs se

descartaron por bajo porcentaje de genotipos).

En el analisis de Structure, que incluye los lotes de cultivo y las muestras de referencia (Perez-
Enriquez et al., 2018c), se obtuvo como numero de grupos genéticos mas probable K=3 seguido
de K=6 (Fig.11). En la gréafica de banderas para K=6 (Fig.12), se observa que de los 14 lotes de
cultivo analizados como muestra “ciega”, ocho de ellos estdn claramente definidos con todas o
casi todas las muestras de ese lote con proporcion de 1.0 de pertenecer a un grupo genético
(Tabla 6), mientras que en los demas lotes se aprecia un grado de mezcla, por ejemplo, el Lote 15

y 42.

40

30

Delta K

20

Figura 11. Gréfica de DeltaK para visualizar el nimero de K mas probable (K=grupos genéticos)

incluyendo los 14 lotes de cultivo (muestras ciegas) y las muestras de referencia (Perez-Enriquez
etal., 2018c).
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Figura 12. Grafica de banderas de Structure para K=3 y K=6. Muestras “ciegas” de 14 lotes de
cultivo (L), entre paréntesis origen reportado por el laboratorio de produccién; muestras de
origen conocido (Pop) reportados por Perez-Enriquez et al. (2018c). Bvis=Buenavista,
CAl=Centroamérical, CAll=Centroamérica2, Ec=Ecuador, Hw=Hawai, Mx=México, Nc=Nicaragua,
Tx=Texas.

Por otra parte, con los resultados para 6 grupos genéticos (K=6; Fig. 12), se puede inferir que el
Lote 100 tiene origen México (morado), y los lotes 5y 55 tienen como origen Texas (azul), ya que
pertenecen al mismo grupo genético de las muestras de origen conocido de Pérez-Enriquez et al.
(2018c), correspondientes al grupo 2 y 3, con una proporcion promedio de membresia >0.90
(Tabla 6); estos resultados coinciden con los origenes reportados por los laboratorios de
produccién. De igual manera, considerando los 6 grupos genéticos, los lotes 2 y 13 pertenecen a
un mismo grupo (grupo 6), los cuales fueron reportados con origen en Texas, pero son
genéticamente distintos al de la muestra de referencia (azul); asi como el Lote 4 (verde) el cual
pertenece a un grupo genético distinto (grupo 5; Tabla 6) con origen reportado en Hawadi, esto
ultimo coincide con la grafica de DAPC (Fig.15B), en la cual se puede observar la separacién de
este lote de las demds muestras. En esta misma grafica, se confirma que el lote 100 tiene como
origen México ya que se encuentra junto con la muestra de referencia para este origen, asi como
una clara diferenciacién de los lotes que tiene un origen de importacidon con el de origen en

México (Fig. 15).
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Tabla 6. Origen reportado de lotes de cultivo por laboratorios de produccién y origen asignado
con analisis de Structure (asignacién de grupos genéticos) y GeneClass (asignacion de individuos).

Grupos asignados

Origen asignado GeneClass?

ID Lote Origen reportado Structure?! (n° de individuos asignados
(origen inferido) correctamente)

Lote 2 Texas Grupo 6 -

Lote 4 Hawai Grupo 5 -

Lote 5 Texas Grupo 3 (Texas) Texas (2)

Lote 7 Ecuador Mezcla? Ecuador (3)
Lote 11 Ecuador Mezcla? Ecuador (6)
Lote 12 Ecuador Grupo 4 Ecuador (2)
Lote 13 Texas Grupo 6 Texas (5)

Lote 15 Ecuador Mezcla? Ecuador (6)
Lote 34 Nicaragua Grupo 1 Centroamérica | (1)
Lote 39 Ecuador Mezcla? -

Lote 42 Buenavista Mezcla? -

Lote 54 Ecuador Mezcla? Ecuador (7)
Lote 55 Texas Grupo 3 (Texas) Texas (3)

Lote 100 México Grupo 2 (México) México (12)

Proporcién promedio de membresia a un grupo>0.80; 2Proporcién de membresia a mas de un grupo; 3Individuos asignados con

score>99%.

En cuanto a las muestras silvestres, se destaca que no se logran diferenciar genéticamente de

algunos lotes de cultivo, como se observa en las graficas de bandera de Structure con perfiles

genéticos similares a los lotes 11, 34, 39y 42 (Fig. 14) y DAPC (Fig. 15).
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Figura 13. Grafica de DeltaK para visualizar el nimero de K mas probable (K=grupos genéticos)
incluyendo los 14 lotes de cultivo (muestras ciegas), 3 poblaciones silvestres (Sinaloa, Sinaloa
Norte y Guerrero) y las muestras de referencia (Perez-Enriquez et al., 2018c).

Figura 14. Grafica de banderas de Structure para K=2 y K=7. Muestras “ciegas” de 14 lotes de
cultivo (L), entre paréntesis origen reportado por el laboratorio de produccién; muestras
silvestres (W); muestras de origen conocido (Pop) reportados por Pérez-Enriquez et al. (2018c).
Bvis=Buenavista, CAl=Centroamérical, CAll=Centroamérica2, Ec=Ecuador, Hw=Hawai,
Mx=México, Nc=Nicaragua, Tx=Texas, WSin=Sinaloa, WGue=Guerrero, WNs=Sinaloa noroeste.
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Figura 15. Grafica de DAPC (Andlisis Discriminante de Componentes Principales) para las muestras
“ciegas” de 14 lotes de cultivo (L); muestras silvestres (W), Sin=Sinaloa, Gue=Guerrero, Ns=Sinaloa
noroeste; muestras de origen conocido (Pop) reportados por Pérez-Enriquez et al. (2018c),
PoplTx=Texas, Pop2Ec=Ecuador, Pop3CAl1=Centroamérical, Pop4Mx=México,
Pop5CA2=Centroamérica2. A) DAPC de Componentes Principales 1y 2. B) DAPC de Componentes
Principales 1y 3.

Con el andlisis de asignacién poblacional con GeneClass2, se obtuvo un 46% (n=74) de asignacion
de las muestras de los lotes de cultivo a las poblaciones de referencia reportadas por Pérez-
Enriquez et al. (2018c) con 18 asignaciones incorrectas, y 9 individuos del lote 42 reportado como
Buenavista (lote de origen silvestre con pocas generaciones en cultivo; Rafael Ruiz, comunicacién
personal) cuyas muestras fueron principalmente asignadas a la poblacion de referencia de
Ecuador; esto coincide con los resultados de Structure (Fig. 12) en el que se observan perfiles
genéticos muy similares entre el lote 42 y la muestra de referencia de Ecuador. Las asignaciones
poblacionales con GeneClass2 permitieron inferir muestras con origen de los lotes 7, 11y 15 como

Ecuador (que coincide con el reportado por los laboratorios de produccion; Tabla 6).

7.2.4 Evaluaciodn in silico de panel de SNPs para andlisis de parentesco

Para la evaluacion in silico de 117 SNPs (panel para GT-seq, excluyendo el SNP de identificacién
de sexo), los resultados de asignacién de la progenie simulada a sus padres se presenta en la Tabla
7; considerando la proporcion de padres muestreados utilizada en las simulaciones, los resultados

de asignacién fueron como se esperaban (ejemplo, con el 1.0 de padres muestreados, el 100% de
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la progenie asignada), aunque con el 95% de nivel de confianza fue ligeramente bajo (77% de

progenie asignada) con el 0.90 de padres de muestreados.
Ademas, se obtuvo una probabilidad combinada de no-exclusion de 5.87 x 10°*° para la asignacién
a ambos padres, es decir, la probabilidad promedio de que con este panel de loci, se realice la

asignacion de una progenie a una pareja de progenitores que no sean sus padres reales.

Tabla 7. Porcentaje de asignacién en analisis de parentesco in silico con 117 SNPs

i6 Nivel nfianz
Proporcidn de el de confianza

padres muestreados

90% 95%
0.90 86% 77%
1.0 100% 100%

7.2.5 Obtencion de genotipos por GT-seq

En la secuenciacién del panel para GT-seq con 118 SNPs se obtuvo una profundidad de lectura
promedio de 31.7x. Sin embargo, 21 SNPs presentaron baja profundidad de lectura (<6x; Fig. 16),
un SNP no amplificé (SNP 4048 _586_118) y otro SNP se descarté por un bajo porcentaje de

genotipificacion en todas las muestras utilizadas (2.1% de las muestras; SNP 9717 _50_71).

Por otra parte, dos SNPs fueron descartados por encontrarse en la secuencia mitocondrial de la
especie (SNP 11208 39 117 ySNP 9814 _36_52); esto se confirmd con un analisis de blast (datos
no mostrados) al genoma mitocondrial (n° de acceso GenBank NC_009626.1). Estos dos SNPs

estuvieron sobrerrepresentados con el 23% de las lecturas totales objetivo (Fig. 16).

En cuanto al SNP de identificacidn de sexo, el 100% de los organismos que estaban identificados
visualmente (presencia de petasma en machos) coincidieron con el genotipo esperado (Hembras

C/T, machos C/C).
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Figura 16. Promedio de lecturas objetivo para cada locus del panel de 118 SNPs.



48

7.2.6 Validacion de panel de SNPs para andlisis de parentesco

Para los analisis de parentesco se utilizaron 20 familias de camarén (n=120; 20 hembras, 20
machos, 80 progenie) ya que 10 individuos fueron descartados de los analisis por bajo porcentaje
de genotipificacion (<50%), ademas se realizaron los andlisis con 91 SNPs (22 SNPs se descartaron

por bajo porcentaje de genotipos).

En los resultados con Cervus, se obtuvo una probabilidad combinada de no-exclusién de 3 x 10
para la asignacion de la progenie a ambos padres. Los porcentajes de asignacién de la progenie a
ambos padres fue alto con Cervus (78-99%), aunque no alcanzaron el 100% a diferencia del
analisis con Colony, con el cual el 100% de la progenie fue asignada a ambos padres (Tabla 8).
Cabe mencionar que los individuos que no fueron asignados con el andlisis en Cervus,
pertenecieron principalmente a la misma familia. Todas las asignaciones obtenidas coincidieron

con las previamente reportadas con un panel comercial en un andlisis independiente.

En el analisis con Colony, la probabilidad de las asignaciones obtenidas para ambos padres fue
alta (0.99-1.00). Para la conformacién de la progenie en familias, 20 familias fueron inferidas
correctamente con una probabilidad de inclusion (probabilidad de que los miembros de la familia

hayan sido incluidos) de 0.9988-1.0 y una probabilidad de exclusién de 0.1708-1.00.

Tabla 8. Porcentajes de asignacion de progenie a ambos padres (n=80)

Cervus Colony
Proporcion de
padres Nivel de confianza
muestreados
90% 95%
0.90 94% 78% 100%

1.0 99% 91% 100%
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8. DISCUSION

8.1 Panel de SNPs con 2bRAD

El nimero de SNPs obtenido con 2bRAD fue mayor al esperado considerando los resultados del
analisis in silico. Con 2 bases selectivas (19,105 SNPs) fue 2.5 veces mayor al calculado en el
analisis in silico (7,669) y 6.9 veces mayor con 4 bases selectivas (2,874 SNPs vs 418 SNPs en el
analisis in silico). Esto podria deberse a que las secuencias de la base de datos publica (Perez-
Enriquez et al., 2018c) utilizada en el analisis in silico para estimar la proporcion de sitios variables
fueron obtenidas por NextRAD, el cual es un método distinto que utiliza un transposoma de

Nextera que fragmenta y etiqueta el ADN.

