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Resumen 

 

Las variantes estructurales son un tipo de variaciones genéticas que pueden tener 

impacto directo o indirecto en el fenotipo de los organismos y pueden capturar varianza 

genética diferente a la de los SNPs. Gracias al continuo avance en las tecnologías de 

secuenciación, como la desarrollada por Oxford Nanopore Technologies basada en 

nanoporos, es posible detectar y analizar variantes estructurales de mayores tamaños. El 

objetivo principal de este trabajo de fin de máster fue detectar SVs en cuatro razas de 

ganado bovino con lecturas largas, comparando diferentes softwares de alineamiento 

y variant calling para establecer similitudes y diferencias entre razas e intentar 

relacionar las variantes estructurales con caracteres de interés en mejora genética. Se 

realizaron alineamientos de 2 de las 21 muestras con los softwares Minimap2 y LRA. 

Posteriormente, se utilizaron los softwares Sniffles2 y CuteSV para la detección de SVs. 

Estos resultados mostraron que la combinación de Minimap2/CuteSV fue la que mayor 

número de variantes estructurales logró detectar. El análisis comparativo entre las razas 

Holstein, Red Holstein, Pirenaica Española y Wagyu reveló que la mayor parte de las 

SVs se distribuyen principalmente en regiones intergénicas e intrónicas, siendo menos 

frecuentes en regiones promotoras y exones. Se encontraron variantes estructurales 

afectando a regiones relacionadas con genes de interés en producción, revelando la 

posible implicación estudio de las variantes estructurales con la mejora genética y su 

implementación en programas de selección asistida por marcadores. 

 

Palabras clave: Variantes Estructurales, Ganado Vacuno, Mejora genética, Producción 

Animal. 
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Abstract 
 

Structural variants are a type of genetic variation that can have a direct or indirect 

impact on the phenotype of organisms and can capture genetic variance different from 

SNPs. Thanks to the continuous advances in sequencing technologies, such as the one 

developed by Oxford Nanopore Technologies based on nanopores, it is possible to 

detect and analyze structural variants of larger sizes. The main objective of this master's 

thesis was to detect structural variants in four cattle breeds with long reads, comparing 

different alignment and variant calling softwares to establish similarities and differences 

between breeds and try to relate structural variants with traits of interest in genetic 

improvement. Alignments of 2 of the 21 samples were performed with Minimap2 and 

LRA software. Subsequently, Sniffles2 and CuteSV software were used to detect SVs. 

These results showed that the Minimap2/CuteSV combination had the highest number 

of structural variants detected. Comparative analysis between Holstein, Red Holstein, 

Spanish Pyrenean and Wagyu breeds revealed that most of the SVs are distributed 

mainly in intergenic and intronic regions, being less frequent in promoter regions and 

exons. Structural variants were found affecting regions related to genes of interest in 

production, revealing the possible implication of the study of structural variants with 

genetic improvement and their implementation in marker-assisted selection programs. 

 

Key words: Structural Variants, Beef Cattle, Genetic Improvement, Animal Breeding. 
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Resum 
 

Les variants estructurals, com els polimorfismes d'un nucleòtid, són un tipus de 

variacions genètiques que poden tindre impacte directe o indirecte en el fenotip dels 

organismes i poden capturar variància genètica diferent de la dels SNPs. Gràcies al 

continu avanç en les tecnologies de seqüenciació, com la desenvolupada per Oxford 

Nanopore Technologies basada en nanoporos, és possible detectar i analitzar variants 

estructurals de majors grandàries. L'objectiu principal d'este treball de fi de màster va 

ser detectar variants estructurals en quatre races de bestiar boví detectades amb lectures 

llargues, comparant diferents softwares d'alineament i variant calling per a establir 

similituds i diferències entre races i intentar relacionar les variants estructurals amb 

caràcters d'interés en millora genètica. Es van realitzar alineaments de 2 de les 21 

mostres amb els softwares Minimap2 i LRA. Posteriorment, es van utilitzar els 

softwares Sniffles2 i CuteSV per a la detecció de variants estructurals. Estos resultats 

van mostrar que la combinació de Minimap2/CuteSV va ser la que major nombre de 

variants estructurals va aconseguir detectar. L'anàlisi comparativa entre les races 

Holstein, Xarxa Holstein, Pirinenca Espanyola i Wagyu va revelar que la major part de 

les variants estructurals es distribuïxen principalment en regions intergèniques i 

intrónicas, sent menys freqüents en regions promotores i exons. Es van trobar variants 

estructurals afectant regions relacionades amb gens d'interés en producció, revelant la 

possible implicació estudie de les variants estructurals amb la millora genètica i la seua 

implementació en programes de selecció assistida per marcadors. 

 

Paraules clau: Variants estructurals, Boví de carn, Millora Genètica, Producció Animal. 
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1. Introducción 

1.1.  Breve historia de la genética 

Gregor Mendel estableció las bases de la genética gracias a sus investigaciones 

sobre el cruce de guisantes, mediante los cuales pudo relacionar el genotipo y el 

fenotipo de los organismos (Mendel, 1865). Por esas fechas, Francis Galton teorizaba 

sobre cómo se heredaban los caracteres fenotípicos, proponiendo que no se trataba de un 

proceso continuo como establecía Darwin, sino de saltos discontinuos (Galton, 1876). 

Tiempo después, en 1918, Ronald Fisher integró la genética clásica de Mendel con 

conceptos de la selección natural, sugiriendo que la variabilidad fenotípica en una 

población se debía a la pequeña contribución individual de múltiples genes con herencia 

mendeliana, influenciados por factores ambientales surgiendo así la genética 

cuantitativa, enfocada en la variación continua de caracteres fenotípicos según el 

modelo infinitesimal (Fisher, 1919). Este modelo plantea que el componente genético 

de los caracteres sigue una distribución normal, basada en la media de los caracteres de 

los progenitores (Barton et al., 2017) y ha dominado el campo de la genética 

cuantitativa durante más de 50 años asumiendo que, como el efecto de cada uno de los 

locus es irreconocible, se deben estudiar de forma conjunta (Hu et al., 2012). Pero fue a 

partir de la década de 1970 cuando los avances y mejoras en las tecnologías y métodos 

de secuenciación comenzaron a aportar datos moleculares a la genética. Posteriormente, 

con la unión de estas dos disciplinas (Figura 1), fue posible el desarrollo de la 

predicción genómica y el mapeo de QTLs (por sus siglas en inglés Quantitative Trait 

Locus) (Nelson et al., 2013). Gracias a la predicción genómica (también conocida como 

selección genómica), identificada en primer lugar por Meuwissen et al. (2001), se puede 

determinar el fenotipo de los organismos empleando marcadores moleculares a lo largo 

del genoma que proporcionan información sobre el posible rendimiento de los 

organismos basándose en su genotipo (Feng et al., 2024). Utilizando esta información, 

junto con la aportada por chips de genotipado que permiten la identificación de 

variaciones genéticas en el genoma a gran escala (Ganal et al., 2012) y 

complementándola con datos de QTLs integrados en modelos estadísticos como BLUP 

(por sus siglas en inglés Best linear unbiased prediction), se ha logrado optimizar la 

mejora asistida por marcadores, la cual permite seleccionar a los individuos con las 

mejores características para sus respectivos programas de cría (Meuwissen et al., 2016). 
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Todo esto ha conseguido que la genética cuantitativa haya ido evolucionando y 

desarrollándose, permitiendo que a día de hoy sea económicamente más rentable 

analizar las diferencias en las secuencias genéticas de varios organismos.  

 

 

1.2.  Variaciones genéticas 

El genoma de las especies exhibe una notable diversidad, puesto que no es 

uniforme entre todos sus individuos. Estas diferencias se deben a variaciones genéticas 

entre organismos, como los SNPs (por sus siglas en inglés Single Nucleotide 

Polimorphism). Representan sustituciones de una base nitrogenada por otra dentro del 

ADN. Con su capacidad de influir en rasgos hereditarios, las variaciones genéticas 

hacen posible la selección natural, donde las beneficiosas se mantienen a lo largo de las 

generaciones y las perjudiciales acaban siendo purgadas. Además, permiten a los 

humanos realizar selección artificial, donde las características deseadas son preservadas 

(Stranger et al., 2007). 

Figura 1. Cronología de los campos de la genética molecular y cuantitativa. La figura muestra las 

conexiones interdisciplinarias que condujeron a dos de los descubrimientos más revolucionarios de la 

genética en la última década, el mapeo genético y la predicción genómica. Extraído de Nelson et al. (2013) 
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Otro tipo de variaciones genéticas son las variantes estructurales, también 

conocidas como SVs (por sus siglas en inglés Structural Variants). La detección y el 

estudio de SVs es crucial para identificar patrones que puedan vincularlas con  algunos 

fenotipos particulares, entre los que pueden incluirse enfermedades (Xia et al., 2023) y 

algunos caracteres de producción en especies ganaderas (Bickhart & Liu, 2014). 

