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Resumen. Se presentan los resultados de validación de diferentes métodos y modelos del esquema de selección asistida por marcadores de las razas Montbéliarde y Holstein francesas, usando el chip de Ilumina de 54K. En un primer paso se realiza una búsqueda LDLA de QTLs y seguidamente usando haplotipos definidos alrededor de las regiones detectadas como QTLs se realizan distintas validaciones, prediciendo las DYD de jóvenes. En general el procedimiento funcionó de manera apropiada para los caracteres productivos de la raza Holstein, alcanzándose correlaciones entre DYDs observadas y predichas de 0.74, 0.70 y 0.58; para FP, PP y PY, respectivamente. Dada la baja heredabilidad de estos caracteres de fertilidad no funcionó de manera apropiada. Para la raza Montbéliarde los resultados son inferiores, lo que se puede explicar debido al elevado número de grupos de haplotipos fundadores independientes considerados (25), que implica que, dado el reducido tamaño de esta población, no se esté considerado la información de desequilibrio de ligamiento.
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1   Introducción

Desde el año 2001 los programas de mejora genética de vacuno de leche de las  principales razas francesas consideran información de marcadores genéticos en las evaluaciones para caracteres productivos (Boichard y col., 2002). Inicialmente en este sistema se incorporaban los genotipos para 43 microsatélites, que permitían detectar 14 regiones QTL, posteriormente los haplotipos de estas regiones se consideraban utilizando el modelo multi-QTL de Fernando y Grossman (1989) para hacer predicciones del valor genético de los candidatos a la selección. A partir de 2008, con la disponibilidad del chip bovino de 54K SNPs, el procedimiento incorpora una mayor cantidad de información molecular. La manera de considerar esta nueva información en el esquema es esencialmente la misma, con la salvedad de que ahora durante el proceso de detección de regiones QTL se emplea un procedimiento que combina información de ligamiento y de desequilibrio de ligamiento (Druet y col., 2008) y posteriormente, para la predicción de los valores genómicos, en la regiones detectadas se considera únicamente información de identidad por estado.

Hasta la fecha, el procedimiento LDLA de detección de QTLs utilizado ha incluido dos pasos, de manera similar a la propuesta original de Meuwissen y col. (2002), inicialmente se calcula para cada posición en la que se quiere estudiar la presencia de un QTL una matriz de relaciones gaméticas con las probabilidades de IBD entre los haplotipos definidos en esa posición. Para simplificar los cálculos en lugar de considerar de manera explicita las probabilidades IBD entre los haplotipos fundadores, estos haplotipos fundadores se agrupan en función de la probabilidad IBD que existe entre ellos, usando un algoritmo de clusterización. De manera que por un lado se reduce la dimensión del problema y por otro se obtiene una generación base de clusteres independientes, a partir de la que se pueden aplicar las reglas propuestas por Fernando y Grossman (1989) para calcular la inversa de esta matriz de relaciones gaméticas, conociendo las probabilidades de descendencia de cada gameto a lo largo del pedigree conocido, que se calculan por el método propuesto por Pong-Wong y col. (2001). 

Una vez calculada esta matriz, se incorpora en un modelo lineal, como la matriz que define la estructura de covarianzas entre los efectos gaméticos de los grupos de haplotipos definidos previamente.  La varianza de estos efectos y de los otros factores aleatorios del modelo (por ejemplo el valor genético aditivo infinitesimal) se estiman por un procedimiento REML. 

En el programa Frances se ha empleado un algoritmo AI-REML (Jensen y col., 1996) para estimar las varianzas de este modelo, aunque es relativamente bien conocida la sensibilidad de este algoritmo, en términos de convergencia, cuando el valor de los parámetros a estimar se encuentran cerca de los límites de su dominio y los valores iniciales están muy alejados de dichos valores. Por lo tanto un primer objetivo de este trabajo es implementar un algoritmo EM-REML que permita de una manera más robusta obtener estimas de las varianzas gaméticas asociadas a cada supuesto QTL estudiado. En segundo lugar se proponen investigar distintos aspectos implicados en la predicción del valor genético total de los candidatos; pretendemos investigar cómo los distintos umbrales para definir como significativo un QTL influyen en la predicción del valor genético total; si la estimación, utilizando un modelo multi-QTL, de las varianzas gaméticas de las posiciones detectadas como QTLs mejora la predicción; y definir el efecto, en base a la calidad de la predicción, de considerar la misma estructura entre los haplotipos (grupos de haplotipos) que durante la fase de detección, frente a asumir una estructura diagonal de haplotipos IBS. 
2 Material y Métodos 