Ademas, el porcentaje de alineamiento de las secuencias al genoma de referencia (63.4-72%)
puede ser optimizado debido a que el genoma de referencia disponible cuando se realizé el
analisis cubre sélo del 64-68% del genoma estimado para la especie (1.66 Gb de los 2.45y 2.6 Gb
estimados con citometria de flujo y andlisis de k-mer, respectivamente) (Zhang et al., 2019), por
lo que, utilizar los genomas de referencia recientemente publicados (Peng et al., 2023; Perez-
Enriquez et al., 2024a), los cuales estdn mas completos (1.87 y 2.055 Gb, respectivamente)

incrementaria el porcentaje de alineamiento y por lo tanto, el nimero de SNPs del panel.

La densidad de SNPs obtenida con dos bases selectivas fue similar a otros trabajos en P. vannamei
con el mismo método (23k SNPs), pero sin utilizar el genoma de referencia de Zhang et al. (2019)
(Wangetal., 2017b; Wang et al., 2019a; Wang et al., 2019b). Aunque en estos estudios, se asume
gue no utilizan bases selectivas en los adaptadores, ya que no lo especifican, al parecer usan la

misma enzima de restriccién (Bcgl).

El método de 2bRAD puede ser una opcidn viable para estudios que requieran paneles de SNPs
de mediana y alta densidad (miles de SNPs), como GWAS (Wang et al., 2019b; Yu et al., 2019;
Medrano-Mendoza et al., 2023), seleccion gendmica (Wang et al., 2017b; Wang et al., 2019a),
mapas de ligamiento (Peng et al., 2020), entre otros. Sin embargo, para otro tipo de estudios, por
ejemplo, de parentesco (Perez-Enriquez y Max-Aguilar, 2016), es posible utilizar una menor

densidad de SNPs, principalmente si se requiere optimizar el nimero de individuos a analizar en
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una misma linea de secuenciacién y reducir con esto el costo del andlisis; por lo que otras
opciones como GT-seq, pueden ser viables cuando no se requiere una alta densidad de

marcadores.

8.2 Panel de 118 SNPs y obtencidn de genotipos con GT-seq

Utilizando una base de datos de secuenciacidn publica (proyecto NCBI-SRA PRINA492152; Pérez-
Enriquez et al., 2018c), se desarrolléd un panel de 118 SNPs, el cual incluye SNPs enfocados a
estructura genética y asignacion poblacional, analisis de parentesco e identificacion de sexo; este
panel fue adaptado para la obtencion de genotipos en una sola reaccién multiplex por individuo
con el método de GT-seq (Campbell et al., 2015), lo cual reduce el tiempo de preparacién de
librerias. Ademas, el objetivo de enfocarse en un panel de baja densidad permite incluir un mayor
numero de muestras en una sola linea de secuenciacion, lo que a su vez reduce los costos de
genotipificacion; por ejemplo, las celdas disponibles para un secuenciador Miseq (lllumina) tienen
una capacidad de 1, 4, 15 y 25 millones de lecturas, en las que seria posible analizar 175, 700,

2630y 4385 individuos respectivamente (20% PhiX, 40x de profundidad de lectura, 114 SNPs).

Dentro del panel de 118 SNPs, se observd una sobrerrepresentacion de las lecturas de los SNPs
9814 36_52y 11208_39_117 (23% del total de lecturas objetivo), los cuales resultaron ubicarse
en el ADN mitocondrial. El problema de la sobrerrepresentacion de pocos SNPs es que afecta la
profundidad de lectura de los demas loci, lo que a su vez provoca la pérdida de genotipos; se
observé baja profundidad de lectura <6x en 21 SNPs (lo que ocasiond el descarte de SNPs en los
andlisis posteriores de asignacion poblacional y parentesco). El problema de |Ia
sobrerrepresentacién en GT-seq ha sido reportada en otros estudios (Baetscher et al., 2018;
Bootsma et al., 2020); en Bootsma et al. (2020) realizaron tres rondas de prueba en las que
eliminan los SNPs con alto grado de amplificacion (identificando la proporcion de lecturas en el
10% de los loci con mayor numero de lecturas) y con esto mejoraron la homogenizacién de
lecturas entre loci. Considerando lo anterior, la eliminacién de estos dos SNPs mejorard la

genotipificacion del panel con GT-seq.
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Para el uso de este panel en futuros analisis, se recomienda incluir sélo 114 SNPs durante la
preparacion de librerias, descartando los dos SNPs anteriormente mencionados, asi como los

SNPs 4048 586_118 y 9717_50_71, por su deficiente amplificacion.

8.3 Caracterizacion gendmica de poblaciones de cultivo de P. vannamei en México y validacién
de panel de SNPs de baja densidad para andlisis de asignacion poblacional y trazabilidad

En el analisis de Structure, al comparar el origen de los lotes de cultivo que fueron reportados por
los laboratorios de produccion, y los resultados obtenidos para K=6 (Fig. 12; Tabla 6) se logro
inferir exitosamente el origen algunos lotes (como el 5 y el 55), y distinguir claramente los
organismos del lote con origen reportado en México, con los lotes de importacién, esto ultimo,
acorde también con el DAPC (Fig. 15). Por otra parte, se observan lotes reportados con el mismo
origen, en grupos genéticos distintos, esto principalmente para los lotes de cultivo importados de
Ecuador; para el caso de los lotes con origen en Texas, se distinguen dos grupos genéticos: los
lotes 5 y 55 (Grupo 3; Tabla 6) y los lotes 2 y 13 en el grupo genético 6 (Tabla 6). Esto puede
deberse a que provienen de distintos lotes de origen y/o distintos eventos de importacion; o que,
aunque hayan provenido de un mismo lote importado, el manejo y reproduccidn entre los
laboratorios de produccién es distinto; por ejemplo, algunos laboratorios mantuvieron pocas
familias (Rafael Ruiz, comunicacién personal), lo que en un par de generaciones ocasionaria

cambios importantes en las frecuencias alélicas.

En la validacion del panel de SNPs para trazabilidad, casi la mitad de las muestras (46%; n=74)
fueron asignadas a las poblaciones de referencia de origen conocido reportadas por Perez-
Enriquez et al. (2018c); de las asignaciones obtenidas 18 individuos fueron asignados a un origen
gue no corresponde al reportado por el laboratorio de produccién y otros 9 individuos del lote 42
(origen reportado como Buenavista) fueron asignados a la poblacién de referencia de Ecuador.
Hay que considerar, que la falta de asignacién de muestras de Texas y Ecuador puede deberse,
como ya se menciond en el parrafo anterior, a diferencias en el manejo entre los laboratorios de
produccién y en cuanto al lote 4 (origen reportado Hawai), no se contdé con una poblacién de
referencia, por lo que no se obtuvo asignacidn poblacional de esas muestras, pero en el DAPC
(Fig. 15B) los organismos de este lote se separan claramente de los demas. Otra consideracién es

que no se observa una clara diferencia genética entre algunos origenes de referencia; se observa
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que las muestras de referencia de Centroamérica y Ecuador se encuentran en un mismo grupo

genético (Fig. 12).

Otros estudios, con especies pesqueras, obtuvieron altos porcentajes de asignacién a su
poblacién de origen; 98% de asignacidén en merluza Merluccius merluccius (Nielsen et al., 2012),
de 13-100% de asignacion en salmoén Oncorhynchus tshawytscha (Clemento et al., 2014), 81-83%
en atun aleta azul Thunnus thynnus (Rodriguez-Ezpeleta et al., 2019). Asi como bajos porcentajes
de asignaciones incorrectas, 1.05% [comparacidn entre marcaje fisico y asignacidn con panel de
SNPs; Clemento et al. (2014)], 2% y 10% (Rodriguez-Ezpeleta et al., 2019). Aunque, el nimero de
SNPs utilizado es similar al de este trabajo; por ejemplo, en Clemento et al. (2014), se utilizé un

mayor numero de muestras como poblacién de referencia (n=8,000).

Ante la falta de una base de datos de referencia mayor, en situaciones en donde existen lotes de
camaron incautados, una estrategia que puede ser implementada con este panel de SNPs, es
analizar las muestras del producto incautado y tomar muestras del presunto origen del producto,
para comparar los perfiles genéticos, ademas de incluir perfiles genéticos de otras muestras

independientes como referencia.

Por otra parte, Hayes et al. (2005), para el cultivo de Salmdn del Atlantico en Noruega, evaltan in
silico tres estrategias de trazabilidad, considerando el niumero de marcadores genéticos y el
nimero de reproductores a analizar por granja, en donde consideran que la estrategia menos
costosa podria ser genotipificar 200 SNPs y 100 peces de cada nucleo en unidad de produccién.
Un punto importante que considerar es la organizacién de cada industria; por ejemplo, si esta
organizada en tres niveles, donde los individuos en venta para consumo del cliente son
principalmente los nietos de los reproductores del nucleo. Sin embargo, en industrias como la de
camardén en México, la organizacion es distinta y este tipo de estrategias son logisticamente

dificiles de implementar.

Dentro de las recomendaciones para futuros proyectos de investigacion, se encuentra la
implementacion en México de proyectos como FishPopTrace, el cual es un proyecto internacional

en Europa (http://fishpoptrace.jrc.ec.europa.eu/) enfocado, entre otras cosas, al desarrollo e
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implementacion herramientas tecnoldgicas de trazabilidad de especies pesqueras y sus
productos, los cuales permitan mantener una amplia base de datos. A la fecha, no existen otros
estudios enfocados a la posible trazabilidad de P. vannamei, tanto en cultivo como en muestras

silvestres.

Por otra parte, un resultado relevante que se pudo observar en los analisis de estructura genética
(tanto con Structure como con DAPC), es que no hay una separacion entre las poblaciones
silvestres y algunos lotes de cultivo; por ejemplo en la grafica de bandera para K=7 (Fig. 14), se
pueden observar perfiles genéticos similares entre las muestras silvestres y los lotes 11, 34,39y
42. En un estudio previo con microsatélites, en muestras de 2012-2013, se reporté un estimado
de 7.1% de posibles escapes de camarones de cultivo al medio silvestre, y se observa una
diferenciacién genética entre poblaciones silvestres y de cultivo (Perez-Enriquez et al., 2018a).
Sin embargo, en estudios mas recientes se reportan resultados similares a este trabajo, en donde
con un panel de SNPs comercial, se observan perfiles genéticos similares entre lotes de cultivo y
poblaciones silvestres (Ruiz-Luna et al., 2023; Perez-Enriquez et al., 2024b). Ademds, Ruiz-Luna et
al. (2023) reportan la liberacién de organismos de cultivo a lagunas costeras de Sinaloa para
repoblamiento en 2019-2020; en estas practicas, es importante que los organismos que se utilizan
para repoblamiento tengan perfiles genéticos similares a las poblaciones silvestres (Miller y
Kapuscinski, 2003; Perez-Enriquez et al., 2013) y evitar modificar a largo plazo la composicién
genética de las poblaciones silvestres, lo cual por ejemplo, puede disminuir la variabilidad
genética y su respuesta ante cambios ambientales (Weir y Grant, 2005; Danancher y Garcia-
Vazquez, 2011; Glover et al., 2013; Zhang et al., 2013). Aunado a estas practicas, el escape
accidental de organismos de cultivo al medio silvestre puede ocurrir, por ejemplo, durante la
temporada de huracanes. Un estudio mds amplio para evaluar la posible introgresiéon de
organismos de cultivo al medio silvestre, incluyendo muestras histéricas silvestres es

recomendable.

8.4 Validacion de panel de SNPs de baja densidad para andlisis de parentesco en cultivo de
camaron blanco Penaeus vannamei

En la validacién del panel de SNPs de baja densidad, se obtuvo que el 100% de la progenie fue

asignada a ambos padres correctamente, asi como la asignacion de las 20 familias esperadas con
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Colony. Sin embargo, en el andlisis con el programa Cervus, aunque se obtuvo un alto porcentaje
de asignacién (78-99%), no se alcanzd el 100%, lo cual pudo deberse a perfiles genéticos
incompletos por baja profundidad de lectura de algunos SNPs (como se menciona en la seccién

8.2 y su posible solucién).