 

  1.2.1. Variantes estructurales 

En la actualidad, la gran cantidad de técnicas moleculares existentes, la aparición 

de tecnologías como los microarrays y el desarrollo de la secuenciación de nueva 

generación, o NGS (Next-Generation Sequencing), han permitido la caracterización de 

las SVs, cuyo tamaño oscila entre 50 pares de bases (pb) y Megabases (Mb) (Sudmant 

et al., 2015).   

Según Gong et al. (2021) las SVs pueden clasificarse a grandes rasgos en los 

siguientes tipos (Figura 2):  

• Inserciones: Incorporan una secuencia nueva con respecto a la secuencia de 

genoma que se usa como referencia. Si lo que se inserta es una secuencia 

procedente de otro lugar del mismo genoma se le denomina DINS (de sus siglas 

en inglés Domestic Insertion), si se ha añadido una secuencia nueva de la que no 

se sabe si su origen es el genoma de la propia muestra se le denomina FINS (de 

sus siglas en inglés Foreign Insertion) 

• Deleciones: Implican la pérdida de parte de material genético con respecto al 

genoma que se emplea como referencia, pudiendo tratarse de un solo nucleótido 

o hasta grandes segmentos de un cromosoma. 

• Duplicaciones: Consisten en la copia un segmento de ADN en otro lugar del 

genoma. Si ese lugar es contiguo a la secuencia de origen se denomina 

duplicación en tándem. 

• Inversiones: Son segmentos del ADN que cambian el sentido de su orientación 

con respecto al resto de la secuencia sin que se produzca ni ganancia ni pérdida 

de material genético. 

• Translocaciones: Son cambios en la posición de un segmento de ADN que se 

reinserta en otro lugar del genoma, en los que no se produce ni ganancia ni 

perdida de ADN total del genoma.  
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• Breakends (BNDs): Clasificadas en ocasiones como un tipo de translocaciones. 

También puede referirse a las SVs que suelen ser identificadas mediante lecturas 

cortas, pero cuya estructura real aún no se conoce con certeza, pudiendo 

ocasionar problemas en los análisis de datos (Abel et al., 2019). 

 

Alkan et al. (2011) consideran que inserciones, deleciones y duplicaciones 

pueden englobarse dentro de la categoría CNVs (por sus siglas en inglés Copy Number 

Variations) puesto que afectan al número total de copias del genoma de un organismo. 

 

 

 

1.3.  Métodos de secuenciación 

La secuenciación genómica es fundamental en la detección de SVs. Su creciente 

importancia se atribuye y a los continuos avances en las técnicas de detección, puesto 

que en los últimos años Oxford Nanopore Technologies (ONT) ha desarrollado e 

implementado una nueva tecnica basada en la secuenciacion por nanoporos, pequeñas 

Figura 2. Clasificación de los tipos de SVs. Extraído de Gong et al. (2021). 
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aberturas proteicas incrustadas en una membrana resistente a la electricidad, que 

funcionan de forma similar a un biosensor. Cuando una cadena de ADN o ARN 

atraviesa el nanoporo induce un cambio en la corriente, permitiendo la identificación del 

nucleótido correspondiente (Figura 3). De esta forma, empleando dispositivos como 

MinION, GridION y PromethION, se logran obtener secuencias de ADN más largas 

(long reads) y a tiempo real (Jain et al., 2016). Ademas, la secuenciación se ha ido 

desarrollando gracias a dos enfoques diferentes: la secuenciación con lecturas cortas 

(short reads) y la secuenciación con lecturas largas. Cada una de ellas con sus propias 

características, ventajas y desventajas. 

 

• Lecturas cortas: 

La secuenciación empleando lecturas cortas ha dominado la mayor parte de los 

datos disponibles hasta la actualidad, haciendo difícil la identificacion en regiones 

complejas del genoma que suelen ser puntos calientes de SVs y que presentan multitud 

de regiones con repeticiones (Mills et al., 2011).  El metodo más estandarizado es el de 

lecturas pareadas, realizando la lectura en direcciones opuestas y tras haber mapeado 

todas las lecturas, pueden utilizarse la longitud de alineación, el tamaño y la orientación 

de la misma para identificar las posibles SVs existentes (Mahmoud et al., 2019). 

 

Los métodos para detectar las SVs basadas en lecturas cortas cambian 

dependiendo del tipo de información que emplean. Algunos de los primeros métodos 

utilizaban tan solo la distancia y orientación de las lecturas pareadas, es decir, teniendo 

en cuenta la secuenciación de los dos extremos de cada fragmento de ADN, pero esto 

podía resultar en la omisión de algunas SVs de tamaños más pequeños (Chen et al., 

2009).  

Si lo que se quiere es aumentar la resolución de la secuenciación, pueden 

emplearse las lecturas divididas, las cuales contienen partes que mapean en otros loci 

del genoma de referencia y dividen la lectura en segmentos más pequeños, alineándolos 

de forma individual. Este tipo de secuenciación tiene una mayor precisión y permite 

encontrar deleciones de menor tamaño, con la desventaja de que las más grandes son 

complicadas de diferenciar (Rausch et al., 2012). Por eso, algunos programas que se 

hicieron posteriormente permiten realizar análisis en conjunto tanto de profundidad de 

lectura como de las discordancias de las lecturas divididas (Layer et al., 2014). Aunque 
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existan multitud de programas que han sido capaces de optimizar el mapeo con lecturas 

cortas, ninguno de ellos es capaz de detectar todos los diferentes tipos de SVs. Por 

tanto, es necesario que se combinen varias de estas herramientas en los denominados 

meta-métodos, los cuales son capaces de emplear los puntos fuertes de estos métodos y 

superar sus puntos negativos. Pero, aunque usando los métodos que implican lecturas 

cortas seamos capaces de tener una buena precisión, no será posible obtener las SVs 

más complejas (Audano et al., 2019).  

 

• Lecturas largas: 

La secuenciación empleando lecturas largas tiene más ventajas a la hora de 

detectar las SVs porque pueden abarcar regiones que presentan problemas, como las 

regiones que poseen repeticiones. Por esto, las lecturas largas son capaces de mejorar 

los mapeos y encontrar SVs de mayor tamaño que las secuenciaciones con lecturas 

cortas no serían capaces de localizar (Sedlazeck et al., 2018).  

Además, las lecturas largas originan menor número de fragmentos que resultan 

más fáciles de ensamblar y que poseen una cobertura más amplia, minimizando así los 

errores. Los principales problemas que presentaba la secuenciación de lecturas largas 

eran su precisión relativamente baja y su elevado coste en comparación con las lecturas 

cortas (Kim et al., 2024). Por suerte, recientes avances en las nuevas metodologías de 

ONT han logrado incrementar la precisión de las secuenciaciones hasta un 99,5% 

(Amarasinghe et al., 2020). También se han desarrollado programas como Minimap2 

que se especializan en el alineamiento de las secuencias obtenidas con lecturas largas 

(Li, 2018).  
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1.4.  Alineación frente a genomas de referencia  

Los estudios que pretenden investigar las variaciones genéticas comienzan con 

el alineamiento de las lecturas obtenidas en el proceso de secuenciación obtenidas con 

las de genomas de referencia para realizar una inferencia posterior en las variaciones 

según existan o no diferencias con respecto a la referencia. De esta forma, se han 

desarrollado diferentes algoritmos, programas y herramientas que permiten los 

alineamientos de una forma más sencilla (LoTempio et al., 2023). Alinear estas lecturas 

implica compararlas con la secuencia de referencia de una población para poder así 

entender los cambios en su estructura genética. Estos métodos pueden ser de 

alineamiento global, cuando se pretende alinear toda la secuencia de ADN de principio 

a fin, y de alineamiento local, para comparar secuencias que contienen regiones con 

similitudes (Huang & Chao, 2003). Por otra parte, existen los alineamientos de lecturas 

de NGS, generadas por las nuevas tecnologías de secuenciación. Este tipo de 

alineamientos identifica las semillas (seeds) que coinciden con las secuencias que están 

alineándose. Después, estas semillas se emplean como lugar de anclaje para extender y 

encadenar las secuencias, formar alineamientos más largos y finalmente refinar los 

alineamientos (Kiełbasa et al., 2011). Algunos ejemplos de softwares de alineamiento 

que emplean el método de alineamiento de lecturas de NGS son: 

 Figura 3. Secuenciación ONT basada en nanoporos. La cadena de ADN pasa por el poro 

generando una disrupción en la corriente eléctrica que se convierte en un patrón denominado 

“squiggle” a tiempo real. Después, se asigna a cada valor una base nitrogenada. 
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• Minimap2: Este software sigue el proceso de “seed, chain, align”, es decir, 

indexa las secuencias de referencia y para cada una de las secuencias de la 

muestra encuentra las coincidencias con la referencia que puedan servirle como 

nuevos puntos de anclaje sobre los que repetir el proceso. Utiliza los algoritmos 

de indexación que tenía su predecesor Minimap (Li, 2016), pero con una 

precisión mayor. Se ha observado que Minimap2 funciona con lecturas largas y 

con mucho ruido. Además, es bastante eficiente y es capaz de encontrar 

solapamientos entre lecturas largas y realizar búsquedas en bases de datos como 

NCBI (Li, 2018). 