En este estudio se emplearon DYDs de toros de las razas Holstein y Montbéliarde, que se obtuvieron en la evaluación de Octubre de 2009, la población de aprendizaje incluyó 2976 y 950 registros para Holstein y Montbéliarde, respectivamente, pertenecientes a toros nacidos antes de 2004. En la población de validación, se consideraron 965 y 207 registros, respectivamente, de animales nacidos después de 2004. Junto con las DYDs, se consideraron las EDCs como una medida de precisión para ponderar cada registro, y además se impuso al restricción de que ésta debía de ser mayor de 5.

Los caracteres considerados fueron producción de leche (MY), producción y porcentaje de proteína (PY, PP), producción y porcentaje de grasa (FY, FP), recuento de células somáticas, (SCS)  y fertilidad en novillas (HF) y vacas (CF).

Para todos estos toros se disponía de información del chip de 54K SNPs de Ilumina, después de la edición de errores de genotipado, validando los resultados del genotipado con la información genealógica, y de descartar posiciones con una MAF inferior al 5%, se procedió a la reconstrucción de haplotipos cromosómicos. Para esto proceso se utilizó el programa DualPhase (Druet y Georges, 2009) que combina el uso de información familiar y modelos ocultos de markov en la reconstrucción. Después del proceso de reconstrucción de haplotipos cromosómicos un total de 38,198 y 36,581 SNPs, para Holstein y Montbéliarde respectivamente, fueron considerados.

Para ambas razas y para los 8 caracteres considerados se empleó el siguiente modelo aleatorio durante el escaneo para cada una de las posiciones del genoma.
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es un término residual aleatorio con una varianza proporcional al inverso de las EDCs de cada toro, el término de proporcionalidad es la varianza residual de cada carácter, se mantuvo restringida al valor usado en las evaluaciones genéticas rutinarias; finalmente 
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  son los efectos del alelo materno y paterno que el individuo porta para el supuesto QTL en la posición que en ese momento se esté investigando, las posiciones que se investigaron se hicieron coincidir con los propios SNPs incluidos en el chip. En este caso estos efectos no se refieren realmente a los efectos individuales alélicos del QTL, sino a los efectos de los distintos grupos de haplotipos que se han formado durante el proceso de clusterización basado en las probabilidades IBD entre estos haplotipos. Ambos son realizaciones de la misma distribución normal multivariada, con matriz de (co)varianzas, proporcional a la matriz de probabilidiades de IBD entre ellos.

Para el cálculo de las probabilidades de IBD entre individuos fundadores se empleó el procedimiento descrito por Meuwissen y Goddard (2002), utilizando un tamaño de haplotipo de 6 SNPs, y asumiendo una población que en 100 generaciones mantuvo un tamaño efectivo de 100. Una vez definidos estos grupos de haplotipos fundadores, la información de ligamiento entre grupos de haplotipos no fundadores y entre éstos y los fundadores, se incorporó calculando la probabilidad de descendencia de un determinado haplotipo con cada uno de sus posibles genitores, utilizando el método descrito por  Pong-Wong y col. (2001). Y si esta probabilidad no llegaba a ser extrema (>0.95 o < 0.05) se asumió que ese gameto no fundador pertenecía a un nuevo grupo de haplotipos relacionado con sus ascendientes con la probabilidad de descendencia calculada.
Para la implementación del modelo de análisis con un algoritmo EM-REML, se adaptó el programa remlf90 (Misztal y col., 2002) para incorporar la construcción de la inversa de una matriz de relaciones gaméticas (Fernando y Grossman, 1989). 