La robustez de un panel de SNPs en andlisis de parentesco puede ser afectada por el nimero de
marcadores, el MAF (frecuencia alélica del alelo menor) de esos marcadores, genotipos faltantes
y el error de genotipificacion (Anderson y Garza, 2006; Liu et al., 2016; Premachandra et al., 2019;
Massault et al., 2021). El niUmero de SNPs utilizado fue similar a los reportados para otras especies
acuicolas como el salmon del Atlantico con 94 SNPs (Holman et al., 2017), trucha arcoiris con 95
SNPs (Liu et al., 2016), el panel VannaPlus® recientemente publicado para P. vannamei con 96
SNPs (Lisboa Silva et al., 2022); Anderson y Garza (2006) mencionan que de 60-100 SNPs pueden
ser suficientes para obtener el 100% de asignacidn en analisis de pedigri. En un estudio previo en
P. vannamei con un panel comercial de 76 SNPs, se obtuvieron porcentajes de asignacién del 94-
96%, incluso disminuyendo a 50 SNPs con un MAF de 0.3 (Perez-Enriquez y Max-Aguilar, 2016).
Los SNPs con mayor MAF son mas robustos que aquellos con menor MAF en los analisis de
asignacion de parentesco (Anderson y Garza, 2006; Perez-Enriquez y Max-Aguilar, 2016), por lo
gue, para el desarrollo del panel se seleccionaron SNPs con MAF >0.2, lo cual resulté adecuado.

En cuanto al error de genotipificacién, aunque no se incluyd en este trabajo un calculo de error
de genotipos, bajos porcentajes de error han sido reportado para SNPs utilizando GT-seq, por
ejemplo, 0.50% (Schmidt et al., 2020), 0.54% (Shedd et al., 2022) 6 6.8% y 10.7% cuando se utiliza
ADN de baja calidad de muestras fecales (Hayward et al., 2022). Ademas, en la comparacion de
los perfiles genéticos de padres e hijos de las asignaciones obtenidas, no se presentaron en su

mayoria discordancias entre sus genotipos (datos no mostrados).

Por otra parte, cuando se compararon los resultados de la validacién in silico con la validacién
realizada con muestras de familias de camardn, se observé una disminucidon importante en la
probabilidad de no-exclusion (5.87 x 107> vs 3 x 10°8); si consideramos lo ya mencionado a lo largo
de la discusion, asumimos que se debid a los genotipos faltantes observados en los datos reales;

esto ya ha sido mencionado en otro trabajo (Vandeputte et al., 2011), por lo que debe ser un
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factor a considerar en futuros trabajos donde partimos de analisis in silico para el desarrollo de

paneles de marcadores.

Siendo que la meta éptima de un panel de SNPs para analisis de pedigri es obtener el 100% de
asignacion de los organismos con alto grado certidumbre, al menor costo posible, el panel
desarrollado en este trabajo cumple con gran parte del objetivo; el costo aproximado de
genotipificaciéon es de 10.13 USD para un minimo de 192 muestras, y de 8.45 USD para 768
muestras sin incluir la extraccion de ADN (Anexo 1). El que sea en un panel de SNPs de baja
densidad y con la optimizacion realizada en la genotipificacion, lo convierte en una opcién
asequible, aunado al hecho de evitar el envio de muestras al extranjero, ya que se puede realizar

el analisis en un laboratorio de genética en México, como el CIBNOR.
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9. CONCLUSIONES

La caracterizacidon gendmica de lotes de cultivo permitié distinguir hasta seis grupos genéticos
distintos con diferentes origenes de importaciéon en México, ademads, de una clara diferenciacién
genética entre el lote de cultivo con origen en México y los lotes con origen de importacién; en la
validacidn del panel de SNPs de baja densidad para trazabilidad, se logré la asignacion del 46% de
las muestras “ciegas” a los cinco grupos genéticos de origen conocido previamente reportados
para México. La falta de asignacion del resto de los individuos, se debid a distintas razones, entre
las cuales fue la ausencia de muestras de referencia para algunos origenes (como en el caso del
lote de importacién de Hawadi), asi como los cambios en las frecuencias alélicas debido a
diferentes tipos de manejo dentro y entre los laboratorios de produccién, lo que dificulta este
tipo de analisis, sin embargo este panel puede ser utilizado para verificar el origen declarado de

un lote de cultivo con la presunta poblacién de origen.

En la caracterizacidn gendmica de lotes de cultivo y muestras silvestres, se observé similitud en
los perfiles genéticos entre algunos lotes de cultivo y las muestras silvestres, lo que indicaria la

posible introgresidon de organismos de cultivo en las poblaciones silvestres.

El panel de SNPs de baja densidad desarrollado en este trabajo fue validado también para andlisis
de parentesco con hasta el 100% de asignacion de la progenie a ambos padres, asi como con la
asignacion correcta de las familias esperadas; esto aunado a la estandarizacién de
genotipificacion enfocada a reducir el tiempo y costo de andlisis, lo convierte en una buena opcion

para los productores de camardn que requieran estos analisis.

El panel de baja densidad cumple con tres objetivos en una sola reaccién multiplex, con una
misma plataforma de obtencién de genotipos (GT-seq): 1) estudiar la estructura genética y la
asignacién de muestras a una poblacion de referencia, 2) andlisis de parentesco (asignacién de

progenie a ambos padres y asignacion de familias) y 3) identificacién de sexo.

Por otra parte, el panel de SNPs desarrollado con 2bRAD es una herramienta para futuros analisis

gue requieran alta densidad de marcadores moleculares, como estudios de asociacién a lo largo
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del genoma (GWAS) y Seleccion Gendmica en P. vannamei, los cuales permitirian estudiar la
arquitectura genética de caracteres econdmicos de interés, asi como optimizar la seleccién de

dichas caracteristicas.
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11. ANEXOS

Anexo A. Comandos utilizados para identificar los sitios de reconocimiento de enzimas IIB

Los complementos -A y -B del comando zgrep indican que se obtienen los renglones después y
antes del rengldon de interés, respectivamente. Los comandos paste y sed sirven para eliminar
espacios, retornos de carro y guiones para que cada sitio reconocido quede en una sola linea. El

comando cat al final une a cada uno de los archivos obtenidos en uno solo.

# Codigo para la busqueda y conteo de sitios de restriccidon de la enzima Bcgl con reconocimiento
#de la secuencia CGA......TGC en el genoma de P. vannamei (GCA_003789085.1_ASM378908v1 _
#genomic.fna.gz) donde los puntos indican cualquier base. Con el fin de contar los sitios que
#quedan al final y al principio de los renglones se incluyen las diversas posibilidades usando los
#simbolos $ al final del renglén y » para el principio del renglén.

zgrep -A 1-B 1 'CGA.....TGC' GCA_003789085.1_ASM378908v1_genomic.fna.gz | paste -s | sed
's/\t//g' | sed's/--/\n/g' > sitios_Bcgl_1.txt

zgrep -A 1 'CGA......TGS' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed
's/\t//g' | sed 's/--/\n/g' | grep 'CGA.....TGC' > sitios_Bcgl_2.txt

zgrep -A 1 'CGA.....TS' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed
's/\t//g' | sed 's/--/\n/g' | grep 'CGA.....TGC' > sitios_Bcgl_3.txt

zgrep -A 1'CGA......5' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g'
| sed's/--/\n/g' | grep 'CGA......TGC' > sitios_Bcgl_4.txt

zgrep -A 1 'CGA.....5' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g'
| sed's/--/\n/g' | grep 'CGA.....TGC' > sitios_Bcgl_5.txt

zgrep -A 1 'CGA....S' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g'
| sed's/--/\n/g' | grep 'CGA.....TGC' > sitios_Bcgl_6.txt

zgrep -A 1 'CGA...S' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g' |
sed 's/--/\n/g' | grep 'CGA.....TGC' > sitios_Bcgl_7.txt

zgrep -A 1 'CGA..S' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g' |
sed 's/--/\n/g' | grep 'CGA......TGC' > sitios_Bcgl_8.txt

zgrep -A 1 'CGA.S' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g' |
sed 's/--/\n/g' | grep 'CGA.....TGC' > sitios_Bcgl_9.txt
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zgrep -A 1 'CGAS' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g' |
sed 's/--/\n/g' | grep 'CGA.....TGC' > sitios_Bcgl_10.txt
zgrep -B 1 '"MA.....TGC' GCA_003789085.1_ASM378908v1l_ genomic.fna.gz | paste -s | sed
's/\t//g' | sed 's/--/\n/g' | grep 'CGA......TGC' > sitios_Bcgl_11.txt
zgrep -B 1 '"GA......TGC' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed
's/\t//g' | sed 's/--/\n/g' | grep 'CGA......TGC' > sitios_Bcgl_12.txt
cat sitios Bcgl 1.txt sitios_Bcgl 2.txt sitios_Bcgl 3.txt sitios_Bcgl 4.txt sitios_Bcgl 5.txt
sitios_Bcgl_6.txt  sitios_Bcgl_7.txt  sitios_Bcgl_8.txt  sitios_Bcgl 9.txt  sitios_Bcgl_10.txt
sitios_Bcgl_11.txt sitios_Bcgl_12.txt > sitios_Bcgl Fwdtotal.txt
# Esto también debe ser calculado para la secuencia antisentido que es 'GCT......ACG', pero dado
#que la secuencia solo la tenemos en direccion sentido, se debe buscar en direccién inversa es
#decir 'GCA......TCG'
zgrep -A 1 -B 1 'GCA..... TCG' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed
's/\t//g' | sed 's/--/\n/g' > sitios_Bcgl_Rev1.txt
zgrep -A 1 'GCA.....TCS' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed
's/\t//g' | sed 's/--/\n/g' | grep 'GCA.....TCG' > sitios_Bcgl_Rev2.txt
zgrep -A 1 'GCA.....TS' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed
's/\t//g' | sed's/--/\n/g' | grep 'GCA......TCG' > sitios_Bcgl_Rev3.txt
zgrep -A 1'GCA......5' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g'
| sed's/--/\n/g' | grep 'GCA.....TCG' > sitios_Bcgl_Rev4.txt
zgrep -A 1 'GCA.....5' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g'
| sed's/--/\n/g' | grep 'GCA......TCG' > sitios_Bcgl_Rev5.txt
zgrep -A 1 'GCA....§' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g'
| sed's/--/\n/g' | grep 'GCA......TCG' > sitios_Bcgl_Rev6.txt
zgrep -A 1'GCA...S' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g' |
sed 's/--/\n/g' | grep 'GCA.....TCG' > sitios_Bcgl_Rev7.txt
zgrep -A 1 'GCA..S' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g' |
sed 's/--/\n/g' | grep 'GCA.....TCG' > sitios_Bcgl_Rev8.txt
zgrep -A 1 'GCA.S' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g" |
sed 's/--/\n/g' | grep 'GCA......TCG' > sitios_Bcgl_Rev9.txt
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zgrep -A 1 'GCAS' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed 's/\t//g' |

sed 's/--/\n/g' | grep 'GCA.....TCG' > sitios_Bcgl_Rev10.txt

zgrep -B 1 '"MA.....TCG' GCA_003789085.1_ASM378908v1l_ genomic.fna.gz | paste -s | sed
's/\t//g' | sed's/--/\n/g' | grep 'GCA......TCG' > sitios_Bcgl_Rev11.txt

zgrep -B 1 '"CA......TCG' GCA_003789085.1_ASM378908v1_ genomic.fna.gz | paste -s | sed
's/\t//g' | sed's/--/\n/g' | grep 'GCA......TCG' > sitios_Bcgl_Rev12.txt

cat sitios_Bcgl_Revl.txt sitios_Bcgl Rev2.txt sitios_Bcgl _Rev3.txt  sitios_Bcgl_Rev4.txt
sitios_Bcgl_Rev5.txt sitios_Bcgl_Revb.txt sitios_Bcgl_Rev7.txt sitios_Bcgl_Rev8.txt
sitios_Bcgl Rev9.txt sitios Bcgl Rev10.txt sitios Bcgl Revl1l.txt sitios Bcgl Rev12.txt >

sitios_Bcgl_Revtotal.txt



72
Anexo B. Secuencias de adaptadores y oligos para preparacion de librerias 2bRAD

Secuencias de adaptador 1 y adaptadores 2 (2.1 al 2.12, 12 posibles adaptadores para cada
columna de la placa) en sentido y su correspondiente antisentido, sin bases selectivas. En rojo,
bases que pueden ser substituidas con bases selectivas; en azul, secuencias de cédigo de barras.

