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RESUMEN

La mastitis clinica (MC) es una de las enfermedades mas importantes, comunes y
costosas que afectan la glandula mamaria (Bloemhofet al., 2009; Cha et al., 2011) e implica
pérdidas importantes en la industria lechera a nivel mundial.

Existe una fuerte correlacion genética entre mastitis y la calificacidn lineal de células
somaticas (SCS) que sugiere que esta Ultima caracteristica esta asociada a la resistencia a
mastitis. Por ejemplo, Carlén et al. (2004) encontraron una correlacidon entre mastitis y SCS
de 0.70. Debido a esto, se han realizado multiples esfuerzos para mejorar la resistencia a
mastitis, pero la baja heredabilidad de ésta caracteristica hace que el proceso no sea tan
efectivo como se quisiera.

Los estudios de asociacién del genoma (GWAS por sus siglas en inglés) analizan las
variaciones en las secuencias de DNA a lo largo de todo el genoma (Bush y Moore 2012) y
su asociacién con fenotipos y secuencias de polimorfismos comunes, las cuales pueden
jugar un papel en la explicacion del desarrollo de enfermedades (Forer et al. 2010).

Por otro lado, de acuerdo a diversos estudios, variaciones estructurales como las
variaciones en el nimero de copias (CNV) afectan la expresidon del gen y estan relacionados
con el inicio de muchas enfermedades (Bae et al. 2010). Hay indicios de que CNV aparecen
en humanos, primates, roedores, moscas, perros, pollos, cerdos y ganado (Fadista et al.
2008, 2010; Fontanesi et al. 2010; Graubert et al. 2007; Wain et al. 2015; J. Wang et al.
2015). Recientemente, estudios de secuenciacién del genoma demostraron que la mayoria
de las bases que varian entre los genomas humanos residen en los CNV (Forer et al. 2010).

El uso de CNV como marcadores para explicar la variacidon genética de SCS no ha sido
explorado hasta ahora y dada la importancia de ésta variable por su relacidn con la mastitis,
consideramos este trabajo como la base en la deteccién de regiones gendmicas asociadas
a esta enfermedad.

Primero se realizé un estudio de asociacidén que contenia la informaciéon de 777,952
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en 254 individuos mas la informacion de 758
hembras con 77,000 SNP que fueron imputados a 777,952 SNP, obteniendo una base de
datos final de 911 animales con 554,000 SNP, que se asociaron a SCS con un GWAS. En este
trabajo se reportaron 286 SNP distribuidos en 16 cromosomas, de los cuales 154 se
encontraron en 50 genes.

Posteriormente se realizd un analisis con un modelo univariado (software Golden
Helix SVS8) y uno con el HMMC (software PennCNV) en donde encontramos 24 y 47 CNVR
asociadas con los valores genéticos para SCS (EBV_SCS) respectivamente.

El andlisis que se realizd, permitid la asociacién de CNVR a 18 genes candidatos
(TERT, NOTCH1, SLC6A3, CLPTMLL, PPARa, BCL-2, ABO, VAV2, CACNA1S, TRAF2, RELA, ELF3,

Vil



DBH, CDK5, NF2, FASN, EWSR1 and MAP3K11) que estan clasificados en el mismo grupo
funcional, asociados a “stress”, “muerte celular” “inflamacién” y “respuesta inmune”.

Los CNV identificados en este estudio constituyen el primer mapa de CNVR
asociados a SCS en ganado, proveyendo informacidén nueva para los siguientes estudios de
asociacién con caracteristicas de interés econémico y de salud.

viii



ABSTRACT

Clinical Mastitis (MC) is one of the most common, expensive and important diseases that
affect the mammary gland (Bloemhofet al., 2009; Cha et al., 2011). Which implies important
loses in milk industry worldwide.

There is a strong genetic correlation between mastitis and SCS of 0.70 which
suggests that SCS may be linked to mastitis resistance. Because of this, efforts have been
made to improve mastitis resistance, but the low heritability of this characteristic makes
this process not to be as effective as desired.