 

• LRA: Utiliza el mismo enfoque de “seed, chain, align” que utiliza Minimap2 

para alinear lecturas cortas y largas (Sedlazeck et al., 2013). Esta herramienta 

agrupa un gran número de fragmentos de pequeño tamaño en un superfragmento 

que, tras localizar una alineación aproximada, vuelve a iterar para calcular otro 

conjunto nuevo de coincidencias en la alineación, pero con diferentes puntos de 

anclaje. El tiempo de ejecución de este software es menor que el de otros 

alineadores, requiere menos uso de memoria que Minimap2 y, aunque tienen un 

rendimiento de detección de SVs similar, los alineamientos con LRA son 

capaces de localizar SVs de mayor tamaño (Ren & Chaisson, 2021).  

 

 

1.5.  Programas de detección de SVs  

Los programas de detección de SVs son herramientas computacionales que han 

sido diseñadas para la identificación variaciones genéticas. En estudios anteriores se 

solían emplear dos enfoques diferentes para detectar SVS. El primero de ellos es el 

enfoque basado en ensamblaje de novo, este método busca ensamblar las lecturas 

obtenidas con otros segmentos genómicos de mayor tamaño y posteriormente encontrar 

las SVs entre los alineamientos de estas secuencias con una referencia (Seo et al., 2016). 

El segundo enfoque está basado en el alineamiento de lecturas y tiene el objetivo de 

alinear directamente las lecturas con la referencia para detectar las SVs. Este segundo 

enfoque ha sido utilizado en múltiples softwares de detección de SVs basados en 

lecturas largas (Jiang et al., 2020).  
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A continuación, se exponen los programas de detección de SVs utilizados en 

este trabajo de fin de máster: 

• CuteSV: Se trata de un programa rápido y sensible para la detección de SVs 

empleando lecturas largas, está basado en el enfoque de alineación de lecturas. 

Emplea métodos específicos para recopilar las firmas de varios tipos de SVs, 

eliminar el ruido y las lecturas de baja calidad y después agrupa y refina las 

firmas obtenidas para detectar de forma precisa las SVs. Además presenta las 

siguientes ventajas con respecto a otros programas de detección de SVs (Jiang 

et al., 2020): 

1. Mejor rendimiento de detección de SVs que otros variant callers de última 

generación. 

2. Elevada sensibilidad para conjuntos de datos con baja cobertura sin 

disminuir su precisión. 

3. Mayor rapidez en la detección con un menor uso de RAM. 

4. Velocidad casi lineal con el número de threads de la CPU. 

5. Gran diversidad de parámetros para los análisis. 

 

• Sniffles2: Es un programa basado en el enfoque de alineación de lecturas, 

diseñado para la detección de SVs con lecturas largas, tiene mejor precisión y 

velocidad que su predecesor Sniffles y presenta las siguientes ventajas (Duan 

et al., 2022): 

1. Tiene bajas tasas de error. 

2. Permite la deteccion de SVs de bajas frecuencias con alta precision. 

3. Permite detectar SVs en organismos haploides (al igual que en 

cromosomas X de machos de mamíferos). 

4. Permite hacer análisis a nivel de población. 

5. Permite realizar estudios de mosaicismo. 
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1.6.  Importancia de las variantes estructurales en mejora genética  

Según el dogma central de la biología, el ADN se replica y se transcribe 

formando ARN que posteriormente puede ser traducido de un código de nucleótidos a 

un código de aminoácidos, los cuales se agruparan y formaran diferentes polipéptidos. 

Éstos, a su vez, formaran proteínas con funciones estructurales o enzimáticas que 

determinaran finalmente el fenotipo de un individuo (Morange, 2009). Las SVs pueden 

afectar a la información genética de los individuos al alterar los codones de su genoma, 

produciéndose entonces proteínas diferentes. Tras estudios que observaron que las SVs 

eran comunes en los humanos, se comenzaron a emplear microarrays para localizarlas 

en otras especies animales, como los ratones, ratas, vacas, cerdos, ovejas y caballos 

(Escaramís et al., 2015).  

 

  1.6.1. Ejemplos de SVs relacionadas con el ganado 

 Algunos ejemplos de SVs que afectan a caracteres de interés en especies 

ganaderas son los siguientes: 

• En ovino, las SVs son responsables de caracteres como el color de la lana, 

habiéndose relacionado una duplicación en tándem de 190kb con este carácter, 

tornándola blanca y facilitando así su tratamiento con tintes de otros colores 

(Norris & Whan, 2008). También se ha descrito que algunas CNVs situadas en 

los genes fhit y cacna2d3 del  cromosoma 19 están implicadas en la cantidad de 

leche que puede ser ordeñada al día y en la cantidad de grasa de la leche (Di 

Gerlando et al., 2019). Se demostró que una inserción de 168-pb en el gen 

hoxb13 estaba implicada en la longitud de la cola de la raza Merino Landschaf 

(Li et al., 2023). Además, se han detectado algunas CNVs que están implicadas 

en la adaptación al clima (Salehian-Dehkordi et al., 2021). 

• En porcino, duplicaciones de alelos de la familia del gen kit son responsables de 

la predominancia del color blanco de su pelaje (Rubin et al., 2012). También se 

han descrito relaciones entre 41 CNVs situadas en varios QTL y su resistencia a 

las enfermedades, un comportamiento más dócil, el cual facilita su manejo, una 

mejor disipación del calor y hasta en la diferenciación de los folículos pilosos, 

mejorando todos estos caracteres las condiciones de vida de estos animales en 

entornos de producción (Wang et al., 2017). Se ha observado que 65 SVs son 

responsables de la alteración de 59 genes que regulan la diferenciación celular y 
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la formación de otras moléculas que causan el fenotipo mutante de arrugas 

cutáneas en la raza Xiang (Xiaoli et al., 2021). También se han logrado 

identificar 7568 SVs en cerdos tibetanos que  están asociadas a 2508 genes 

enriquecidos en 8 vías KEGG que juegan un rol importante en la adaptación a 

hipoxia en altitudes elevadas (Jiang et al., 2023).  

• En algunas razas de vacuno, se ha observado que una translocación de 492 kb 

en el gen kit interviene en el color del pelo (Durkin et al., 2012). También se ha 

observado la importancia que tienen CNVs en genes del MHC en la resistencia 

de la raza Angus a algunos parásitos (Boussaha et al., 2015), una deleción de 

660 kb en 4 genes del cromosoma 12 bovino con la fertilidad y producciones de 

leche en las raza Roja Danesa y Roja Sueca (Kadri et al., 2014) y como 490 

CNVs estaban relacionadas con genes enriquecidos involucrados en la 

reproducción y mastitis en Holstein (Liu et al., 2019). 

• En pollos existe un fenotipo en el que las crestas crecen muy poco, en forma de 

guisante. Esta adaptación a climas fríos reduce la pérdida de calor y los daños 

por bajas temperaturas y está causada por una CNV en el primer intrón del gen 

sox5 (Wright et al., 2009). En broilers, se observó que CNVs en 14 genes 

estaban relacionadas con la cantidad de grasa abdominal (Zhang et al., 2014). 

 

  1.6.2. Imputación de SV en poblaciones comerciales 

Aunque gracias a la secuenciación pueden detectarse las SVs, no es posible 

secuenciar todo el genoma de todos los individuos. En los programas de mejora, se 

utiliza una técnica que permite abaratar costes y extrapolar genotipos de unos individuos 

a otros. La imputación de genotipos es una técnica que permite estimar con precisión 

marcadores genéticos que no se han genotipado de forma directa y puede ser muy útil 

cuando se pretende combinar resultados de estudios que se han llevado a cabo en 

plataformas de genotipado muy diferentes, al igual que para potenciar análisis 

individuales (Li et al., 2009). Consiste en emplear una serie de características conocidas 

del individuo para predecir un valor que se utilizará como dato imputado (Donders 

et al., 2006). En ganadería, suele emplearse un número pequeño de individuos 

genotipados con marcadores de altas densidades y un número más grande de individuos 

con marcadores de densidades menores. Se emplea la imputación para inferir en 
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aquellos individuos genotipados con bajas densidades los marcadores de los individuos 

genotipados con altas densidades. Los métodos pueden dividirse en dos grupos: 

• Métodos heurísticos: Para identificar información de ligamiento en haplotipos de 

gran longitud (>10 cM) en individuos que están emparentados. Utilizan 

información del pedigrí e infieren los datos de grandes partes del genoma que se 

comparten entre pares de individuos. Pero en estos casos no se imputan aquellos 

alelos de los que no se tienen datos fiables (Hickey et al., 2012). 

• Métodos probabilísticos: Para identificar información de desequilibrio de 

ligamiento en haplotipos de individuos que no están emparentados entre sí. 