ID Adaptador

Secuencia

Adaptadorl_5ill-NNRW

Adaptadorl_anti5ill-NNRW

Adaptador2.1_3illIBC1
Adaptador2.1_antiBC1
Adaptador2.2_3illIBC2
Adaptador2.2_antiBC2
Adaptador2.3_3illIBC3
Adaptador2.3_ antiBC3
Adaptador2.4_3illIBC4
Adaptador2.4_ antiBC4
Adaptador2.5_3illIBC5
Adaptador2.5_antiBC5
Adaptador2.6_3illIBC6
Adaptador2.6_ antiBC6
Adaptador2.7_3illIBC7
Adaptador2.7_antiBC7
Adaptador2.8_3illIBC8
Adaptador2.8_antiBC8
Adaptador2.9_3illIBC9
Adaptador2.9 antiBC9
Adaptador2.10_3illIBC10

Adaptador2.10_antiBC10

Adaptador2.11_3illIBC11

Adaptador2.11_ antiBC11

Adaptador2.12_3illIBC12

Adaptador2.12_ antiBC12

CTACACGACGCTCTTCCGATCTNNRWCCNN
GGWYNNAGATCGG/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTACACNN
GTGTAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTCTNN
AGACAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGGTNN
ACCAAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCACTNN
AGTGAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGATGNN
CATCAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCACNN
GTGAAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTGANN
TCAGAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAAGCNN
GCTTAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTAGNN
CTACAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGACANN
TGTCAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTGANN
TCACAGATCGGA/3InvdT/
CAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGTCNN
GACTAGATCGGA/3InvdT/
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Secuencias de oligos ILLBC (ILLBC23-30, ocho posibles oligos para cada linea de la placa); Truseq (TruseqUn1-6, seis posibles oligos para
identificar cada placa); P5 y P7 (oligos para secuenciacidn con Illumina). En rojo, la secuencia del cédigo de barras.

ID oligo

Secuencia

ILLBC23
ILLBC24
ILLBC25
ILLBC26
ILLBC27
ILLBC28
ILLBC29
ILLBC30
Truseq_Unl
Truseq_Un2
Truseq_Un3
Truseq_Un4
Truseq_Un5
Truseq_Un6
P5

P7

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCACTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTACCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCAGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTTTTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGTTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCGGTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATCACGACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACTTGAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAGCTTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGCTACACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTTAGGCACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGATGTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGA

CAAGCAGAAGACGGCATACGA
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Anexo C. Descripcion de andlisis de datos generados durante la qPCR-HRM para curvas de alta
resolucién (HRM) y obtencion de genotipos de SNPs

El software del termociclador CFX96 genera los datos de la fluorescencia en RFU (Unidades de
Fluorescencia Relativa) en funcidn de la temperatura durante el andlisis de la curva de disociacién
en un archivo que nombra “Melt curve amplification results”, ademas de la temperatura inicial y
final de cada curva de disociacién en el archivo “Melt curve peak results” y la derivada de la
fluorescencia en funcidn de la temperatura en el archivo “Melt curve derivative results”. Los datos
se exportan a Excel donde inicialmente son graficados considerando el rango de temperatura de
la curva dado por el equipo. Se acota el rango de temperatura del punto previo al descenso la
fluorescencia hasta que desciende completamente. Este rango representa del punto previo al
inicio de la disociacion de los fragmentos de ADN hasta el punto en que todos se encuentran

separados. Este intervalo de datos es usado en el cdlculo de las curvas subsecuentes.

Se calculan tres curvas para cada SNP: (1) Una curva normalizada para incrementar inicialmente
la diferencia entre los perfiles de las curvas, en esta los datos son normalizados en valores
relativos de 1 a 0. (2) Una curva diferenciada con el objetivo de enfatizar la diferencia en el perfil
de cada uno de los tres genotipos, en la cual (después de la normalizacién) se promedian los datos
de un cluster seleccionado, definiendo como cluster las curvas que estan agrupadas por ser muy
similares y que presuntamente corresponden a un genotipo; los datos de todos los individuos son
diferenciados del promedio del cluster. (3) Y una curva derivativa normalizada que representa la
variacion de la fluorescencia, en la cual la derivada de la fluorescencia en funciéon de la
temperatura es graficada y luego normalizada en valores de 1 a O, esta curva en su pico mas alta

representa el punto tedrico en el que el 50% de los fragmentos de ADN estdn disociados.
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Anexo D. Temperatura de alineamiento y secuencia de oligos para HRM del panel de SNPs para
analisis de estructura genética y asignacion poblacional

Secuencia de los oligos disefiados para cada SNP y la temperatura final de alineamiento utilizada
durante la gPCR. Se incluyen sélo los 35 marcadores moleculares que conforman el panel que fue
utilizado en los andlisis in silico.

Panel de 35 SNPs. (F) secuencia sentido; (R) secuencia antisentido; (TA) Temperatura de
alineamiento.

ID SNP Secuencia oligos TA°C

F: GGTTTAAGGTAAGCCCCGTA
Lv24611_43_128 R: TGGTATTTTTGCAGGTATTG >

F: CATTGGGAATGCATGGCGG
Lv5199_109_121 R: TTTCATTCTCCCTCCACGCG >7

F: ACCAGGAATCACTTTGCTTGC
Lv11392_361 39 R: TGTGCATGCAACTGCTTCAG )

F: TCTTTGGGAAAGGAGTCGCC
Lv5830_30_82 R: TGGGAGAACTGGATTAAAGTATCC >7

F: TTCTCTCCACATCCTGTCGC
Lv3960_43_46 R: ACCAACAAGAGCCATTTACCCT >

F: TCAGAGGAACCGGGTAGTGA
Lv26562_43_27 R: CTCACTCGCCGCACTTCG >7

F: ACCCAAGCTGCCTCAAAAGT
Lv2_10168_152_75 R: AAATACAGGGGGCAAGTACG >

F: GAGGAACCTCGCGTCGATG
Lv2 7839 114 72 ¢ GTGACGTCACTGACCTGCTG >7

F: CACCATGAACACGTTCTGCA
Lv2_8274_40_59 R: TCGTGGATCAACTGCGTGAA >>

F: AGCCTCGTTAGCAGACGTTT
Lv2 20522 88 45 o AGCCTTTCTAACATCGTCTAACA >7

F: AACCCACGTCACCATGAACA
Lv2_759_312_40 R: ACTTGAGCGAAACATTACG >>

F: TGATTCAGTTGCCGAACCCA
Lv2_2539_112_25 R: GGAGATCGCACCGCTAACTT >7



Lv2_3213_36_42

Lv2_2358 214 66

Lv2_2355_1228 73

Lv2_2849 118 101

Lv3500_48_64

Lv7641_72_71

Lv9003_194_99

Lv22879_167_52

Lv26271_31_118

Lv513_155 122

Lv9814 36 52

Lv8647_40_42

Lv25396_159 54

Lv10866_351 29

Lv8642_60_52

Lv7158_209_86

F: GGAGTCAGTGTGTGGGGAAT
R: AGGTACACAGGGAGAAACCT

-n

-n

: TTAACTCGTCAGCCGGCTTT
R:

GAGGGGTCAAGCCTCGAATG

: TGACCTGTTTAGTGCCCTGG

R: TCACCACCGGCCAGATATTG

F: ACCATGACTTTTCATCTTTCCATCT
R: TGTGCTCTCTCAGGACCTCT

: CTCGCGTGTAACACCGGAAG
: ACTGTAGACATACACGTGCACA

: CGTCCACCACCTCAACATCA

R: GGCGATGATGACCTTGTCCA

: AGCCAACACCTTAAACAGCA
: GCGGTCTTCGTACGAGTTCA

: CGGCTCGCTACGAAATCACT

R: GATGAATTGTCGCGGCCTTG

: CGTTGCTTGAGGAACTGACG
: GTCCTCCGGCTAAAAGTCCC

: ATAGGCCCTGTCTTGCGTTT
: TCCTTCATAGATCGTTTCCCACA

:ATGTCTTTGTGGTTTGTAGAAAAT

R: TAGATTTACAGTCTATCGCCTACACC

: CAGTCAGGGCCTCAAGCTC
: TCCTGTAGCCGCCTTCTTTC

: ATCTGTGTGCAAAGACATTTAACA
: ATGCCATCCAACATCTTCTACCT

: CTTATGGACGGTTGGGCGG
: TCTCGCTCCCTCTCTCTGTT

: ACGCAGAACTAGACTTTGGGT
: AATCGAATGGCGCGAGTAGG

: AACAACACACTAGACCGGGC

R: GTAAAGGTACTGGCAGGGTCC

57

57

57

57

59

57

55

57

59

59

59

57

59

57

57

59

76



Lv5626_1772_46

Lv5234_134 32

Lv4410_124 31

Lv4048_586_118

Lv3322_409 22

Lv2700_99_106*

Lv1277_233_73

: GTGTAGACCCGTGGCTCAG
R: TTCTTTCGCACCTCTGTCCC

: GGGGTCGGCAATGTGTACAA
: CCCCCTTTTGCTTTATATCATGT

: AGGGTTACTGATATGGATAAGGA
R: CTCCTGTCACGCGAAGAAGT

: GAGGCCACATCATAACCGCT
: CGGGTTTTCCTGGCTTAGCT

: GTATACCACAAAGGGAGCAAG
: GGTTGGTTTCTTTTCCTCCGC

: CCTTCAGGTTGTACGGCCC
R: AGTTTTCAGTTCCTATAATTCACATGA

: TGTTTGATTTGGGCCGACCT
: AGGCACATCACTTCCTTCGG

57

59

59

57

57

57

INo amplificé en gPCR

77
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Anexo E. Panel de 118 SNPs para estructura genética y asignacion poblacional, andlisis de
parentesco e identificacion de sexo.

Los oligos disefiados para este panel pueden ser incluidos en una sola reacciéon multiplex para la
obtencidn de genotipos por GT-seq. Cabe recordar que esta es la secuencia locus-especifico, al
oligo es necesario adicionarle las secuencias necesarias para su genotipificaciéon por GT-seq, tal
como se menciona en la seccidén 6.1.2.2 y 6.3.2 de Materiales y Métodos.

Panel de 118 SNPs para analisis de estructura genética y asignacidon poblacional, andlisis de
parentesco e identificacién de sexo. (F) secuencia sentido; (R) secuencia antisentido; (GP) SNP
seleccionado para estructura genética y asignacion poblacional; (P) SNP seleccionado para analisis
de parentesco; (IDS) SNP para identificacion de sexo.