The GWAS measures and analyzes sequence variations of DNA throughout the entire
genome (Bush y Moore 2012). GWAS have a identified associations among various
phenotypes and sequences of common polymorphisms which may play a role in the
development of diseases (Forer et al., 2010).

On the other hand, according to diverse studies, structural variations such as CNV
affect the expression of the gene and are related to the start to many diseases (Bae et al.
2010).

There are indications that CNV appear in humans, primates, rodents, flies, dogs,
chicken, pigs and cattle (Fadista et al. 2008, 2010; Fontanesi et al. 2010; Graubert et al.
2007; Wain et al. 2015; J. Wang et al. 2015). Recently, sequence studies of genome probe
that most of the bases that vary between human genomes reside in the CNV (Forer et al.
2010).

The use of CNV as markers to explain the genetic variation of SCS has not been
explored so far and given the importance of this variable due to its relation to mastitis we
consider this work as the base of identification of genomic regions associated to this
disease.

First, an association study that contained the information of 777,952 SNP in 254
individuals plus the information of 758 females with 77,000 SNP which where imputed to
777,952 SNP, was realized getting a final data base of 911 animals whit 554,000 SNP, which
where associated to SCS. This work reported 286 SNP distributed in 16 chromosomes of
which 154 are in 50 genes.

Subsequently, an analysis was performed with a univariate model (software Golden
Helix SVS8) and one with the HMMC (Software PennCNV), where 24 and 47 CNVR
associated with the EBV_SCS were found, respectively.

The analysis performed allowed the association of CNVR to 18 candidate genes XX
which are classified in the same functional group associated to “Stress”, Cell dead”,
“Inflammation” and “immune response”.

The identified CNV in this study constitute the first map of CNVR associated to SCS
in cattle, providing new information for future studies of association with characteristics of
economic and health interest.



ANTECEDENTES

MASTITIS

La mastitis clinica y subclinica (MC y MS) son unas de las enfermedades mas
importantes, comunes y costosas que afectan la gldndula mamaria. Esta caracterizada por
signos visibles como inflamacién y puede ser causada por patégenos (Bloemhof et al., 2009;
Cha et al., 2011). Esta definida como una inflamacién de la gldandula mamaria resultante de
la introduccién y multiplicacidon de microorganismos patégenos. Los principales organismos
incluyen Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae y coliformes. Estos patdgenos
pueden causar enfermedades clinicas con cambios en la composicion de la leche, un
incremento en el conteo celular somatico (CCS) e incluso muerte (Bjgrg Heringstad et al.,
2000).

La susceptibilidad de la glandula mamaria bovina a mastitis, depende del proceso de
involucion del tejido glandular y de la exposicion a diferentes factores de tipo fisiolégico,
genético y ambiental (Sordillo y Streicher, 2002). Los traumatismos mecdnicos, térmicos y
quimicos predisponen a la glandula a infecciones intramamarias (Zhao y Lacasse 2008).

Se considera mastitis subclinica cuando hay inflamacidn de la gldandula mamaria sin
anormalidad visible de la leche o de la ubre (Radostits et al., 1992), pero estd asociada con
el incremento al CCS y tiene consecuencias negativas (Hagnestam-Nielsen et al., 2009). El
CCS puede ser utilizado como un indicador de mastitis y como una medida de respuesta a
lainfeccion (Heringstad et al., 2006). La seleccidn para bajas calificaciones lineales de células
somaticas puede disminuir la incidencia de la mastitis clinica y proveer beneficios
econdmicos a través de los premios para calidad de leche (Schutz, 1994).

El control de la mastitis es de primordial importancia, sin embargo, las medidas
preventivas estan asociadas a costos extra, por lo tanto, deben ser evaluadas contra las
pérdidas econdmicas causadas por mastitis (Hagnestam-Nielsen et al., 2009).