Emplean enfoques de Modelos de Cadenas Ocultas de Markov (HMM) para 

modelizar como varia el genotipo a lo largo del cromosoma y como se 

comparten segmentos del genoma entre estos individuos no emparentados. Estos 

métodos son muy exigentes en términos computacionales, además son más 

lentos y menos precisos que los heurísticos cuando no se tiene en cuenta el 

pedigrí (Antolín et al., 2017). 

 

1.6.3. Aplicaciones de las SVs en programas de mejora de ganado vacuno 

En el ganado vacuno, se han realizado proyectos como el 1000 Bull Genomes 

Project, que desde 2012 ha permitido encontrar variaciones genéticas en las poblaciones 

(84 millones de SNPs y 2.5 millones de pequeñas inserciones y deleciones) y  poder así 

asociar estas variantes con algunos caracteres de interés, como la calidad y cantidad de 

leche, fertilidad o la calidad de la carne (Hayes & Daetwyler, 2019), entre otros. Como 

ya se ha visto, se han identificado SVs que afectan a caracteres cuantitativos, por lo que 

el desarrollo de catálogos de SVs en poblaciones de referencia y la imputación de esos 

datos en otras poblaciones podría ser de utilidad para la mejora genética del ganado al 

ayudar en la interpretación de la diversidad genética de las razas, la asociación de estas 

SVs con la susceptibilidad a enfermedades o la adaptación ambiental, entre otras cosas 

(Nguyen et al., 2023). Aquí entra en juego la continuación del 1000 Bull Genomes 

Project: El Bovine Long Reads Consortium (BovLRC), un proyecto que busca 

secuenciar 1000 genomas bovinos de diferentes razas con lecturas largas para detectar 

SVs y utilizarlas junto con SNPs para elaborar paneles de referencia para la imputación 

de genotipos. Esto permitiría mejorar la selección genómica o los estudios de asociación 

de genoma completo de animales optimizando los costes. 
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2. Objetivo  

 
Este trabajo de fin de máster sigue los objetivos del proyecto Bovine Long Reads 

Consortium, detectar variantes estructurales a través del uso de lecturas largas obtenidas 

con ONT en el genoma de 4 razas (Holstein, Red Holstein, Wagyu y Pirenaica 

Española) de ganado bovino comparando diferentes softwares de alineamiento y 

detección de variantes estructurales. 

 
2.1.  Objetivos específicos 

 

• Comparar los softwares de alineamiento Minimap2 y LRA. 

• Comparar los softwares de detección de variantes estructurales Sniffles2 

y CuteSV. 

• Detectar variantes estructurales en diferentes razas de ganado bovino y 

estudiar su implicación en caracteres de interés en producción animal. 

• Establecer similitudes y diferencias entre razas empleando variantes 

estructurales. 

• Colaborar con el proyecto Bovine Long Reads Consortium en su primer 

run. 
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3. Materiales y métodos  

Este estudio se realizó en el departamento de mejora genética animal del 

Instituto Nacional de Ingeniería Agraria y Alimentaria (INIA-CSIC), ubicado en Madrid 

(España). 

3.1. Obtención de datos 

Para la realización de este trabajo de fin de master se utilizaron datos 

procedentes del proyecto BovLRC. Se trata de muestras de sangre cedidas por el 

proyecto “H2020 RUMIGEN” y de sangre y semen cedidas por el centro de 

inseminación artificial “ABEREKIN S.A”. Se emplearon un total de 21 animales: 13 

hembras de raza Holstein, 2 machos de raza Holstein, 3 machos de raza Pirenaica 

Española, 2 machos de raza Wagyu y 1 macho de raza Red Holstein (Tabla 1).  

 

Raza Nombre Sexo 

Holstein 

HOL 1 Hembra 

HOL 2 Hembra 

HOL 3 Hembra 

HOL 4 Hembra 

HOL 5 Hembra 

HOL 6 Hembra 

HOL 7 Hembra 

HOL 8 Hembra 

HOL 9 Hembra 

HOL 10 Hembra 

HOL 11 Hembra 

HOL 12 Hembra 

HOL 13 Macho 

HOL 14 Macho 

HOL 15 Hembra 

Wagyu 
WAG 1 Macho 

WAG 2 Macho 

Red Holstein RED Macho 

Pirenaica Española 

PIR 1 Macho 

PIR 2 Macho 

PIR 3 Macho 
Tabla 1. Razas y animales empleados en el estudio. 
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Se utilizó el Kit de extracción de ADN Monarch® High Molecular Weight de 

New England Biolabs para las muestras de sangre y un protocolo de fenol-cloroformo 

para las muestras de semen. Posteriormente, se empleó el dispositivo “PromethION 2 

Solo” usando los kits comerciales Ultra-long DNA Sequencing Kit V14 (SQK-ULK114) 

y Ligation Sequencing Kit V14 (SQK-LSK114.24) de ONT para la preparación de la 

librería y barcoding de las muestras.   

3.2. Análisis bioinformático 

3.2.1. Basecalling 

El basecalling se realizó con el supercomputador Finisterra III del Centro de 

Supercomputación del CESUGA (Galicia). Se realizó el basecalling de las muestras 

usando el software Guppy, únicamente disponible para clientes de ONT en la web de su 

comunidad (https://community.nanoporetech.com), en el centro de supercomputación 

CESGA. Este software convierte las salidas de datos de los dispositivos de ONT 

(formato .fast5 por defecto) en archivos con formato .fastq sobre los que se realizaron el 

control de calidad (N50>10Kb, Guppy V6.4 Super High Accuracy mode) y 

alineamientos. 

3.2.2. Alineamiento 

Se alinearon las muestras con el genoma de referencia ARS_UCD_v2.0 

empleado por el proyecto BovLRC, que comprende la referencia ARS-UCD1.2 (Rosen 

et al., 2020) y el ensamblaje del cromosoma Y de raza Wagyu, utilizando los softwares 

Minimap2 en su versión 2.24 (disponible en https://github.com/lh3/minimap2) y LRA  

en su versión 1.3.7.2 (disponible en https://github.com/ChaissonLab/LRA). 

En el caso de Minimap2, se alineó la muestra en formato .fastq con el genoma de 

referencia, mientras que para los alineamientos con LRA se empleó la muestra 

transformada de formato .fastq a formato .fasta con la herramienta seqkit (Shen et al., 

2016), obteniendo en ambos casos archivos con formato .sam. Estos archivos fueron 

procesados con samtools (Li et al., 2009) para obtener archivos con formato .bam. 

3.2.3. Variant calling 

Los archivos con formato .bam resultantes de los alineamientos se analizaron 

con los softwares Sniffles2 (Smolka et al,. 2024), versión 2.2 y CuteSV, versión 2.1.0 

para la detección de SVs. Estos softwares crean archivos con formato .vcf que contienen 

información sobre las SVs detectadas. Adicionalmente, Sniffles2 crea archivos con 

https://community.nanoporetech.com/
https://github.com/lh3/minimap2
https://github.com/ChaissonLab/LRA
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formato .snf con información sobre las SVs. Posteriormente, se utilizó la función de 

Multi-Sample SV calling de Sniffles2 para combinar en un único archivo .vcf todos los 

archivos .snf de cada individuo, eliminando las SVs duplicadas en ellas para ser 

utilizados posteriormente en la comparación de razas. 

Finalmente, se filtraron los archivos .vcf para conservar aquellas SVs con puntos 

de rotura precisos (flag: PRECISE), longitud superior a 50pb, con una profundidad de 

lectura mayor a 7x (flag: SUPPORT) y con Q score superior a 20 (Precision superior al 

99%) en cada individuo y raza. Tras haber filtrado los archivos .vcf, se transformaron a 

formato .tsv para facilitar los siguientes análisis. 

3.2.4. Analisis de razas 

Se analizaron las muestras en R (R Core Team, 2023) y se utilizó el paquete de 

R ggplot2 (Wickham, 2016) para elaborar gráficos según el tipo de SV en cada uno de 

los animales, asignando diferentes colores a cada raza. Posteriormente, se utilizaron los 

datos agrupados de cada raza  y se empleó el paquete de R VennDiagram (Chen, 2011) 

para crear un gráfico con las SVs exclusivas y compartidas entre las razas, estableciendo 

que las SVs son comunes si su posición de inicio y posición final se sitúan en un rango 

de ±25pb. Después se utilizó el paquete ggplot2 para observar la abundancia relativa de 

cada tipo de SVs en las 4 razas y el número de SVs por cromosoma y raza según su tipo 

en gráficos de barras apiladas. Después se agruparon todos los datos en una única 

población sobre la que se utilizó el paquete de R ggplot2 para elaborar un gráfico de 

densidad de SVs por cromosoma según la posición de inicio de la variante para 

comprobar en qué regiones cromosómicas son más o menos abundantes. 