.. Tipo de
ID SNP Secuencia oligos SNP
F: TGAGGGGTTGCGCAATACTT
26659 141 123 P
R: AACTCCGTCGTCGCGTAGA
F: CAACAGAGGGCCCGAATCG
26358 32 62 P
R: GAATGAATCTCCCGGCCGAA
F: CTTGAGACGCTCTCGCTAGG
25452 39 86 P
R: GCTGCGAGTTGAAGTCTCCA
F: ATGCCGGGCCAGAATAATGT
25084 _128 106 P
R: GTGCGGCTATATTTACACGAGC
F: GCTTCTCCTTGTCCTGTGCT
23987 _42 95 P
R: ACAACAAGACTGAGCAGGGT
F: CGTGATAAAAGAACTTTCTATTTTGCG
23612_43 30 P

R: CGAAAGCAAGAACCGCTACG

F: TCCATCCTCTCGTTCGCTTG
23241 32_89 P
R: AAAGCCGACAGACATTCCCA

F: GCCTCTCAAGCTGACAGTACA
23179 194 57 P
R: TGACGAACAGTGTTCCACTTGA

F: TGGTAGGATCTAAAAGTGTCACAC
23048 _265_32 P
R: CACTTTCGCCAGTCACAACG

F: GCCAAGAAGGTGTTGGGAGA
22476_60_84 P
R: GGCCGCTTATCTTTTTCCCC

22254 _93_66 F: CATCAGCAAAGTCAAGGTCAGT P




R: GCAACAACACCTTTGCATGGA

F: TGAACTCACCCAATACCCCC
21988_37_80

R: GTCACAGGGAAGGAAAAGGGA

F: TGTTGACGGTCCTTCCTGTG
21571 174 67

R: GTAGCTTTGGGAACGGTGGA

F: TGCCCCAGTGTTACTCCCTA
21052_66_37

R: TTCCTGTTCCCCAGACGCTA

F: AGAGTATCCTGCGACTCCCC
20566_45_29

R: TCCTAGCTGGGACGAGGATG

F: GGAATGCTGTCACGTGAAAGG
19765_60_72

R: CCAAGGGCGTTCGAAACTTG

F: ACCTTCTCTCGGCACCATTG
19680_80_76

R: TCCTTTTTACGCTCCGCCAT

F: TAGGAGATGCTAGGGCCGAG
19529 54 78

R: ACAAGCACAGCACTTCCTCA

F: TCTTTGCCTCTCTGAGCAGC
19379 _31_100

R: GACTCTCAGTCAATTCAATCTCGA

F: TCTGTGCACTGCCCTTCG
19292 52 31

R: AATGGCACTGCGGTGAGAAG

F: GGACAGCTCCCTGGTCAAAG
19183_297 42

R: GGCTCTTTGGCAGGTTTTGG

F: TCAGAGTCCCCATCCCACTT
18433_37_100

R: TGAGGCCTTAGACTGTTGCG

F: CGCTATTGTTGGGGGTCACT
17910_36_120

R: CCAGCCACACCTCCCCTC

F: CGTGAGGGTTGGGTTCTCTC
17883_117_37

R: CACCCAGTGTGCCTGTAACT

F: CCATACAGCACGGGGTTGAT
17752_60_83

R: TTACCGTGGCATGTCGTCAA

F: AGAGAGAGGGAGTGCAGGAG
17577_54_100

R: CCTCCCGTTCTTCTCCTTCG
16885 30 29  F: GTACCCAGGTCGAGCCGC



13056_69_23

: TGCTGGATAATAGGACGGGGA

13007_59_30

: TCGTCTTCTGTTGTACATCGTTT
: TTGAACACTTCCTCGTCGCC

12523 _426_47

: CCCCCAATCCCACTTCTCTG
: GTGACAGCACTCTCGCAGAT

R: CGCAAGGGTTGTTTGGCTTT

F: TGTCTCCCGCGAGTCTCATA
16778_168_114

R: TTGCCATGACGCTGACCTG

F: TCACGGCATCTGTGAAGTCA
16648_417_58

R: AGCGAGGCAGCAAACTTACT

F: CTCCGGCAACCATCCAATCT
16534_42_89

R: TTTCACGTCAATCTTCCATCCAT

F: TCAGCAAAGTCAAGGTCGGT
16243_36_86

R: ACACTTGCATGGACTGGACG

F: ATCCGGAGCAGAGTTTACCC
15250 39 38

R: AGGAGGAAAGCGAGTCATGC

F: CAGGTTTTGCCTCCTCCTCC
15073_47_111

R: GCCACTTGTTGCTTCCTGC

F: CCCTGTGTCTGGAGGTTTGT
14885_52_87

R: CCTTAAAGCTCACGTGGCAC

F: ACATTTCACTTGTGTACCAGGGA
14681_61_74

R: ATTGGCTGATGGTCAGGGTG

F: AACGACAAGACGCGGTTTTG
14623_62_83

R: TTAGGTCCGACTCGCATGAC

F: CAGGTCATAGCCCTTCCACG
14538_61_117

R: GTCGTCCGAAGTGTGCCG

F: CAMAGAAGGTTGGGGCAAGC
14108_1170_97

R: ATGTGGAGAGTGGCGTGAAG

F: TGAGCCAATGAGTCAGCGAC
14032_58_121

R: TCGTTAAAGCCTTCCCTCGC

F: ACAGGCGGTAAGTATGCAGC

R

F

R

F

R

F

12314_124_128

TTTAGTGTGTGACGCCCTCG
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R: GAAGCGGTGATCTGAGGAGC

11321_70_27

F: CTCCCAGATTTGAGGAGCCG
R: ACATACATCACTGCTGCTGTCA

11208_39 117

F: CAGATGCCATTCCAGGACGA
R: ACCCTGGCCGGTTTATCAAG

10925_305_127

F: CACCGGTAAGAGCATGTCCA
R: TGAGATTCCTGCTGGTGAGG

10805_123_53

F: ATGCCCGAAGTTTGGAGGAA
R: TTGTCTGCTATTGTAAGTGGCTT

F: ACGGAGTGAAATAGTACATTTTGAATG

9717_50_71

R: CGTCGCCCACCGTTATACAT

F: GCACTTGCGATGGTAAAATCATTG
7606_31_72

R: AGCTCCACAGTGACTTCCTT

F: TGTAACTGTGCAGTGGACGC
7515_119 39

R: GGATTCGTCTCCAGCCTCAG

F: GGATCCTTTTTAAAACCCAGTGCT
7257 133_89

R: AGCAGGGTTTTGCCTAAACAA

F: ATATGTCCGCGGGCTTTGAT
7042_73_65

R: GCCAACCACTAACCACACCT

F: GCGTGGAAATGGAGGGGAAA
6795_169 62

R: TGCATCTCTCTCGCCCTTTG

F: GAGTCTTATCCGGGTCGCAG
6602_50_98

R: ACACCTCAGCCTTCAACACC

F: CAGTCTCAGAGTCGCCAAGG
6483_44_60

R: GATCACCTGGCTTCGTTTGC

F: CAAGATCGCCGAGTTCTCGA
6189 63_60

R: AAACTGACCTGAACTCGGGC

F: AAGTTCTCGAAAGAAGGCGG

5861 _232_119

R: GCTCCGTCGTCTCGTAATGT

5777 55 112

F: TGCCCTTGTTGGAGAGCATT
R: TGTGGCAATAATGAAAATAAGTGACA

5574_49 23

F: GCGAGATGGACCGAGGTTC
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R: CCCTTCCTCTGCCCTCCATA

F: GTGATCACACTGGTACATGATATTTGT
5477_81 39

R: GCCACCTGCACCATCATACT

F: GGGGTCGGCAATGTGTACAA
5234_134 32

R: TCCCCCTTTTGCTTTATATCATGT

F: CGTCCTCCTTGTGGGTGAAA
5197 37_101

R: TCCTTTCTTTCTCTCCTTGTCTCG

F: GACCTCCAGCAGCACAACAA
5123_49 69

R: GTCTGGGGCGATATGCTCTC

F: CAGGCTGTATGGCAGGGTCGC
2886_253_38

R: TCACCCCCAAGCCACGCTCT

F: TCTGGCACTCTGCGGGAGGC
4335_52_100

R: AGCTCATGGGCGGCTGGTAG

F: CAACCCGTTTGCCGCCAACG
4084 _41 118

R: AGGTGTGGGGTGGGTCGAGG

F: GGGACACCTGAGCCACATC
3494 140 31

R: TTTCTCTCGAGGGAGCGTTG

F: CCTCCATCACCCTCATCAGC
2553_114 43

R: GATACAGCGCACGACCTACA

F: TGATTCAGTTGCCGAACCCA
2539 112 25

R: AGCTGGGATGGCGCATATAC

F: TGTCTGGTTTTGCCCACACT
2449 63_109

R: GACTGGCGTAAGTTTGCACA

F: AGACGTTCAGATGGCTCGAG
2346_202_39

R: GACAACGTTCAGCCATGCAA

F: AATCAGCAGGGCGCCGAG
2145 32_41

R: TCACATCCTCTGGGTTGCTG

F: TGTCGGAGGGGTTATGAGGT
17599_44_83

R: ATGCACTCGTCAGCAGGC

F: GACCTCCACCCCTACACCC
7087_47_70

R: CTCTCCTGCCGGACGTCC
5500_31_87 F: CGAAGGTGAGAGTGAGAGCG
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R: TGACGTCGGCCTCCTGTC