El CCS se utiliza como una medida de calidad de la leche, es un método para
determinar la existencia o no de mastitis. Las células somaticas son células del cuerpo

presentes a bajos niveles en leche normal, altos niveles de estas células son indicativos de



una infeccion intramamaria; en general, se considera un nivel alto de mastitis si el conteo
celular supera los 500,000/ml en tanque, aunque en algunos paises se considera un nivel
alto 300,000/ml (Radostits et al., 1992)

La resistencia a una enfermedad infecciosa o la ausencia de susceptibilidad puede
estar definida como la habilidad de la respuesta inmune de un animal para evadir la
replicacion de patdgenos después del establecimiento de la infeccién. Esto implica que los
animales tienden a variar en potencial genético de inmuno-competencia (Knap y Bishop
2000). La respuesta a la mastitis tiene muchos genes que controlan esta caracteristica en
muchos loci (Sender et al., 2013).

La susceptibilidad genética a mastitis involucra interconexiones de mecanismos
bioldgicos que activan y regulan los diferentes niveles de respuesta inmune (Schukken et
al., 2011), se incrementa lentamente como una respuesta correlacionada a la seleccién para
produccién de leche, las correlaciones genéticas indican que se puede hacer una
disminucion en la mastitis clinica al seleccionar para reducir el CCS (Schutz 1994; Sender et
al., 2013).

La heredabilidad para mastitis es de 0.03 y la de CCS se estima en 0.01 (de Haas et
al., 2008). Las correlaciones genéticas entre CCS y mastitis clinica van de 0.55 a 0.93 y para
CCS y mastitis subclinica de 0.55 a 0.98 (de Haas et al., 2008)

Heringstad et. al., (2006) encontraron que la correlacién genética entre los primeros
dias de prueba y SCS fue de 0.78; mientras que Carlén et al., (2004) encontraron una

correlacién entre mastitis y SCS de 0.70.

LA GENOMICA EN GANADO HOLSTEIN

La raza Holstein es la mas alta productora de leche; la mayor parte de su produccion
fue obtenida por el uso de la inseminacidn artificial y por la seleccion del ganado elite para
el uso de sementales, misma que fue basada en los valores genéticos estimados por pruebas
de progenie (Seroussi et al., 2010). La seleccidn para caracteristicas cuantitativas
econdmicamente importantes en animales y plantas, estd basada tradicionalmente en los

valores fenotipicos del individuo y sus parientes (Meuwissen et al., 2001). La seleccién



gendmica es una herramienta basada en la estimacion de los valores genéticos para
caracteristicas cuantitativas a través del uso de marcadores moleculares que por su
densidad y ubicacion expliquen una alta proporcién de variacién genética aditiva, lo que
hace posible predecir el mérito genético usando solo la informaciéon proveniente del
genoma con una elevada precisién (Seroussi et al., 2010).

El genoma bovino esta constituido de 29 autosomas y los cromosomas sexuales con
un tamafio de genoma estimado de alrededor de 2.87 Gbp. (Bae et al., 2010). En los ultimos
afios, la gendmica en bovinos ha progresado rdpidamente, generando herramientas
valiosas, incluyendo un mapa compuesto de bases y conjuntos independientes del genoma
(EI Consorcio de la secuenciacién y andlisis del genoma bovino, 2009). Estos recursos
proveen evidencia preliminar de variaciones en la secuencia de ADN especificas de
rumiantes en genes asociados con caracteristicas productivas y respuestas inmunes.

Debido a la importancia de la gendmica en los bovinos, el consorcio de la
secuenciacion y analisis del genoma bovino, ha decodificado la informacién completa del
genoma bovino y ha reportado que un minimo de 22,000 genes estan incluidos en el
genoma del ganado (Bae et al., 2010).

Las variaciones gendmicas han sido estudiadas en laboratorios citogenéticos por un
largo periodo gracias a la disponibilidad de tecnologias sencillas para la secuenciaciéon de

ADN (Acido Desoxirribonucleico).

POLIMORFISMOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO (SNP)

La comunidad que investiga la genética del ganado ha migrado a polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP por sus siglas en inglés). Los SNP son polimorfismos en una Unica
base y se definen como una forma abundante de variacién gendmica, que se distingue ya
gue como requisito, las variaciones raras para el alelo menos abundante deben tener una
frecuencia mayor al 1% (Brookes, 1999). Su descripcién estadistica consiste en estimar las
frecuencias alélicas y genotipicas respectivamente (Iniesta, 2005).

Los SNP se han convertido en el criterio principal de valoracidon de la variacion

genética en el ganado. Esto después de que se produjera la primera versién del mapa de



SNP en ganado y el arreglo para genotipificar BovineSNP50 (Liu et al., 2010). El
entendimiento de las bases bioldgicas de los efectos genéticos juega un papel importante
en el desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas (Bush y Moore, 2012)

En la actualidad existen diferentes plataformas para identificar marcadores
moleculares tipo SNP en altas densidades; lo que ha popularizado su uso en estudios de
genética animal (Wang et al., 2010). Se denominan marcadores de alta densidad cuando la
distancia obtenida entre cada marcador es menor a 500 Kb, debido a que a distancias
mayores el desequilibrio de ligamiento desaparece (McKay et al., 2007).

Las evaluaciones del mérito genético basadas en SNP se convirtieron en realidad en
2009 dando lugar a una aceleracion en el mejoramiento de las razas de leche y carne
(Matukumalli et al., 2009). La investigacidn genética molecular en ganado y cultivos, tiene
la expectativa de que la informacién a nivel de ADN dard lugar a una ganancia genética mas
rapida que la obtenida basandose en datos fenotipicos Unicamente (Meuwissen et al.,

2001).

ESTUDIO DE ASOCIACION EN EL GENOMA (GWAS)

Los estudios de asociacion del genoma (GWAS por sus siglas en inglés) miden y
analizan las variaciones en las secuencias de DNA a lo largo de todo el genoma (Bush y
Moore 2012). Los GWAS han identificado asociaciones entre varios fenotipos y secuencias
de polimorfismos comunes, las cuales pueden jugar un papel en el desarrollo de
enfermedades (Forer et al., 2010).

El Instituto Nacional de Salud (National Institute of Health) define al GWA como un
estudio de variacién genética comun a través de todo el genoma humano, disefiado para
identificar asociaciones genéticas con caracteristicas observables (Pearson y Manolio 2008).

El GWAS utiliza los factores de riesgo genéticos para hacer predicciones e identificar
los apuntalamientos bioldgicos de susceptibilidad a enfermedades para el desarrollo de
nuevos tratamientos y estrategias de prevencién (Bush y Moore 2012).

Las caracteristicas cuantitativas generalmente son analizadas utilizando una

regresion lineal bajo el supuesto de que la caracteristica se distribuye normal, la varianza



dentro de cada grupo es la misma vy los grupos son independientes. Se han reconocido
algunos factores que influencian los resultados de asociacién, tales como edad, sexo, etc.
Un previo Analisis de Componentes Principales (PCA por sus siglas en inglés) puede
identificar y corregir la influencia de estos factores (Scherer, 2014a).

PCA reduce el numero de variables perdiendo la menor cantidad de informacién
posible, realizandolo de tal forma que el primer factor se queda con la mayor proporcién
posible de variabilidad y asi sucesivamente (Salinas, 2006)

Los GWAS también han demostrado interacciones gen-gen o modificaciones de la
asociacién de una variante genética a otra, y pueden detectar combinaciones de multiples
SNP dentro de un solo gen (Scherer 2014b).

Estas variaciones ocurren en la frecuencia del alelo entre subgrupos de la poblacién.
Usualmente examinando la distribucion de las pruebas estadisticas generadas por los
cientos de pruebas de asociacién realizadas (Ej X2)

Asociaciones con 2 alelos de cada SNP son probadas de una manera relativamente
sencilla, comparando la frecuencia de cada alelo en casos y controles, algunos anlisis
pueden incluir pruebas de diferentes modelos genéticos (aditivo, dominante o recesivo).
Los modelos aditivos tienden a ser los mas comunes, ya que se supone que cada copia de
alelos incrementa el riesgo en la misma cantidad (Pearson y Manolio 2008).