3.2.5. Análisis de genes 

Finalmente, se analizaron las muestras con el paquete de R ChIPseeker (Wang et 

al., 2022; Yu et al., 2015), obteniendo las regiones del genoma donde se sitúan las SVs 

y se analizaron los exones exclusivos de cada raza, los exones compartidos entre las 

razas Holstein y Red Holstein y las razas Pirenaica Española y Wagyu y los exones 

compartidos entre todas las razas que estaban afectados por SVs para explorar posibles 

genes de interés en mejora genética.  
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3.3. Estudio comparativo 

Para este estudio se emplearon 2 de las 21 muestras: HOL 13 y WAG 2 

correspondientes a dos toros de las razas Holstein y Wagyu respectivamente. El objetivo 

de este estudio fue analizar qué software realizaba un mejor alineamiento y qué 

software era más preciso en la detección de SVs. 

3.3.1. Comparación de alineadores 

Ambas muestras se alinearon con la referencia ARS_UCD_v2.0 utilizando los 

softwares Minimap2 y LRA para observar cuál de los alineadores era más preciso. Para 

ello, se empleó de nuevo el software samtools para obtener la profundidad y cobertura 

medias de las muestras. Además, se calculó la precisión de los alineamientos teniendo 

en cuenta los mismatches por longitud de la secuencia. Finalmente, se realizaron 

gráficos comparativos de ambos alineadores utilizando el paquete ggplot2 de R. 

3.3.2. Comparación de variant callers 

Se utilizaron Sniffles2 y CuteSV en las muestras alineadas tanto con Minimap2 

como con LRA para detectar SVs. Los archivos .vcf resultantes se filtraron en función 

de su profundidad de lectura, tamaño superior a 50pb, puntos de rotura y Q score y se 

realizaron gráficos de barras apiladas con el paquete ggplot2 de R y tablas para observar 

las SVs detectadas con cada una de las combinaciones de alineador y variant caller y 

las SVs compartidas entre métodos. En primer lugar, se consideró que en las SVs 

comunes la posición de inico y la posición final de las mismas debía situarse en un 

rango de ±100pb, después se disminuyó ese rango a ±50, ±25, ±10 y ±5pb para 

comprobar si variaba el porcentaje de SVs comunes entre metodologías. Por último, se 

realizó un gráfico de densidad utilizando el paquete de R ggplot2 para observar la 

longitud de las SVs con cada una de las combinaciones de alineador y variant caller. 
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4. Resultados y Discusión 

4.1. Estudio comparativo 

Al realizar los alineamientos de las muestras de “HOL13” y “WAG2” con los 

softwares Minimap2 y LRA, se obtuvieron los resultados que figuran en la Tabla 2. 

LRA muestra una precisión ligeramente superior (Figura 4) y una profundidad de 

lectura  y cobertura algo menores que Minimap2, lo que concuerda con los estudios de 

Ren & Chaisson (2021), donde LRA mostraba una precisión (94,3%) superior a 

Minimap2 (90,4%) en los alineamientos de ONT. Sin embargo, Liu et al. (2022) 

observaron que de entre todos los alineadores utilizados en su estudio, Minimap2 

presentaba la mayor precisión con un 99,3%, seguido por LRA en segundo lugar, con 

una precisión que rondaba el 99,12% para datos de ONT en pera. Aunque, en general, 

ambos alineadores muestran buenos resultados de forma individual. 

 

Alineador Muestra 

Profundidad 

media de 

lectura 

Cobertura 

media de 

lectura (%) 

Precisión 

media de 

lectura (%) 

Minimap2 

HOL13 13,41 98,20 99,51 

WAG2 9,46 97,70 99,53 

LRA 

HOL13 12,74 98,43 99,60 

WAG2 9,02 97,83 99,62 

Tabla 2. Profundidad, cobertura y precisión media en las muestras de HOL13 y WAG2 

alineadas con Minimap2 y LRA. 

Posteriormente, tras realizar el variant calling, en el caso de la muestra de 

HOL13 al realizar el alineamiento con Minimap2 se obtuvieron 5.924 SVs utilizando 

Sniffles2 y 6.662 SVs utilizando CuteSV. Por otra parte, utilizando LRA como 

alineador, se obtuvieron 4.728 SVs con Sniffles2 y 5.432 SVs con CuteSV. En el caso 

de la muestra de WAG2, realizando el alineamiento con Minimap2 se detectaron 2.702 

SVs con Sniffles2 y 3.127 SVs con CuteSV. Para LRA como alineador, Sniffles2 logró 

detectar 2.013 SVs mientras que CuteSV detectó 2.348 SVs, como figura en la Tabla 3. 
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Figura 4. Gráficos de precisión de alineamiento superior al 95% en las muestras de HOL13 

(arriba) y WAG2 (abajo). LRA en azul, Minimap2 en rojo. 
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Figura 5. Abundancia relativa de SVs detectadas con Sniffles2 y CuteSV, alineadas con 

Minimap2 y LRA en las muestras de HOL13 y WAG2. Las siglas representan un código de 3 letras para 

identificar las 8 combinaciones. S=Sniffles2, C=CuteSV, M=Minimap2, L=LRA, H=HOL13 y W=WAG2. 

 

Al analizar la abundancia relativa de cada tipo de SVs en las 8 combinaciones 

(Figura 5), se observó que Sniffles2 detectó una frecuencia de inserciones y deleciones 

ligeramente mayor a CuteSV tanto en los alineamientos con Minimap2 como con LRA. 

También detectó una mayor frecuencia de BNDs que CuteSV en los alineamientos con 

LRA.   

Por el contrario, CuteSV detectó una frecuencia mayor de inversiones y 

duplicaciones con ambos alineadores y una mayor frecuencia de BNDs utilizando 

Minimap2. Teniendo en cuenta el número de SVs, estos resultados concuerdan con los 

que obtuvieron Jiang et al. (2022), ya que observaron que Sniffles2 detectaba mayor 

frecuencia de inserciones, deleciones y BNDs que CuteSV. 
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HOL13 

 MINIMAP2 LRA 

SV SNIFFLES2 COMUNES CUTESV SNIFFLES2 COMUNES CUTESV 

INS 2.597 2.528 2.873 2.188 2.076 2.422 

DEL 3.282 3.220 3.507 2.514 2.482 2.823 

BND 26 25 223 20 9 151 

INV 14 8 16 6 3 23 

DUP 5 4 43 0 0 13 

TOTAL 5.924 5.785 6.662 4.728 4.570 5.432 

WAG2 

 MINIMAP2 LRA 

SV SNIFFLES2 COMUNES CUTESV SNIFFLES2 COMUNES CUTESV 

INS 1.150 1.119 1.293 894 845 994 

DEL 1.529 1.499 1.702 1.096 1.082 1.236 

BND 14 14 113 20 8 97 

INV 6 5 9 3 1 11 

DUP 3 2 10 0 0 10 

TOTAL 2.702 2.639 3.127 2.013 1.936 2.348 

Tabla 3. Número de inserciones, deleciones, BNDs, inversiones y duplicaciones y número total 

de SVs detectadas con Sniffles2 y CuteSV compartidas según su alineador en las muestras de HOL13 y 

WAG2 alineadas tanto con Minimap2 como con LRA con un rango de ±100pb. 

SVs Comunes ±100pb ±50pb ±25pb ±10pb ±5pb 

LSH y LCH 4.570 4.491 4.315 3.903 3.570 

LSW y LCW 1.936 1.913 1.832 1.642 1.514 

MSH y MCH 5.785 5.721 5.612 5.298 5.022 

MSW y MCW 2.639 2.610 2.569 2.442 2.314 
Tabla 4. Número de SVs en común entre metodologías según el rango de las posiciones de inicio 

y fin de las SVs. Las siglas representan un código de 3 letras para identificar las 8 combinaciones. 

S=Sniffles2, C=CuteSV, M=Minimap2, L=LRA, H=HOL13 y W=WAG2. 

Posteriormente se analizaron las SVs en común entre las diferentes 

metodologías. Teniendo en cuenta una diferencia de ±100pb entre las posiciones de 

inicio y final de las SVs (Tabla 3) se obtuvieron 5.785 SVs en común entre Sniffles2 y 

CuteSV en los alineamientos con Minimap2 y 4.570 SVs en común para los 

alineamientos con LRA para HOL13. En WAG2, las SVs comunes detectadas para los 

alineamientos con Minimap2 fueron 2.639, mientras que para LRA fueron 1.936. 
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De un total de 12.586 SVs detectadas en HOL13 y 5.829 SVs detectadas en 

WAG2 para los alineamientos con Minimap2, en el primer caso ambos variant callers 

compartían un 44,99% de las SVs, mientras que en el segundo caso compartían un 

45,27% de ellas. Para los alineamientos con LRA, en HOL13 se obtuvo un 44,98% de 

SVs compartidas y en WAG2 un 44,39%. 

A continuación, al reducir el rango de pb de ±100 hasta ±5 (Tabla 4), se observó 

que para los alineamientos con LRA en HOL13 se redujo un 21,89% el número de SVs 

comunes y en WAG2 se redujo un 21,8%. En cambio, para los alineamientos con 

Minimap2 se produjo una menor disminución de las SVs comunes, siendo de un 

13,32% en HOL13 y de un 12,32% en WAG2. 