: GACTTACTCGGAGCGCAGG

F: AGTTATCTGCGTGGGACAGC
9223 34 81

R: CGCTCGTTCGCTCATGCTAT

F: TTCGCAGTTTAAAATATTGGAAGCA
6175_66_115

R: TTTTTGTGAGGTGATTTTCTTCCTTT

F: CGACTCCCTCCCTCTTTGA
287 30_81

R: TTACTCAAGCAGGACAGCCG

F: TGCGTTGCATATATCATTCCCA
8953_32_69

R: AGACAATTCATAGACCGAGAAAGAGA

F: TACCACCTCGAGCCTCTGG
12458 _182_40

R: CCCGAGATGAATCCCATGGG

F: CCGCGATTTATTTGGCGTGA
1943_140_84

R: ACGCCAAATGATGTTTCGCC

F: TGGTCTTCCTGGGTGAGTCA
3467_56_72

R: ACGTCTCCAGGAACCGAAAC

F: TGGGCATAAAGGTTCTTATCAACC
207_101_94

R: CCAGTTCTCAAGTATGATCGATGG

F: CTTTCGCTGGGAGGACCTTT
11550_33_63

R: CGGGCTCAGGAGTAAGCAA

F: GAACAGCTTCTGGGAGCCAT
20437_30_59

R: GTACCCAGCCATCTGACAGA

F: GGGTGGTGAGTCAAAGTGCT
10471_66_1243

R: CCAGAAACTATGGCCCAGTCA

F: TCTGAACACCAACTTGGGCA
2933 38 119

R: CCTCCCCAATAGGTGTGCAA

F: CACGCACATGCACATCCAC
12227 85 38

R: CGCATAAAAGGCAGCGCATT

F: ATTTCCATGACTCACGCCGT
23746_40 91

R: CACCGGAGAGACCCTGTTTC

F: GCTGATCGGAAGCTTCTCGA
5309 122 48

R

F

4424 107_115 : GGTTCGCTTCAAGTGCCATT



R: GTGATTGGCACGGATTCCC
F: CAGCCTCGCCTCTCACATAA

4532_52_56 P
R: TCCCGCATTACACAACACAAC
F: CGCCGCACGTAATAAAGCA

32.179 24 P
R: TGATGGCGGTTTGTCTTGGA
F: AGGCGATGAGGAGGGAGTAG

953_97_86 P
R: TCCTCTGCCATTATTTCAGCACT
F: CGACGTCGTTTGTGAGGGAT

18219 _42_111 P
R: ATTAGCACCCCTCCCGAGAA
F: GTGCCCTGTTTCTCTCCCTC

4396_49_88 p
R: AGAGGTGACAACGCTTCTAAGA
F: TGAAAGCTTCTTCGGAAACACG

5251_41 29 P
R: GCAGCTAAATCAACCACCGC
F: GAGCGCATTAACTCGTCAGC

2358 214 66 P
R: GCTCTGGAGACGATTTCCCG
F: CACGGGTCGGACTCGAAC

20581 53_46 P
R: ACGATGGCCTTCGCTGTC
F: TGAGGATGAGCACCTTGAGC

14061_31_76 P
R: CTGTCGCTCTCGTGGCTG
F: GCTTGAGGAACTGACGGGAA

26271 31 118 GP
R: GTCCTCCGGCTAAAAGTCCC
F: AACCCACGTCACCATGAACA

759 312_40 GP
R: GCAACAGAACACACGGTGGA
F: TCTGTGTGCAAAGACATTTAACAAA

25396_159 54 GP
R: AGAACGGAAAGTGAGTGGACT
F: GAGAACACCTAACCGCAGCT

22879 _167_52 GP
R: AATAGCGCTGCTTCCCTTGT
F: GGAGTCAGTGTGTGGGGAAT

3213_36_42 GP
R: ACTTTGGTCATGTCAGCCCT
F: GGCCACGATGATCATGACCA

8274 _40_59 GP
R: TCGTGGATCAACTGCGTGAA

3960_43_46 F: TTCTCTCCACATCCTGTCGC GP
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R: CGAGGCCGAGTCTTTACAGG
F: TCAAGGATCCCATTACCATGACT
2849 118 101 GP
R: TGTGCTCTCTCAGGACCTCT
F: AGCCTCGTTAGCAGACGTTT
20522_88 45 GP
R: CCCGCCTTCATATCAGCTTGA
F: TCTTTGGGAAAGGAGTCGCC
5830_30_82 GP
R: GTGATGTTGTCGGGCGTTTC
F: ACCCAAGCTGCCTCAAAAGT
10168_152_75 GP
R: CCCGTTGTCTTTCTCCTTCGA
F: TCAGAGGAACCGGGTAGTGA
26562_49 27 GP
R: GACGAGCAGCTCCTTCCTTC
F: ACCAGGAATCACTTTGCTTGC
11392_361_39 GP
R: TGTGCATGCAACTGCTTCAG
F: CAGGTCACCCTCCTTCACAC
5199 109 121 GP
R: TTTCATTCTCCCTCCACGCG
F: GGTTTGTAGAAAATAATCATCGTTGCG
9814 36_521 GP
R: CTATCGCCTACACCTCAGCC
F: ATAGGCCCTGTCTTGCGTTT
513 155 122 GP
R: TCTCCTTCATAGATCGTTTCCCAC
F: CTGGGATTTCGCTCGGAGAA
4048_586_1182 GP
R: GGTTTTCCTGGCTTAGCTCATG
F: TCCACAGTGTAGCCACCAAC
25749 180_43 IDS

R: CGTCAGTGGCAAAGAGGAGT

ISNP en secuencia mitocondrial; 2No amplificd; 3locus con tres alelos
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Anexo F. Secuencia de oligos para preparacion de librerias de GT-seq

Secuencia de oligos i5 e i7 para indexado de productos de PCR con doble cddigo de barras para identificacion de cada individuo analizado.
En rojo, secuencia de cédigo de barras.

ID oligo

Secuencia

i5Tag_AAACGG
i5Tag_ACTCTT

i5Tag_ATTCCG

i5Tag_CGAGGC
i5Tag_GAAATG
i5Tag GGACTT
i5Tag_TAAGCT
i5Tag_TCTTCT

i5Tag_AACGTT
i5Tag_ACTGGC
i5Tag_CAAAAA
i5Tag_CGCAGA
i5Tag_GAACCA
i5Tag_GGCAAG
i5Tag_TAATTC

i5Tag TGAACC
i5Tag_AACTGA
i5Tag_AGCCAT

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAAACGGCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACTCTTCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATTCCGCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGAGGCCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGAAATGCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGACTTCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAAGCTCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTCTCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAACGTTCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACTGGCCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCAAAAACGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGCAGACGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGAACCACGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGCAAGCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAATTCCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTGAACCCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAACTGACGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGCCATCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC



i5Tag_CAATCG
i5Tag_CGCGTG
i5Tag GACGAC
i5Tag_GGGCGC
i5Tag_TACACA
i5Tag_TGACAA
GTseq_i7_i01
GTseq_i7_i02
GTseq_i7_i03
GTseq_i7_i04
GTseq_i7_i05
GTseq_i7_i06
GTseq_i7_i07
GTseq_i7_i08

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCAATCGCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGCGTGCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGACGACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGGCGCCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTACACACGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTGACAACGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
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Anexo G. Comandos de Perl para obtencidn de genotipos de librerias GT-seq

Los comandos siguientes se encuentran en el archivo GTseq_Genotyper_v2.pl en un Github que
puede ser consultado en https://github.com/GTseq/GTseq-Pipeline reportado en Campell et al.
(2015). Este archivo fue modificado para que realice el conteo de alelos con un minimo de 4x de
profundidad de lectura.

#!/usr/bin/perl

#GTseq_Genotyper_v2.pl by Nate Campbell

#Genotype GTseq libraries from individual .fastq files

#100x faster and more accurate than the original version of the GTseq_Genotyper.pl script. This
#version makes use of the forward primer sequences for each locus.

H#Requires .CSV file of [Locus
Name,Allelel,Allele2,ProbeSeql,ProbeSeq2,FWD_Primer,Al_correction,A2_correction] for all
loci as SARGV[0] and an individual fastq file.

#Correction values for input file are optional. If correction values are not used, then allele
correction values will be zero at all loci.

#Output files contain a header line with summary information followed by locus specific data.
#Locus specific output fields are LocusName, Allelel _counts, Allele2_counts, A1/A2-ratio,
Genotype, Genotype_ Class, Al_correction value, A2_correction value, On_target reads, Locus
OT_percentage, Locus On-target reads as percentage of total on-target reads

# The penultimate field is defined as: #reads beginning with forward primer sequence and
containing a probe sequence / #All reads beginning with forward primer sequence *100

# The final field is defined as: total number of on-target reads for locus / Overall on-target reads
in panel *100

use strict; use warnings;

die "usage: provide csv file of locus, alleles, and probe seqs plus individual fastg\n" unless @ARGV
==2;

my %0n_Target = ();

my %Off_Target = ();

my %F_Primer = ();

my %F_PrimerKey = ();



my %allelelname = ();

my %allele2name = ();

my %probeAl = ();

my %probeA2 = ();

my %probeAl RC = ();

my %probeA2_RC = ();

my %Allelel_Count = ();

my %Allele2_Count = ();

my %A1_corr = ();

my %A2_corr = ();

my SArraySize = 0;

my SOT_Reads = 0;

my SRaw_Reads = 0;

#read in assay and allele information and push to hashes...

open(PROBES, "<SARGV[0]") or die "error reading SARGV[0]\n";

while (<PROBES>) {
chomp;
my @info = split(/,/, $_);
SF_Primer{Sinfo[0]} = substr Sinfo[5], 0, 14;
SF_PrimerKey{SF_Primer{Sinfo[0]}} = Sinfo[0];
Sallelelname{Sinfo[0]} = Sinfo[1];
Sallele2name{Sinfo[0]} = Sinfo[2];
SprobeA1{Sinfo[0]} = Sinfo[3];
SprobeA2{Sinfo[0]} = Sinfo[4];
if (exists Sinfo[6]) {SA1_corr{Sinfo[0]} = Sinfo[6]}
else {SA1_corr{Sinfo[0]} = 0}
if (exists Sinfo[7]) {SA2_corr{Sinfo[0]} = Sinfo[7]}
else {SA2_corr{Sinfo[0]} = 0}
my Srevcomp1 = reverse Sinfo[3];
Srevcompl =~ tr/[ACGT]/[TGCA]/;
sreveompl =~ tr/AN/AIN/;



SprobeAl_RC{Sinfo[0]} = Srevcomp1;
my Srevcomp2 = reverse Sinfo[4];
Srevcomp2 =~ tr/[ACGT]/[TGCA]/;
srevcomp2 =~ tr/A\N[/\\I/;
SprobeA2_RC{Sinfo[0]} = Srevcomp2;
#Initialize Allele counts at zero...
SAllele1l_Count{Sinfo[0]} = 0;
SAllele2_Count{Sinfo[0]} = 0;
SOn_Target{Sinfo[0]} = 0;
SOff_Target{Sinfo[0]} = 0;
SArraySize++;
}
close PROBES;
#Count alleles...
open(FASTQ, "<SARGV[1]") or die "error reading SARGV[1]\n";
while (<FASTQ>) {
my SR1_ID1=S_;
my SR1_seq = <FASTQ>;
my $SR1_ID2 = <FASTQ>;
my SR1_qual = <FASTQ>;
chomp (SR1_seq);
my SFP_seq = substr SR1_seq, 0, 14;
SRaw_Reads++;
if(exists SF_PrimerKey{SFP_seq}) {
my Starget = SF_PrimerKey{SFP_seq};
if (SR1_seq =~ m/SprobeA1{Starget}|SprobeA1_RC{Starget}/){
SAllelel_Count{Starget}++; SOn_Target{Starget}++; SOT_Reads++;
}
elsif (SR1_seq =~ m/SprobeA2{Starget}|SprobeA2_RC{Starget}/){
SAllele2_Count{Starget}++; SOn_Target{Starget}++; SOT_Reads++;
}

90



91
else {SOff Target{Starget}++}

}
close FASTQ;

my SOT_Percentage = SOT_Reads/SRaw_Reads * 100;
SOT_Percentage = sprintf("%.1f", SOT_Percentage);
# print header line...
print "SARGV[1],Raw-Reads:SRaw_Reads,On-Target reads:5OT_Reads,%0n-
Target:SOT_Percentage\n";
foreach my Sloci (sort keys %F_Primer){
my SA1fix = 0;
my SA2fix = 0;
my Ssum_xy = SAllelel_Count{Sloci} + SAllele2_Count{Sloci};
SAllele1l_Count{Sloci} = SAllele1l_Count{Sloci} - (Ssum_xy / 4 * SA1_corr{Sloci});
if (SAllele1_Count{Sloci} < 0) {SAllelel_Count{Sloci} = 0}
SAllele2_Count{Sloci} = SAllele2_Count{Sloci} - (Ssum_xy / 4 * SA2_corr{Sloci});
if (SAllele2_Count{Sloci} < 0) {SAllele2_Count{Sloci} = 0}
SAllele1l_Count{Sloci} = int ( SAllele1_Count{Sloci} );
SAllele2_Count{Sloci} = int ( SAllele2_Count{Sloci} );
my Sgeno = "00"; #lnitialize genotype variable at "00"...
my Sgenoclass = "NA"; #lInitialize genotype classification at "NA"...
#Fix allele counts to non-zero number for division ratio calculation...
if (SAllelel_Count{Sloci} == 0) {SA1fix = 0.1}
else {SA1fix = SAllelel_Count{Sloci}}
if (SAllele2_Count{Sloci} == 0) {SA2fix = 0.1}
else {SA2fix = SAllele2_Count{Sloci}}
my Sratio = SA1fix/SA2fix;

Sratio = sprintf("%.3f", Sratio);

if (SAllele1l_Count{Sloci} + SAllele2_Count{Sloci} < 4) {Sgeno = "00"; Sgenoclass = "NA";}