Predicción del valor genético total
Una vez obtenidos los perfiles de LRT se probaron distintas alternativas para las ecuaciones de predicción que incorporasen la información de la posición de QTLs detectados en la valoración genética. En todos los casos se definió una ventana de 4cM alrededor de las posiciones que superaron ciertos umbrales del LRT, que en este estudio fueron los valores de la distribución chi cuadrado con dos grados de libertad que dejaban a la derecha los siguientes valores de probabilidad: 0.01 y 0.05. Dentro de cada una de esas ventanas únicamente podría existir 1 QTL que estaría en la posición en la que se obtuviese el valor máximo del LRT. La predicción de los efectos de los distintos niveles de los QTLs seleccionados, con los que a su vez se predeciría los valores genéticos de los candidatos a la selección, se llevó a cabo con dos modelos y métodos distintos. En un primer modelo, se consideraron haplotipos IBS de un tamaño de 5 SNPs, alrededor de la posición detectada como QTL, y se asumió una estructura diagonal entre ellos (BLUP-Diag). Para el segundo modelo en lugar de definir los haplotipos a partir de la IBS se hizo a partir de los clusteres obtenidos durante el paso de detección de QTLs, y ahora, por lo tanto, no se asumieron independientes (BLUP-IBD). En ambos modelos se asumió que la varianza explicada por todos los QTLs detectados sería el 60% de la varianza aditiva estimada en el modelo sin QTL. Por lo que las distintas estimas de varianzas atribuibles a QTL se reescalaron de tal manera que se cumpliese esta condición manteniendo constantes los ratios de varianza explicados por cada QTL. Y en ambos modelos la predicción de efectos se llevó a cabo usando un procedimiento de mínimos cuadrados.

Estos dos mismos modelos se repitieron cambiando el método de estimación, se empleó un procedimiento EM-REML, en el que, previa a la predicción de efectos haplotipicos se estimaron los componentes de varianza a considerar, tantos como número de QTLs y varianza poligénica, se estimaron de manera conjunta, (REML-Diag y REML-IBD).

3 Resultados y Discusión
La tabla 1 muestra la calidad de las predicciones realizadas variando el modelo y método de predicción. Se indica el porcentaje de la varianza genética explicada por los QTL elegidos y la correlación ponderada entre las DYD predichas y observadas.
Tabla 1.-Calidad de la Predicción de DYD’s de toros jóvenes, predichas con distintos modelos y métodos.
	Trait1
	
	
	BLUP-IBD
	BLUP-Diag
	REML-IBD
	REML-Diag

	20.01-0.05
	3ρPoli
	4Prop.