 Por ultimo, se tuvieron en cuenta las longitudes de las SVs para observar en qué 

intervalos eran más abundantes (Figura 6). Para todas las combinaciones se observaron 

comportamientos similares, con un mayor número de SVs en longitudes alrededor de 

100pb. En adelante, el numero de SVs fue disminuyendo. 

En general, para las dos muestras, la combinación de Minimap2 como alineador 

y CuteSV como variant caller fue la que mayor número de SVs detectó, seguida por la 

combinación de Minimap2/Sniffles2. En tercer lugar, LRA/CuteSV y por último la 

combinación LRA/Sniffles2. Por lo tanto, teniendo en cuenta número de SVs 

detectadas, Minimap2 se presentaría como el mejor alineador, mientras que CuteSV 

sería el mejor variant caller. Los resultados anteriores concuerdan con Helal et al. 

(2024), ya que comparando múltiple alineadores y variant callers, observaron que 

aunque Sniffles2 y CuteSV eran muy similares, CuteSV tenía una ligera superioridad 

con respecto a Sniffles2 en la detección de SVs. En cambio, no concuerdan con Smolka 

et al. (2024), cuyos experimentos mostraron que Sniffles2 presentaba una mayor 

precisión en la detección de SVs que otras metodologías como CuteSV, aunque con 

rendimientos similares. Además, las simulaciones realizadas por Yildiz et al. (2023) 

recomiendan el uso de la combinación de Minimap2 con Sniffles2 y sobre todo con 

CuteSV por la buena precisión en la detección de SVs, ya que CuteSV consigue reducir 

el número de falsos positivos, mostrando en múltiples análisis una mejor precisión que 

Sniffles2 (Jiang et al., 2022), con valores en torno al 92.7%, frente al 88.9% de 

Sniffles2 (Romain & Lemaitre, 2023). 
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 Teniendo todo lo anterior en cuenta, podemos concluir que aunque ambos 

variant callers tienen rendimientos similares, con precisiones de deteccion por encima 

del 99%, CuteSV es capaz de detectar mejor BNDs, inversiones y duplicaciones, 

mientras que Sniffles2 detecta mejor inserciones y deleciones. Aunque CuteSV es 

ligeramente superior a Sniffles2 en el número de SVs detectadas, puede que no todas 

ellas sean correctas, por lo sería necesario validar los resultados con un set de SVs 

conocidas. 

 

Figura 6. Gráfico de densidad de SVs detectadas con Sniffles2 y CuteSV, alineadas con 

Minimap2 y LRA en las muestras de HOL13 y WAG2. Las siglas representan un código de 3 letras para 

identificar las 8 combinaciones. S=Sniffles2, C=CuteSV, M=Minimap2, L=LRA, H=HOL13 y W=WAG2. 
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4.2. Análisis de razas 

Se estableció Minimap2 como alineador y Sniffles2 como variant caller de 

acuerdo con las especificaciones del BovLRC. Tras el análisis y filtrado de datos para 

cada individuo, se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 5. En total, sumando 

las SVs de cada individuo se obtuvieron 168.737 SVs en el total de la población. Se 

identificaron 115.321 SVs en raza Holstein, 30.464 SVs en raza Pirenaica Española, 

17.075 SVs en raza Wagyu y 5.877 SVs en raza Red Holstein. Se puede observar que la 

gran mayoría de SVs detectadas en cada individuo fueron inserciones y deleciones y 

siendo BNDs, duplicaciones e inversiones los tipos de SVs menos comunes (Figura 7). 

ID Profundidad Cobertura INS DEL INV DUP BNDs 

HOL 1 9,08 96,76 1.047 1.424 8 4 23 

HOL 2 13,40 96,79 8.087 9.053 69 21 116 

HOL 3 10,19 96,64 2.096 2.782 14 12 31 

HOL 4 6,76 96,17 4.722 6.010 36 10 42 

HOL 5 12,35 96,80 3.032 4.212 19 11 35 

HOL 6 7,02 95,91 1.161 1.820 14 8 27 

HOL 7 6,38 96,20 4.710 5.568 33 12 48 

HOL 8 11,18 96,76 1.608 2.025 10 6 27 

HOL 9 10,78 96,75 1.042 1.597 13 7 24 

HOL 10 11,18 96,76 3.968 4.660 27 8 29 

HOL 11 10.78 96,75 3.899 4.565 24 10 32 

HOL 12 6,82 95,92 1.614 1.879 9 5 25 

HOL 13 13,41 98,20 2.597 3.282 14 5 26 

HOL 14 17,42 98,36 6.876 7.839 54 21 44 

HOL 15 13,06 96,91 5.198 5.848 35 13 39 

WAG 1 10,51 97,51 6.666 7.593 54 15 45 

WAG 2 9,46 97,70 1.150 1.529 6 3 14 

RED 1 11,89 97,91 2.704 3.116 20 11 26 

PIR 1 12,67 97,33 3.512 4.428 23 7 29 

PIR 2 15,89 98,12 7.235 8.252 65 15 54 

PIR 3 11,85 96,85 3.034 3.742 20 13 35 
Tabla 5. Profundidad, Cobertura, Número y Tipo de SVs identificadas en cada individuo. HOL: 

Holstein; WAG: Wagyu; RED: Red Holstein; Pir: Pirenaica Española; INS: Inserciones; DEL: 

Deleciones; INV: Inversiones; DUP: Duplicaciones; BNDs: Breakends. 
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En total, sumando las SVs de cada individuo se obtuvieron 168.737 SVs en el 

total de la población. Se identificaron 115.321 SVs en raza Holstein, 30.464 SVs en 

raza Pirenaica Española, 17.075 SVs en raza Wagyu y 5.877 SVs en raza Red Holstein. 

Se puede observar que la gran mayoría de SVs detectadas en cada individuo fueron 

inserciones y deleciones y siendo BNDs, duplicaciones e inversiones los tipos de SVs 

menos comunes (Figura 7).  

 

Posteriormente se agruparon los datos en función de cada raza y se filtraron para 

eliminar aquellas SVs que se encontrasen duplicadas dentro de cada una de las razas 

(Tabla 6). Después de este filtrado se obtuvo un total de 41.875 SVs únicas en el total 

de la población. De esas SVS, en raza Holstein se encontraron 10.378 SVs únicas, en 

raza Pirenaica Española fueron 13.419 SVs únicas, en raza Wagyu se detectaron 12.201 

SVs únicas y en la raza Red Holstein fueron 5.877 las SVs únicas detectadas. Tras 

comparar las variantes únicas de todas las razas, se obtuvo que la raza Holstein poseía 

5.131 SVs exclusivas de su raza y compartía 3.463 SVs con raza Pirenaica Española, 

Raza INS DEL INV DUP BNDs Total 
Holstein 4.704 5.575 45 16 38 10.378 

Wagyu 5.682 6.420 44 14 41 12.201 

Red Holstein 2.704 3.116 20 11 26 5.877 

Pirenaica Española 6.197 7.114 44 17 47 13.419 
Tabla 6. SVs únicas encontradas de cada tipo y total por raza. 

Figura 7. Número y tipo de SVs detectadas en cada animal. Cada color representa una de las 

cuatro razas. 
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2.306 SVs con raza Red Holstein y 2.923 SVs con raza Wagyu. La raza Pirenaica 

Española poseía 7.844 SVs exclusivas de su raza y compartía un total de 2.051 SVs con 

Red Holstein y 3.396 SVs con Wagyu. La raza Wagyu  poseía 7.328 SVs exclusivas de 

su raza y compartía 1.680 SVs con raza Red Holstein. Por último, la raza Red Holstein 

poseía 2.512 SVs exclusivas de su raza. De entre todas estas SVs, las 4 razas 

compartian 766 SVs entre ellas (Figura 8).  

La abundancia relativa de cada tipo de SVs por raza fue similar en las 4 razas 

(Figura 9), siendo claramente más abundantes las deleciones con alrededor del 53% del 

total, seguidas por las inserciones con un 46%, BNDs con aproximadamente el 0,36% 

(salvo en el caso de Red Holstein, donde rondaba el 0,44%), inversiones 0,34% (salvo 

en raza Holstein, con un 0,43%) y duplicaciones con un 0,13% (a excepción de Red 

Holstein, con un 0.18%). También se observaron los cromosomas en los que se situaban 

las SVs. El cromosoma que mas SVs poseía fue el cromosoma 1 en las 4 razas (Figura 

10) y los cromosomas con menor número de SVs fueron el mitocondrial y el Y. Se pudo 

observar que el número de SVs tiene una tendencia descendente en los cromosomas. 