En un valor de P convencional (P<.05 de nivel de significancia), un estudio de
asociacién de 1 millén de SNP puede mostrar 50,000 SNP “asociados” con la enfermedad,
casi todos, falsos positivos. La manera mas comun de reducir el grado de falsos positivos es
aplicando la correccion de Bonferroni, la cual consiste en dividir el valor de P entre el
numero de pruebas realizadas. Esta correccion supone asociaciones independientes para
cada SNP con la enfermedad, aun cuando se conoce que los SNP tienen algun grado de
correlacién debido al desequilibrio de ligamiento (Pearson y Manolio 2008).

El nimero sin precedentes de comparaciones realizadas en estudios de asociacién
utilizando SNP ha llevado al reconocimiento de que una asociacién no identificada
inicialmente puede ser confiable hasta que haya sido replicada en uno o mas estudios de

tamafio adecuado. El proceso usualmente involucra un disefio multi-etapas, en el cual la



replicacion se intenta para algunos de los SNP que fueron encontrados en el estudio
original. (Hunter y Kraft 2007).

El principal inconveniente de trabajar con un nimero bajo de SNP es que el valor de
P para la asociacién de un SNP con un fenotipo dado en el estudio original, puede no ser lo
suficientemente pequeiio para que el SNP sea llevado a la segunda etapa del analisis, por
lo que la asociacidn es desestimada, y se provoca un falso negativo (Hunter y Kraft 2007).

Para probar cada SNP en turno se supone que las variantes de la enfermedad pueden
ser detectadas basadas en los efectos marginales. La parte principal involucra los valores de
P. La interpretacion de estos valores requiere conocimiento del poder de la prueba usada
(Bush y Moore 2012).

Después del andlisis de asociacidon se genera un valor de P, el cual Bush y Moore
(2012) describen como: “Un valor de P es la probabilidad de ver una prueba estadistica igual
o mayor que la prueba estadistica observada si la hipdtesis nula es verdadera, esto se
genera para cada prueba estadistica. Esto significa que los valores bajos de P indican que, si
no hay asociacién, el cambio que se observa en estos resultados es extremadamente
pequeiio”.

Las pruebas estadisticas generalmente son llamadas significativas cuando los valores
de P estan por debajo de cierto umbral, cominmente es de 0.05, pero puede disminuir a
0.01 o menos. Esto aplica cuando se realiza una sola prueba estadistica, pero GWAS estudia
millones de pruebas.(Scherer 2014b).

GWAS tiene la habilidad de detectar, para una caracteristica, pequefias regiones del
cromosoma que se ven afectadas en el analisis de ligamiento, esto provee evaluaciones mas
precisas del tamafio y la direccidén de los efectos de los alelos (Abdel-Shafy et al., 2014)

Goddard y Hayes (2009) definieron los QTL como una medida de la caracteristica
gue depende de la accidon acumulativa de muchos genes y del medio ambiente, y que puede
variar entre individuos en un rango determinado para producir una distribucién continua

de fenotipos.



Diferentes GWAS han detectado QTL para CCS, en los cromosomas 5, 6, 8, 11, 17,
18, 20 y 23 en diversas razas de ganado lechero (Lund et al., 2008; Meredith et al., 2013;
Sender et al., 2013; Strillacci et al., 2014; Tiezzil et al., 2015).

VARIACIONES EN EL NUMERO DE COPIAS (CNV)

Las variaciones estructurales gendmicas entre especies pueden involucrar cambios
tan pequeios como un solo nucledtido o tan grandes como segmentos de cromosoma
visibles microscopicamente (Wang et al., 2010). No fue sino hasta hace poco que la
variacion gendmica que involucra segmentos intermedios de ADN fue reconocida y llamada
Variacion en el Numero de Copias (CNV, por sus siglas en inglés). Redon et al. (2006)
definieron los CNV como un segmento de 1kb o mayor que presenta una variante en el
nuimero de copias con respecto al genoma de referencia. Este tipo de variacién genémica
involucra inserciones submicroscépicas, eliminaciones, duplicaciones segmentales vy
cambios complejos desde 1 kb hasta 5 Mb de tamafo (Bae et al., 2010; Fadista et al., 2010;
Hou et al., 2011; Wang et al., 2010). Se encontré que al menos el 20% del genoma era
variable en el nimero de copias (Forer et al., 2010).