#Set genotypes of low allele count loci to "00"
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elsif (Sratio >= 10) {Sgeno = "Sallelelname{Sloci}Sallelelname{Sloci}"; Sgenoclass =
"A1IHOM";} #Allelel Homozygotes

elsif (Sratio <= 0.1) {Sgeno = "Sallele2name{Sloci}Sallele2name{Sloci}"; Sgenoclass =
"A2HOM";} #Allele2 Homozygotes

elsif (Sratio <= 0.2) {Sgeno = "00"; Sgenoclass = "NA";} #In-betweeners

elsif (Sratio <= 5) {Sgeno = "Sallelelname{Sloci}Sallele2name{Sloci}"; Sgenoclass = "HET";}
#Heterozygotes

if(SOff_Target{Sloci} == 0) {SOff_Target{Sloci} =0.01}

my SOn_Target_Per = (SOn_Target{Sloci}/(SOff_Target{Sloci}+ SOn_Target{Sloci})) * 100;

my SPer_of_AllOTreads = SOn_Target{Sloci}/SOT_Reads * 100;

SOn_Target_Per = sprintf("%.1f", SOn_Target_Per);

SPer_of _AllOTreads = sprintf("%.3f", SPer_of_AllOTreads);

print
"Sloci,Sallelelname{Sloci}=SAllelel_Count{Sloci},Sallele2name{Sloci}=SAllele2_Count{Sloci},Sra
tio,Sgeno,Sgenoclass,SA1_corr{Sloci},SA2_corr{Sloci},5SOn_Target{Sloci},5On_Target_Per,SPer_
of AllOTreads\n";

}
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Anexo H. Archivo de entrada para obtencién de genotipos en Perl de librerias GT-seq

Los comandos en Perl para la obtencidn de genotipos (Anexo G) requieren de un archivo csv que contiene en la primera columna el nombre
del SNP, la segunda y tercer columna corresponden a los alelos esperados, la cuarta y quinta columna es la secuencia del amplicon esperado
para ambos alelos (los dos nucleétidos en corchetes indican que cualquiera de las dos bases esta presentes en esa posicidn de la secuencia),
la sexta columna es la secuencia del oligo en direccidén sentido, la séptima y octava columna corresponden a valores de correccién para
ambos alelos, estas dos columnas son opcionales por lo que pueden ir en 0. A continuacidn la informacién contenida en el archivo para el
panel de 118 SNPs para GT-seq. En el archivo no deben llevar titulo las columnas. Se excluyd el SNP 4048 586 118 (falla en la amplificacion)
y 10471_66_124 (presencia de tres alelos).

Datos de panel de SNPs para su obtencidon de genotipos en Perl. (A1) alelo 1; (A2) alelo 2; (Seqgl) secuencia esperada para alelo 1; (Seqg2)
secuencia esperada para alelo 2; (PrimerF) secuencia sentido de oligo.

SNP ID Al A2 Seql Seq2 PrimerF

>10168 152_75 T A TGAC[AG]GTCT[CT]GTACTT TGAC[AG]GTCA[CT]GTACTT ACCCAAGCTGCCTCAAAAGT
>10805_123 53 A G CAA[CT]AGCT[AG]TA[AG]CATCGA CAG|[CT]AGCT[AG]TA[AG]CATCGA ATGCCCGAAGTTTGGAGGAA
>10925_305_127 T C GATAAGACTGTGTTCC GATAAGACTGTGCTCC CACCGGTAAGAGCATGTCCA
>11208_39_117 A G AATCAAGTAAGT AATCAGGTAAGT CAGATGCCATTCCAGGACGA
>11321_70_27 G A TAGGTGACCCGT TAGGTAACCCGT CTCCCAGATTTGAGGAGCCG
>11392_.361.39 C T GTCCAGTCACTG GTCCAGTTACTG ACCAGGAATCACTTTGCTTGC
>11550_33_63 G A AGGGTTAAGGG[GT]TCTCC AGGGTTAAGAGIGT]TCTCC CTTTCGCTGGGAGGACCTTT
>12227_85_38 G A CC[TC]JCTGTGAAGC CC[TC]CTATGAAGC CACGCACATGCACATCCAC
>12314_124 128 C T AGCGGCGCTCCT AGCGGTGCTCCT TTTAGTGTGTGACGCCCTCG
>12458_182_40 G A TCA[GA]CGCAAGCG TCA[GA]CACAAGCG TACCACCTCGAGCCTCTGG



>12523_426_47
>13007_59_30
>13056_69_23
>14032_58_121
>14061_31_76
>14108_1170_97
>14538_61_117
>14623_62_83
>14681_61_74
>14885_52_87
>15073_47_111
>15250_39 38
>16243_36_86
>16534_42_89
>16648_417_58
>16778_168_114
>16885_30_29
>17577_54_100
>17599_44_83
>17752_60_83
>17883_117_37
>17910_36_120
>18219 42 111

o 4 4 4 o o » » 00 4 0o 4 o0 o 4 > o660 4 0 0 o 0O

> » >» 0o 4 » 4 o0 » >» 4 0 >» 40 4 >» o0 o 4 4 o 4

GC[GA]AGCACGGAGAAGG
TCCTTGTGA[TC]ATAAT
GCAGCC[GA]GGCAAT
TTGGGCGTGTGA
CCCCTGCGCGCGACGG
GCCTT[GA]CTTCACGCCACT
TCGCGGGA[TC]CGAGC
CCTCGTGATCGGTGGC
TGAGTTAAATTG
GCCTCTACCACCAGCCTT
AGGGTCGCCCTC
CCTCGTTTACCCTAAT
CCCAG[TA]G[TA]TGC[TC][CT]CACA
T[AG]CTTTACAGTGGCA
GAGGITC]|CTTTTAGAG
AAATATCCCGC
CTCTAAGTTGCA
GAGAGGGAAGGC
TG[CT]GCCCGCCTGCTGA
TCAGGTTCACTG
TTGCATGGGACA
CGCGATGTCCCC
CGCGTGCGTTCT

GT[GA]JAGCACGGAGAAGG
TCCTTCTGA[TC]ATAAT
GCAGCT[GA]GGCAAT
TTGGGTGTGTGA
CCCCGGCGCGCGACGG
CCCTT[GA]CTTCACGCCACT
TCGCGAGA[TC]CGAGC
CCTCGTGTTCGGTGGC
TGAGTCAAATTG
GCCTCTACTACCAGCCTT
AGGGTAGCCCTC
CCTCGCTTACCCTAAT
CCCAG[TA]G[TA]TGT[TC][CT]CACA
T[AG]CTATACAGTGGCA
GAAG[TC]CTTTTAGAG
AAATGTCCCGC
CTCTATGTTGCA
GAGAGAGAAGGC
TG[CT]GCTCGCCTGCTGA
TCAGGCTCACTG
TTGCAAGGGACA
CGCGAAGTCCCC
CGCGTACGTTCT

94

CCCCCAATCCCACTTCTCTG
TCGTCTTCTGTTGTACATCGTTT
ACAGGCGGTAAGTATGCAGC
TGAGCCAATGAGTCAGCGAC
TGAGGATGAGCACCTTGAGC
CAAAGAAGGTTGGGGCAAGC
CAGGTCATAGCCCTTCCACG
AACGACAAGACGCGGTTTTG
ACATTTCACTTGTGTACCAGGGA
CCCTGTGTCTGGAGGTTTGT
CAGGTTTTGCCTCCTCCTCC
ATCCGGAGCAGAGTTTACCC
TCAGCAAAGTCAAGGTCGGT
CTCCGGCAACCATCCAATCT
TCACGGCATCTGTGAAGTCA
TGTCTCCCGCGAGTCTCATA
GTACCCAGGTCGAGCCGC
AGAGAGAGGGAGTGCAGGAG
TGTCGGAGGGGTTATGAGGT
CCATACAGCACGGGGTTGAT
CGTGAGGGTTGGGTTCTCTC
CGCTATTGTTGGGGGTCACT
CGACGTCGTTTGTGAGGGAT



>18433_37_100
>19183_297_42
>19292_52_31
>19379_31_100
>1943_140_84
>19529 54 78
>19680_80_76
>19765_60_72
>20437_30_59
>20522_88_45
>20566_45_29
>20581_53_46
>207_101_94
>21052_66_37
>2145_32_41
>21571_174_67
>21988_37 80
>22254_93_66
>22476_60_84
>22879_167_52
>23048_265_32
>23179_194 57
>23241_32_89

> > O 0o o o o » > 4 0 60 0O 60 >0 o060 44 449 0 4 >

O 4 4 4 4 4 4 060 0 4> 4 460 4 4 40060 > 00

GTTGCTA[AG]TCTAGGCG
CAAAGTTGTATG
ATGTGCTGCTAG
TAATGA[AG]GATTTCAG
TCGTGTACAGCG
CCGGGCCACACACTGTGCC
GTCCTCTTCAAGATTA
ACTTAGAGATCC
G[CT]CATAGGCATGG
CGTTTGAAGGCT
CTCGCCTCTCGG
CGCGAGGGCGTC
CAACCGAC[AG]TGC
TCGTTTGATCCA
ACGGCG[AG][CG]AATGGTCTGAG
CTGC[CT]ATAGCCATAT
CCCTTCCCTTCT
GTAACCTTGATATT
CGAGACACGAAG
CAGCTCCACCTC
TCACACTCTCACTGTC
TTGGAATAAAGAGICT]
ATCATATTGCAA

GTTGCTG[AG]TCTAGGCG
CAAAGTTGTACG
ATGTGATGCTAG
TAAGGA[AG]GATTTCAG
TCGTGCACAGCG
CCTGGCCACACACTGTGCC
GTCCTTTTCAAGATTA
ACTTATAGATCC
G[CT]CATGGGCATGG
CGTTTTAAGGCT
CTCGCTTCTCGG
CGCGAGGACGTC
CAACCGAT[AG]TGC
TCGTTCGATCCA
ACGGCG[AG][CG]GATGGTCTGAG
CTGC[CT]GTAGCCATAT
CCCTTTCCTTCT
GTAACTTTGATATT
CGAGATACGAAG
CAGCTTCACCTC
TCACACTTTCACTGTC
TTGGAATAAAGTG[CT]
ATCATGTTGCAA

TCAGAGTCCCCATCCCACTT
GGACAGCTCCCTGGTCAAAG
TCTGTGCACTGCCCTTCG
TCTTTGCCTCTCTGAGCAGC
CCGCGATTTATTTGGCGTGA
TAGGAGATGCTAGGGCCGAG
ACCTTCTCTCGGCACCATTG
GGAATGCTGTCACGTGAAAGG
GAACAGCTTCTGGGAGCCAT
AGCCTCGTTAGCAGACGTTT
AGAGTATCCTGCGACTCCCC
CACGGGTCGGACTCGAAC
TGGGCATAAAGGTTCTTATCAACC
TGCCCCAGTGTTACTCCCTA
AATCAGCAGGGCGCCGAG
TGTTGACGGTCCTTCCTGTG
TGAACTCACCCAATACCCCC
CATCAGCAAAGTCAAGGTCAGT
GCCAAGAAGGTGTTGGGAGA
GAGAACACCTAACCGCAGCT
TGGTAGGATCTAAAAGTGTCACAC
GCCTCTCAAGCTGACAGTACA
TCCATCCTCTCGTTCGCTTG
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>2346_202_39
>2358 214 66
>23612_43_30
>23746_40_91
>23987_42_95
>2449 63_109

>25084_128_106

>2539 112 25
>25396_159_54
>25452_39 86
>2553_114 43
>26271 31 118
>26358_32_62
>26562_49 27