Esto puede deberse a que los cromosomas se numeran según su tamaño, por lo que 

cabría esperar que, a mayor tamaño de cromosoma, mayor probabilidad de encontrar 

SVs en él. Después, agrupando las SVs de la población completa se calculó su densidad 

en cada cromosoma según la posición de inicio de cada una (Figura 11). Se pudo 

observar que, en la mayoría de ellos, la distribución de SVs es uniforme a lo largo de 

Figura 8. Diagrama de Venn mostrando las SVs únicas comunes entre razas. 
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todo el cromosoma (cromosomas 1, 2 y 3 por ejemplo), en algunos de ellos una mayor 

densidad de SVs en la primera mited del cromosoma (cromosoma 10), en otros una 

mayor cantidad en la región final del cromosoma (cromosomas 4 y 18) y destacando el 

cromosoma 23 por presentar una enorme densidad de SVs en su región central. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cromosomas Cromosomas 

Figura 10. Abundancia relativa de cada tipo de SV por cromosoma detectadas en razas 

Holstein (HOL), Wagyu (WAG), Pirenaica Española (PIR) y Red Holstein (RED). Los colores 

representan el tipo de variante estructural. INS: Inserciones; DEL: deleciones; INV: Inversiones; DUP: 

Duplicaciones; BNDs: Breakends. 

Figura 9. Abundancia relativa de SVs detectadas en razas Holstein (HOL), Wagyu (WAG), 

Pirenaica Española (PIR) y Red Holstein (RED). Los colores representan el tipo de variante estructural. 

INS: Inserciones; DEL: Deleciones; INV: Inversiones; DUP: Duplicaciones; BNDs: Breakends. 
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En cuanto a la distribución de las SVs a lo largo del genoma (Figura 12) mostró 

resultados también similares en las 4 razas. En este caso, la gran mayoría de ellas se 

encontraba en regiones intergénicas, seguidas por las regiones intrónicas, las regiones 

promotoras, las 5’ y 3’ no traducibles y por último las regiones exónicas (Tabla 7). 

Región genómica Holstein Wagyu Red Holstein Pirenaica Española 

Promotora (<=1kb) 0,8% 0,82% 0,61% 0,97% 

Promotora 

(1-2 kb) 

0,65% 0,61% 0,58% 0,69% 

Promotora 

(2-3kb) 

0,61% 0,57% 0,77% 0,74% 

5’ UTR 0,009% 0,01% 0,04% 0,02% 

3’ UTR 0,09% 0,09% 0,18% 0,12% 

Exónica 0,10% 0,09% 0,14% 0,11% 

Intrónica 16,78% 16,22% 16,31% 17,44% 

Downstream <=300pb 0,04% 0,03% 0,06% 0,03% 

Intergénica 80,92% 81,56% 81,31% 79,88% 
Tabla 7. Porcentaje de SVs en cada región genómica en las cuatro razas. 

 

 

Figura 12. Anotación genómica de SVs por raza. Los colores representan la región afectada por 

las SVs. De izquierda a derecha: Regiones promotoras, 5’ y 3’ no traducibles, exónicas, intrónicas y zonas 

intergénicas. 
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Tiene sentido que la raza Red Holstein, al tratarse de una raza enfocada a la 

produccion de leche, comparta un 58,92% de sus SVs con la raza Holstein, mientras que 

con las razas Wagyu y Pirenaica Española (con un enfoque más cárnico), comparta 

alrededor de un 28% y 35% respectivamente. Aunque teniendo esto en cuenta, cabría 

esperar que la raza Holstein compartiera un mayor porcentaje de sus SVs con Red 

Holstein y en menor medida con las razas Wagyu y Pirenaica Española. Sin embargo, la 

raza Holstein comparte un 33,36% de sus SVs con Pirenaica Española, un 23,16% de 

sus SVs con Wagyu y tan solo un 22,22% de sus SVs con Red Holstein. Por otra parte, 

la raza Wagyu comparte un mayor porcentaje de sus SVs con la otra raza cárnica, con 

un 27,83%, mientras que para el caso de las razas lácteas comparte un 23,95% de sus 

SVs con Holstein y solamente un 13,79% de ellas con la raza Red Holstein. Finalmente, 

para el caso de la raza Pirenaica Española, se encontró que compartía un mayor 

porcentaje de sus SVs con la raza Holstein (25,80%), aunque seguido de cerca por la 

raza Wagyu (25,30%) y en ultimo lugar la raza Red Holstein (15,28%). Las diferencias 

en estos resultados podrían deberse a los diferentes tamaños muestrales entre las razas. 

La raza Holstein fue la que mostró un mayor porcentaje de deleciones e 

inversiones y la que mostró un menor porcentaje de SVs en regiones 5’ UTR. La raza 

Wagyu fue la que mayor porcentaje presentaba en cuanto a inserciones y SVs afectando 

a regiones intergénicas, mientras que fue la raza que mostró menores porcentajes de 

deleciones, duplicaciones, BNDs y SVs afectando a regiones promotoras (1-2kb), 

exónicas e intrónicas. La raza Red Holstein presentaba el mayor porcentaje de 

duplicaciones, BNDs y SVs afectando a regiones Promotoras (2-3kb), 5’ UTR, 3’ UTR, 

exónicas y Downstream <=300pb y el menor porcentaje de SVs afectando a regiones 

Promotoras (<=1kb) y Promotoras (1-2 kb). Por último, la raza Pirenaica Española fue 

la que mostró un mayor porcentaje de SVs afectando a regiones Promotoras (<=1kb), 

Promotoras (1-2 kb) e intrónicas y la que menor porcentaje de inversiones y SVs 

afectando a regiones intergénicas. 
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4.2.1. Análisis de genes 

Finalmente, se analizaron las SVs que se encontraban en regiones codificantes 

del genoma, es decir, regiones exonicas, puesto que su modificación puede alterar la 

secuencia de aminoácidos y la función de las proteínas resultantes. Se observó la 

existencia de SVs que afectaban a exones exclusivos en cada una de las razas estudiadas 

(Tabla 8). Se obtuvieron 2 exones afectados por SVs en raza Holstein, 1 exon en Red 

Holstein, 6 exones en raza Pirenaica Española y 3 exones en raza Wagyu.  

Estos exones se encuentran en genes que estan relacionados con diversos 

caracteres, pero centrándonos en los caracteres de interés en producción animal, en la 

raza Holstein se identificó el gen colgatl, que puede ser relevante en programas de 

mejora de vacuno lechero, ya que se ha comprobado que está relacionado con la síntesis 

de oligosacáridos en la leche que son beneficiosos para la salud humana (Poulsen et al., 

2019). Tambiés se encontró que el gen fgl1 mostraba niveles de expresión elevados en 

respuesta a mastitis producida por E. coli (Sharifi et al., 2021). Además, Piórkowska 

et al. (2022) relacionaron a este gen con la infiltración intramuscular de grasa en 

algunas razas de cerdo y cuyo estudio podría ser interesante en razas de vacuno de 

carne.  

En la raza Red Holstein se encontró al gen tspan12, que afecta a la producción 

de leche en ovejas (Mohammadi et al., 2022) y cuyo estudio en vacuno lechero podría 

ser interesante. Además, se ha observado que este gen aumenta su expresión en el tejido 

ruminal en respuesta a la acidosis en ganado vacuno (Gholizadeh et al., 2020).   

En la raza Pirenaica Española se encontró al gen acer2, el cual está relacionado 

con el metabolismo lipídico (Laghouaouta et al., 2020) y el gen ptpre, asociado a un 

mayor rendimiento lácteo y graso en la leche de vaca (Laodim et al., 2024). Se 

identificaron dos genes relacionados con el crecimiento de los animales, como es el caso 

del gen cela3b, involucrado en la síntesis de enzimas proteolíticas en el páncreas (Boros 

et al., 2017) que pueden ayudar a una mejor digestión de los alimentos y absorción de 

nutrientes en vacas (Cheng et al., 2023) y el gen ing5, que está implicado en la ganancia 

diaria media de peso en el ganado vacuno según los estudios de Manca et al. (2020). 

Otro de los genes encontrados, eomes, aumentaba su expresión en vacas afectadas por 

tuberculosis bovina, ya que regula la actividad citotóxica y el desarrollo y función de 

células inmunitarias (Bhat et al., 2023) y además se ha visto que niveles de expresión 

elevados en este gen pueden conllevar una reducción de la expresión del interferón Tau 
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(IFNT) en rumiantes (Sakurai et al., 2013), dificultando el éxito de la gestación (Kim 

et al., 2019). El último gen encontrado en Pirenaica Española fue ttyh2, que estaba 

sobreexpresado en vacas infectadas por Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis 

en el estudio relizado por Malvisi et al. (2016).  

Por último, en la raza Wagyu se encontró al gen ak7, relacionado con el 

metabolismo de carbohidratos, lipidos y aminoacidos (Iung et al., 2018). También se 

encontró al gen dnpep, el cual está relacionado con la ganancia de peso y la eficiencia 

alimentaria del ganado vacuno (Kern et al., 2016), este gen también  contribuye a que 

haya una mayor cantidad de ácido glutámico en la carne al cocinarla, potenciando su 

sabor (Yuhara et al., 2021). El último gen encontrado en esta raza fue  fga, que está 

ligado con el efecto materno en la cantidad de grasa intramuscular (Halli et al., 2022), 

un carácter de especial interés en esta raza de vacuno de carne. 