Anteriormente, se pensaba que los SNP eran la mayor fuente de variacidén entre
individuos, pero ahora se conoce que la variacion genética en gendmica estructural, abarca
mas pares de bases (Fadista et al., 2010). De acuerdo a estudios, variaciones estructurales
como los CNV afectan la expresion del gen y estan relacionados con el inicio de muchas
enfermedades (Bae et al., 2010). Hay indicios de que CNV aparecen a lo largo del genoma,
no solo en humanos, también en primates, roedores, moscas, perros, pollos, cerdos, cabras
y ganado (Fadista et al. 2008, 2010; Fontanesi et al. 2010; Graubert et al. 2007; Wain et al.
2015; J. Wang et al. 2015). Estudios de secuenciacion del genoma demostraron que la
mayoria de las bases que varian entre los genomas humanos residen en los CNV (Forer et
al., 2010).

Los CNV pueden ser identificados usando varios planteamientos, incluyendo
arreglos de hibridacion gendmica comparativa (aCGH, por sus siglas en inglés), arreglos SNP

y secuenciacién de préoxima generacion. Se han desarrollado diferentes algoritmos para



detectar CNV, algunos ejemplos de software que han sido basados en arreglos de SNP son:
Particion CNV, QuantiSNP, PennCNV, Birdsuite, Golden Helix SVS y Cokgen (Hou et al.,
2012).

Para la deteccidn de CNV, se utiliza el Log R ratio (LRR) y la Frecuencia del Alelo B
(BAF).

El valor del LRR representa la intensidad total de la sefal y el valor del BAF es el

balance alélico. La intensidad de la sefial LRR es calculada como:

l0a2 Rsubject
°9 Rexpected

Donde:
Rsubject: Es el valor de intensidad total de la sefial observado por SNP para cada individuo

Rexpected: Es la interpolacién de los puntos medios de dos cluster candnicos vecinos.

BAF es un estimado de la frecuencia relativa del alelo B de un locus en un individuo,
en un rango de cero a uno (indica un genotipo heterocigoto, y 0 y 1 corresponden al
genotipo homocigoto AA y BB respectivamente).

La frecuencia es obtenida por una interpolacién lineal con las lineas D1 y D2 para un
valor observado de 6 de una muestra que estd localizada entre dos clusters. Ambos valores,
LRR y BAF, se pueden visualizar a través del agrupamiento en los clusters candnicos
apropiados para cada SNP (Figura 1). BAF es calculado con respecto a frecuencias de alelos

conocidas, asignadas a cada cluster candénico (BAF.:0,0.5,1):

D,
BAF = = BAF,,
D,

Donde:
D1: Es la distancia de un valor de 6 observado al punto medio de la solucién cluster mas
cercana. El valor de 8 entre los cluster candnicos vecinos son interpolados y la distancia

entre ellos es medida como D; (Peiffer et al., 2006)



Diferentes algoritmos ayudan a la identificacion genémica de CNV comparando el
LRR de un genoma de referencia con el LRR de las muestras genotipadas. PennCNV y Golden
Helix (Variation Suite 8.0, SVS8) son algunos de los softwares que pueden ser usados para
la deteccién de los CNV.

Los métodos convencionales para la identificacion de CNV en la plataforma de
microarreglos de Illlumina, involucran un examen de la intensidad de las sefiales, el cual
identifica los cambios en el nimero de copias calculando la BAF por SNP en una ventana
deslizante a lo largo del cromosoma. Tal es el caso del software PennCNV que incorpora
multiples fuentes de informacion, incluyendo la intensidad total de la sefial y la relacion de
la intensidad alélica en cada marcador SNP (Wang et al., 2007). PennCNV también puede
considerar la informacion de pedigri (Hou et al., 2012). Este software trabaja en una base
Linux, puede presentar graficas mostrando la ubicacién de los CNV y los SNP que se
encuentran en ese CNV.