>26659_141 123

>2849 118_101
>287_30_81
>2886_253_38
>2933_38_119
>32_179 24
>3213_36_42
>3467_56_72
>3494_140_31

o » 4 oo 4 >» o 4 o0 4 60 4 >» 4 o0 o0 o0 o6 o > o -

- o 6o » 4 0 o6 >» 0 4 0 > o060 o0 >» 4 > > 4 4 60 6o

CTCGAGGACTTG
CGGCTTTCCTGGGCC
TGCGAATCGGTT
TGTTCGCAACGG
TTGTTGTGATCA
GCACATAGGCATATCTAC
CTTTTCAAGTGCCTTT
GAACCCACCCG[TC][CT]A
ATCTTTTCAAGG
TATGAAAGTATT
GAGCACCTTCCAAG
GAAGGAATCGTCGGGACT
GAGCCGACCGTGAT
GACGTGGGCGAAGT
CAAAGATTTTCTTGATGT
TGCTAAATCTCAACTGG
TTTGAACGGTGA
CCGGATGTGTGA
AGGAGCTCAGGG
AAGCAGC[GT]AGG
TTAACTTAGCCT
CAGGGATC[CT]CGCGTTC
CATCACCGCCCGAACA

CTCGAGGACGTG
CGGCTTTCGTGGGCC
TGCGATTCGGTT
TGTTCTCAACGG
TTGTTATGATCA
GCACATAGACATATCTAC
CTTTTCAAGTGTCTTT
GAACCCACCCA[TC][CT]A
ATCTTCTCAAGG
TATGAGAGTATT
GAGCACCTCCCAAG
GAAGGAATCATCGGGACT
GAGCCGACCGCGAT
GATGTGGGCGAAGT
CAAAGATTTTCCTGATGT
TGCTAAATATCAACTGG
TTTGAGCGGTGA
CCGGAGGTGTGA
AGGAGTTCAGGG
AAGCAAC[GT]AGG
TTAACGTAGCCT
CAGGGGTC[CT]CGCGTTC
CATCATCGCCCGAACA
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AGACGTTCAGATGGCTCGAG
GAGCGCATTAACTCGTCAGC
CGTGATAAAAGAACTTTCTATTTTGCG
ATTTCCATGACTCACGCCGT
GCTTCTCCTTGTCCTGTGCT
TGTCTGGTTTTGCCCACACT
ATGCCGGGCCAGAATAATGT
TGATTCAGTTGCCGAACCCA
TCTGTGTGCAAAGACATTTAACAAA
CTTGAGACGCTCTCGCTAGG
CCTCCATCACCCTCATCAGC
GCTTGAGGAACTGACGGGAA
CAACAGAGGGCCCGAATCG
TCAGAGGAACCGGGTAGTGA
TGAGGGGTTGCGCAATACTT
TCAAGGATCCCATTACCATGACT
CGACTCCCTCCCTCTTTGA
CAGGCTGTATGGCAGGGTCGC
TCTGAACACCAACTTGGGCA
CGCCGCACGTAATAAAGCA
GGAGTCAGTGTGTGGGGAAT
TGGTCTTCCTGGGTGAGTCA
GGGACACCTGAGCCACATC



>3960_43_46
>4084_41_118
>4335_52_100
>4396_49 88
>4424_107_115
>4532_52_56
>5123_49 69
>513_155_122
>5197_37_101
>5199 109 121
>5234 134 32
>5251_41 29
>5309_122_48
>5477_81_39
>5500_31_87
>5574_49 23
>5777_55_112
>5830_30_82
>5861_232_119
>6175_66_115
>6189_63_60
>6483_44_60
>6602_50_98

> 60 6 0o 6o 4 >» 0o >» > 0 0 >» 60 0 06 »>» > > > o 0o -

a >» O » >» O 6o 1 60 o0 >» 4 o0 4 > o o o o 4 > 4 0

GTCGCTGGAAGT
TCGAGTTCG[GA]CCTCGAC
TTCTGTGGC[TC]ACCAG
GCACTATCCTCT
CC[GA]TGAG[GA]GGGAATCCG
CCCAA[TC]ATACAGA
CCGTCACAGAAC
GATAAGGTGTGTGGGAAA
GGCGACGCGATA
GCGGAGAAATGA
ATTAAAG[AG]A
CACGTCG[AG]CGACATGTAT
CGAAGGACGTGAGGCA
CGTA[AG]A[TC]TCACAACTT
GTGCGAGATCAC
TCCGCCGAGGTC
ATTGTACCAATA
AGACGTGGATAC
TACGTGTTGGGC
CGAGGCGAA[GA]JAA
TCGGGGCGTCGG
ATTGAGAGTCGCCTGG
GTAGAAGACTGT

GTCGCCGGAAGT
TCGAGTTTG[GA]CCTCGAC
TCTGTAGC[TC]JACCAG
GCACTTTCCTCT
CC[GA]TGGG[GA]GGGAATCCG
CCCAA[TC]CTACAGA
CCGTCCCAGAAC
GATAAGGTCTGTGGGAAA
GGCGAAGCGATA
GCGGATAAATGA
ATTACAG[AG]A
CACGTCG[AG]TGACATGTAT
CGAAGGAAGTGAGGCA
CGTG[AG]A[TC]TCACAACTT
GTGCGGGATCAC
TCCGCTGAGGTC
ATTGTGCCAATA
AGACGCGGATAC
TACGTATTGGGC
CGAGGAGAA[GA]AA
TCGGGCCGTCGG
ATTGAAAGTCGCCTGG
GTAGAGGACTGT
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TTCTCTCCACATCCTGTCGC
CAACCCGTTTGCCGCCAACG
TCTGGCACTCTGCGGGAGGC
GTGCCCTGTTTCTCTCCCTC
GGTTCGCTTCAAGTGCCATT
CAGCCTCGCCTCTCACATAA
GACCTCCAGCAGCACAACAA
ATAGGCCCTGTCTTGCGTTT
CGTCCTCCTTGTGGGTGAAA
CAGGTCACCCTCCTTCACAC
GGGGTCGGCAATGTGTACAA
TGAAAGCTTCTTCGGAAACACG
GCTGATCGGAAGCTTCTCGA
GTGATCACACTGGTACATGATATTTGT
CGAAGGTGAGAGTGAGAGCG
GCGAGATGGACCGAGGTTC
TGCCCTTGTTGGAGAGCATT
TCTTTGGGAAAGGAGTCGCC
AAGTTCTCGAAAGAAGGCGG
TTCGCAGTTTAAAATATTGGAAGCA
CAAGATCGCCGAGTTCTCGA
CAGTCTCAGAGTCGCCAAGG
GAGTCTTATCCGGGTCGCAG



>6795_169_62
>7042_73_65
>7087_47_70
>7257_133_89
>7515_119 39
>759_312_40
>7606_31_72
>8274_40_59
>8953_32_69
>9223 34 81
>953_97 86
>9717_50_71
>9814 36_52
>25749_180_43

o 4 o » » 4 4 6o 4 0 60 o 0O 0o

= o > o 6o o o 4 o 4 0 > o O

GAACGGGAAAGC
GCTGCCTCGGCG
TCCGAGGGCAAC
AATTTGAACTAT
TCACGCCAGACC
TGTTCTCGTAAT
T[AG]CCAGGCTTG[TC]
GCACTTTGGCCACCCACCGCA
TTCT[CT]TCTCTTTCTC
AAG[GA]CCAG[CT]GTCAAC
CGCTAAAGGAAG
AGTCTGCCCAAG
TGCGTTGGATAA
TGCGGCGCCGA

GAACGCGAAAGC
GCTGCGTCGGCG
TCCGAAGGCAAC
AATTTCAACTAT
TCACGTCAGACC
TGTTCCCGTAAT
T[AG]CCATGCTTG[TC]
GCACCTTGGCCACCCACCGCA
TTCC[CT]TCTCTTTCTC
AAG[GA]CCGG[CT]GTCAAC
CGCTACAGGAAG
AGTCTACCCAAG
TGCGTCGGATAA
TGCGGTGCCGA

98

GCGTGGAAATGGAGGGGAAA
ATATGTCCGCGGGCTTTGAT
GACCTCCACCCCTACACCC
GGATCCTTTTTAAAACCCAGTGCT
TGTAACTGTGCAGTGGACGC
AACCCACGTCACCATGAACA
GCACTTGCGATGGTAAAATCATTG
GGCCACGATGATCATGACCA
TGCGTTGCATATATCATTCCCA
AGTTATCTGCGTGGGACAGC
AGGCGATGAGGAGGGAGTAG
ACGGAGTGAAATAGTACATTTTGAATG
GGTTTGTAGAAAATAATCATCGTTGCG
TCCACAGTGTAGCCACCAAC




Anexo I. Costo de genotipificacion de panel de 118 SNPs con GT-seq

El costo aproximado por muestra para la obtencién de genotipos por GT-seq para un minimo de 192 muestras seria de 10.13 USD, y de 13.91
USD incluyendo extraccion de ADN. Sin embargo, si se analiza un mayor nimero de muestras, por ejemplo, 768 muestras en una celda de

secuenciacion MiSeq Reagent Micro Kit v2 (300 ciclos y 4 M de lecturas; 690 USD) el costo se reduciria a 8.45 USD, y a 12.23 USD incluyendo

la extraccion de ADN.

Costo de genotipificacién por muestra y placa de panel de 118 SNPs por GT-seq, incluyendo extraccion de ADN con kit Qiagen

N° Catdlogo Reactivo o material Costo Costo Unidades Costo Costo
presentacion unidad por placa placa (USD)! muestra
(USD)! (USD)! (USD)!
Extracciéon de ADN
69506 kit DNeasy' blood and tissue de Qiagen 946 378 96 . 363.26 378
(250 reacciones) reacciones
Preparacion de librerias: PCR1
206152 QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit (100) 340 0.14 336 ul 45.696 0.48
IDT oPools 230 Primers en Pool (50 pmol por oligo; ) o 2.54 100 pl 253.64 2.64
400 pl)
Preparacion de librerias: PCR2
206152 QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit (100) 340 0.14 480 pl 65.28 0.68
Pri ic (1 | ificacid
Taoligo rimer i5 (100 nmol) con purificacion 85.71 0.01 96 ul 0.82 0.01

adicional (HPLC) 10,000 ul



Primers i7 (100 nmol) con purificacién

T4oli 71
0180 adicional (HPLC) 10,000 pl 85

Preparacion de librerias: Normalizacion

A1051001 Sequal prep normalization plate (10 175,36
placas)

Preparacion de librerias: Purificacion Perlas magnéticas

AG3881 AMPure XP beads Beckman coulter (60 805.11
ml)

Preparacion de librerias: Cuantificacion Qubit

Q32854 Qubit dsDNA HS Assay Kit Termofisher 392.43
(500 reacciones)

PCR-05- Tubos 0.5 ml Axygen claros de pared 116.20

C/Q32856/ delgada (1000 tubos) '

Secuenciacion

MS-103-1001 MiSeq Reagent Nano v2 (300 ciclos) (1 M 491.87
de lecturas)

FC-110-3001 Phix v3 control kit v3 (10 pl) 341.04

Consumibles generales

Puntas para pipeta, combitips para pipeta
de repeticion, tubos, placa para PCR,

alcohol etilico, guantes.

0.01

217.54

13.42

0.78

0.12

34.10

96 ul

1 placa

2.4 ml

2
reacciones

2 tubos

0.5 celdas

1ul

0.82

217.536

32.20

1.57

0.23

245.94

34.10

73.05

100

0.01

2.27

0.34

0.02

0.001

2.56

0.36

0.76

IConsiderando tipo de cambio de $17.50 pesos=1 USD