Posteriormente, se analizaron los exones afectados por SVs que tenían en común 

las razas Holstein y Red Holstein y por otro lado las razas Pirenaica Española y Wagyu 

(Tabla 9). Los exones comunes entre Holstein y Red Holstein incluían al gen bpifb5, 

perteneciente a la familia de genes LT/LBP (Sorbolini et al., 2015) y que participa en la 

respuesta inmune del ganado contra bacterias (Rahman et al., 2010). Otro de los genes 

encontrados fue rnf32, que está implicado en el proceso de espermatogénesis (Rios 

et al., 2023) y una mayor eficiencia alimentaria (Niu et al., 2021). El último gen 

encontrado en estas dos razas fue el gen mucl1 y se observó que está relacionado con 

con el rendimiento lácteo, el rendimiento graso de la leche y la tasa de preñez según los 

estudios de Olšanská (2020). Por otro lado, los exones comunes de Wagyu y Pirenaica 

Española incluían al gen afap1, el cual se encuentra más expresado en vacas que 

presentan cetosis como respuesta a esta enfermedad (Soares et al., 2021). Además del 

locus loc525599, que está involucrado en la respuesta inmune (Goyache et al., 2022), 

también se encontró al gen capn1 que parece estar fuertemente asociado con la terneza 

de la carne de vacuno (Lee et al., 2019) y otras características de la canal (Shi et al., 

2011) Finalmente se encontró al gen slc6a14. Gu et al. (2021) pudieron comprobar que 

modificando la dieta de vacas gestantes, el nivel de expresión de este gen aumentaba, 

mejorando el acceso del feto a los nutrientes e incrementando su peso al nacer. También 

se ha descrito la relación que tiene este gen con una mejor absorción de nutrientes en el 

duodeno, aumentando así la eficiencia de la producción del ganado (Waters et al., 
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2013). Además, activa una vía de señalización que promueve la síntesis de β-caseína en 

las células mamarias bovinas (Cao et al., 2022), mejorando la calidad de la leche.  

 

Por último se buscaron SVs que afectasen a un mismo exon en común para las 4 

razas (Tabla 10). La busqueda resultó en 2 exones. El primero de ellos está relacionado 

con el gen b3galnt2, que está implicado en la síntesis de oligosacáridos en la leche 

(Poulsen et al., 2019) y también está involucrado en la resistencia contra la mastitis 

(Strillacci et al., 2023). El otro exón está relacionado con el locus loc100138951 del 

cromosoma 18 de la especie Bos taurus, afectando al sistema inmune y las interacciones 

Raza Gen 

Tipo 

de 

SV 

Cromosoma 
Posible carácter 

asociado 
Referencias 

Holstein 

colgalt2 DEL 16 
Oligosacáridos en la 

leche 

(Poulsen 

et al., 2019) 

fgl1 DEL 27 
Resistencia a 

mastitis  

 (Sharifi et al., 

2021) 

Red 

Holstein 
tspan12 DEL 4 Acidosis 

(Gholizadeh 

et al., 2020) 

Pirenaica 

Española 

acer2 INS 8 
Metabolismo 

lipídico 

(Laghouaouta 

et al., 2020) 

cela3b DEL 2 
Absorción de 

nutrientes 

(Cheng et al., 

2023) 

ing5 INS 3 
Ganancia de peso 

diaria 

(Manca et al., 

2020) 

eomes INS 22 

Regulación de 

respuesta inmune/ 

Inhibición de IFNT 

en rumiantes 

(Bhat et al., 

2023; Sakurai 

et al., 2013) 

ptpre INS 26 
Rendimiento lácteo 

y graso 

(Laodim 

et al., 2024) 

ttyh2 DEL 19 
Resistencia a 

paratuberculosis 

(Malvisi 

et al., 2016) 

Wagyu 

ak7 DEL 21 Metabolismo 
(Iung et al., 

2018) 

ddnpep INS 2 

Ganancia de 

peso/Sabor de la 

carne 

(Kern et al., 

2016; Yuhara 

et al., 2021) 

fga DEL 17 
Efecto materno de 

grasa intramuscular 

(Halli et al., 

2022) 

Tabla 8. Genes relacionados con la región exónica afectada por SVs exclusivas en cada raza. 
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inmuno-regulatorias de células linfoides y no linfoides (Wu et al., 2017) y posiblemente 

relacionado con la resistencia a la paratuberculosis (Ortega Masagué, 2021). 

 

Razas Gen  Cromosoma 

Posible 

carácter 

asociado 

Referencias 

Holstein 

y 

Red 

Holstein 

bpifb5 DEL 13 
Respuesta 

inmune 

(Rahman 

et al., 2010) 

mucl1 DEL 5 

Rendimiento 

lácteo y 

reproducción 

(Olšanská, 

2020) 

rnf32 INS 4 
Eficiencia 

alimentaria 

(Niu et al., 

2021) 

Wagyu 

y 

Pirenaica 

Española 

afap1 DEL 6 
Respuesta 

contra cetosis 

(Soares et al., 

2021) 

capn1 DEL 29 
Calidad de la 

carne 

(Lee et al., 

2019; Shi, 

2011) 

loc525599 INS 23 
Respuesta 

inmune 

(Goyache 

et al., 2022) 

slc6a14 INS X 

Síntesis de β-

caseína y 

mayor acceso 

a nutrientes 

(Cao et al., 

2022; Gu 

et al., 2021; 

Waters et al., 

2013) 
Tabla 9. Genes relacionados con la región exónica afectada por SVs compartidas entre las razas 

Holstein y Red Holstein y las razas Wagyu y Pirenaica Española. 

 

 

Gen  Cromosoma Posible carácter asociado Referencias 

b3galnt2 INS 28 
Oligosacáridos en la leche y 

resistencia a mastitis 

(Poulsen et al., 

2019; Strillacci 

et al., 2023) 

loc100138951 DEL 18 
Respuesta inmune 

Resistencia a paratuberculosis 

(Ortega 

Masagué, 2021; 

Wu et al., 2017) 
Tabla 10. Genes relacionados con la región exónica afectada por SVs compartidas entre las 

cuatro razas estudiadas. 
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5.  Conclusiones 
 

1. Debido a los pocos mismatches obtenidos con ambos alineadores, la 

secuenciación ONT ha mostrado ser muy precisa, con mas de un 99%, en el 

basecalling de las muestras. 

2. Tanto LRA como Minimap2 son buenos alineadores que han mostrado 

comportamientos similares en ambas muestras. 

3. Mientras que Sniffles2 detecta mejor inserciones y deleciones, CuteSV es capaz 

de detectar mejor BNDs, inversiones y duplicaciones. 

4. El 45,33% de las SVs fueron detectadas por ambos softwares, pero el 54,67% 

solo se identificaron con uno de ellos. Por lo tanto, sería necesario validar los 

resultados con un set donde se conozcan las SVs.  

5. La mayoría de las SVs detectadas son inserciones y deleciones de alrededor de 

100pb. 

6. Hay un mayor número de SVs en los primeros BTAs, más grandes, en 

comparación con los BTAs finales, de menor tamaño.  

7. Por lo general, las SVs se distribuyen de forma uniforme a lo largo del genoma, 

a excepción de algunas regiones que presentan una mayor densidad, como el 

BTA23. 

8. Alrededor del 80% de las SVs detectadas se localizan en regiones intergénicas 

ya que la secuenciación no está dirigida. Por ello, es estadísticamente más 

probable que las SVs se localicen en estas regiones, ya que la mayoría del 

genoma está compuesto por ellas. 

9. Se encontraron SVs exclusivas de raza Holstein que afectan a los genes colgalt2 

y fgl1, ambos relacionados con la producción de leche. 

10. Se encontró al gen tspan12 afectado por SVs en raza Red Holstein, relacionado 

con la respuesta a la acidosis. 

11. Se encontraron SVs exclusivas de raza Pirenaica Española afectando a los genes 

acer2 cela3b ing5 eomes y ttyh2. Estos genes están relacionados con la 

resistencia de los animales y un mejor crecimiento, con posibles implicaciones 

en la producción cárnica. 



45 
 

12. Se encontraron SVs exclusivas de raza Wagyu afectando a los genes ak7,  

ddnpep y fga. Estos genes están relacionados con caracteres propios de esta raza 

en producción de carne, como la infiltración de grasa intramuscular y un mejor 

sabor de la carne. 

13. Las razas Holstein y Red Holstein comparten SVs que afectan a los genes 

bpifb5, mucl1 y rnf32 que están relacionados con la respuesta inmune y la 

producción láctea. 

14. Las razas Pirenaica Española y Wagyu comparten SVs que afectan a los genes 

afap1 capn1 loc525599 y slc6a14 que están relacionados con la calidad de la 

carne, la resistencia y el desarrollo de los animales. 

15. Todas las razas compartían SVs que afectan a los genes loc100138951 y 

b3galnt2, con implicaciones en la producción láctea y la resistencia de los 

animales a enfermedades. 

16. Debido al bajo tamaño muestral de este estudio se requieren más investigaciones 

que permitan validar los anteriores resultados. 
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