QTL-scan
	3ρMAS
	ρMAS
	5Prop.
	ρMAS
	Prop.
	ρMAS

	
	Montbéliarde

	MY
	0.28
	80.9-87.0
	0.30-0.28
	0.27-0.27
	66.6-79.6
	0.19-0.23
	69.0-85.4
	0.25-0.26

	PY
	0.29
	76.9-85.9
	0.36-0.36
	0.30-0.30
	63.5-83.1
	0.28-0.28
	69.1-83.3
	0.34-0.37

	PP
	0.23
	75.0-82.0
	0.42-0.41
	0.40-0.31
	64.6-82.2
	0.38-0.30
	64.3-83.9
	0.42-0.42

	FY
	0.39
	76.7-84.8
	0.34-0.42
	0.33-0.34
	56.2-76.2
	0.36-0.33
	62.9-86.5
	0.37-0.38

	FP
	0.38
	69.5-79.7
	0.57-0.59
	0.60-0.62
	65.4-79.5
	0.61-0.62
	64.9-78.1
	0.57-0.57

	SCS
	0.48
	59.5-74.4
	0.47-0.49
	0.46-0.43
	47.5-62.9
	0.45-0.39
	48.9-67.4
	0.47-0.47

	HF
	0.31
	66.3-82.9
	0.29-0.32
	0.29-0.31
	58.4-88.9
	0.28-0.25
	66.7-88.7
	0.27-0.28

	CF
	0.38
	46.3-75.3
	0.34-0.34
	0.36-0.38
	30.0-71.5
	0.30-0.36
	37.5-79.0
	0.35-0.30

	
	Holstein

	MY
	0.34
	64.0-72.8
	0.47-0.49
	0.46-0.50
	53.4-67.4
	0.48-0.49
	55.4-65.1
	0.47-0.49

	PY
	0.37
	70.8-78.0
	0.49-0.50
	0.52-0.52
	58.6-66.3
	0.51-0.51
	54.1-65.4
	0.52-0.58

	PP
	0.42
	74.0-77.5
	0.68-0.68
	0.68-0.67
	75.7-79.3
	0.69-0.70
	72.8-77.2
	0.68-0.67

	FY
	0.33
	69.4-75.7
	0.54-0.56
	0.57-0.58
	59.9-69.1
	0.54-0.56
	54.9-66.5
	0.57-0.57

	FP
	0.40
	65.8-70.8
	0.72-0.73
	0.72-0.73
	71.4-75.9
	0.72-0.74
	68.8-74.6
	0.71-0.72

	SCS
	0.45
	67.0-74.0
	0.56-0.59
	0.57-0.59
	51.0-75.1
	0.56-0.57
	50.4-74.0
	0.57-0.57

	HF
	0.24
	36.5-62.0
	0.18-0.18
	0.17-0.16
	36.3-60.0
	0.18-0.17
	32.2-53.0
	0.17-0.14

	CF
	0.25
	58.6-72.9
	0.26-0.29
	0.25-0.28
	54.4-71-2
	0.26-0.28
	52.9-71.9
	0.25-0.26


1MY=producción de leche,  PY=producción de proteína, PP=porcentaje de proteína, FY=producción de grasa, FP=porcentaje de grasa, SCS=recuento de células somáticas, HF= fertilidad en novillas, CF=fertilidad en vacas
2 Dentro de cada celda error tipo I en la detección de QTLs = 0.01 (primer cifra) - 0.05 (segunda cifra).
3Correlación ponderada entre DYDs observadas y predichas en las poblaciones de validación, 4
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En general, no se han observado mejoras sustanciales al aumentar el error tipo I del test de significación (aunque en algunos caracteres sí se ha apreciado cierta mejora), lo que puede ser una indicación de que la mayor parte de esos nuevos QTLs detectados comos significativos, son realmente falsos positivos. Inicialmente se esperaba que la consideración de un mayor número de QTLs en las predicciones, a pesar de que algunos fuesen falsos positivos, mejorase considerablemente la calidad de dicha predicción. En ciertos casos, se observa incluso una pequeña pérdida de capacidad predictiva al considerar estos QTLs adicionales, por ejemplo para PP en la raza Holstein con el método (REML-Diag).

Aunque en general los procedimientos presentados se comportaron de manera satisfactoria para los caracteres productivos de la raza Holstein, no fue este el caso para algunos de los caracteres productivos de la raza Montbéliarde, ni para los caracteres de fertilidad en ambas razas. El peor comportamiento en la raza Montbéliarde puede estar relacionado con el elevado número de grupos de haplotipos fundadores (25) que se definió en el algoritmo de clusterización, lo que dado el reducido tamaño de esta población supone, en práctica, no considerar información de desequilibrio de desequilibrio de ligamiento. En pruebas previas en las que este número de clusteres era más bajo (10) se observaron, para ambas razas, pero particularmente para Montbéliarde, correlaciones mayores. Probablemente por esta misma razón, en la raza Holstein, prácticamente no se observó ninguna mejora al considerar una estructura no diagonal, basada en clústeres formados en base a IBD, frente a considerar haplotipos IBS sin estructura entre ellos. Igualmente en las pruebas previas cuando se consideraron un número más reducido de clusteres se apreciaron ciertas mejoras al utilizar una estructura no diagonal entre grupos de haplotipos.
Aunque en general siempre hay un ligero incremento de las correlaciones con la reestimación de componentes de varianza, estos aumentos son bajos. Lo que puede indicar que los efectos de los QTLs, o al menos las relaciones entre ellos, quedan suficientemente bien estimadas con una detección uni-QTL, aunque probablemente no lo sea la posición.
La falta de capacidad predictiva del procedimiento para los caracteres de fertilidad presumiblemente sea consecuencia de la falta de precisión en la detección de QTLs para estos caracteres, presumiblemente debido a la baja heredabilidad de estos caracteres y a que las predicciones se basan en los resultados de detección uni-QTLs. En las mismas poblaciones otros métodos, que sin considerar información de ligamiento, permiten una detección multi-QTL (por ejemplo la elastic-net o el lasso bayesiano), han mejorado los resultados de predicción presentados.
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