PennCNV utiliza un modelo de cadenas de Markov (HMMC) que integra multiples
fuentes de informacion para inferir los CNV de las muestras genotipificadas. La HMMC es
una técnica estadistica que supone que la distribucién de la intensidad de un dato
observado en un punto depende en un no observado (oculto) nimero de copias en cada
locus, donde los elementos del estatus oculto siguen un proceso de Markov.

El software PennCNV incorpora diferente informacion (LRR y BAF) por cada SNP
dentro de la HMMC, con la finalidad de detectar CNV y diferenciar las regiones de CNV
neutrales (LOH) de las regiones normales. La distancia entre cada SNP determina la
probabilidad de tener un cambio en el status del nimero de copia (CN por sus siglas en

inglés).



Figura 1: Clusters de BAF y LogR Ratio

Seis estatus ocultos son identificados como se muestra en el cuadro 1 (Wang et al.,

2007)

Cuadro 1. Estatus ocultos y su correspondiente descripcion de CN como es
modelado en el software PennCNV (Wang et al., 2007)

StatusCN CN Total Descripcion (para autosomas) Genotipo de CNV
1 0 Deleccion de dos copias Null
2 1 Deleccion de una copia A B
3 2 Status normal AA, AB, BB
4 2 Copia-neutral con LOH AA, BB
5 3 Duplicacién en una copia AAA, Aab, ABB, BBB
6 4 Duplicacién en dos copias AAAA, AAAb, AABB, ABBB, BBBB
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Forer et al. (2010) desarrollaron una herramienta para el andlisis de las CNV, llamada
CONAN (por sus siglas en inglés, Copy Number Variation Analysis Tool), que define las
regiones CNV (CNVR por sus siglas en inglés) como la unién de todos los CNV superpuestos
entre los individuos. Estas regiones pueden ser divididas en sub-regiones. La frecuencia de
una subregion CNV se define como el porcentaje de individuos que tienen una CNV dentro
de sus limites (los limites de cada sub-regién son aproximaciones a la posicidn fisica de su
SNP.

El software Golden Helix SVS8 (SVS8), ofrece la posibilidad de procesar los datos
puros de intensidades, para identificar regiones de CNV. El algoritmo del CNAM (Copy
Number Analysis Method, por sus siglas en inglés) delinea los limites del CNV incluso en una
sola sonda con niveles controlables de sensibilidad y tasa de falsos positivos.

El procedimiento para la deteccién de CNV con genotipos en SVS8 se describe a
continuacion:

El proceso de los datos puros y generacion de los LRR: La “normalizacion” de los

valores puros es necesaria debido a que la manufactura de los arreglos y algunos otros
factores pueden influenciar la distribucion de los valores de cada chip. La medida utilizada
para identificar el estatus de los CNV es el LRR. Para su determinacidn se requiere un panel

I " III

de referencia para determinar el “normal” o la linea base de la intensidad esperada para
cada marcador. (Golden Helix, Bozeman, MT, www.goldenhelix.com)

Control de calidad: Este es el paso mds importante en el andlisis de CNV para reducir

los falsos positivos y las asociaciones no replicables. El sesgo que se puede introducir en
estos analisis puede venir de diferentes fuentes tales como la extraccién de ADN, los tipos
de células, las fluctuaciones en la temperatura e incluso los niveles de ozono en el
laboratorio, debido a esto, se ha visto que las propiedades de cada muestra afectan la
exactitud de la deteccidon de los CNV, este software realiza varios filtros de calidad:
a) La derivada del Log Ratio (DLRS por sus siglas en inglés): es una medida de
punto a punto de consistencia o ruido en los datos de LRR. Este valor esta
correlacionado con una baja calidad del SNP “call rates” y sobre/baja

abundancia de identificar segmentos de CN. Las muestras con altos valores

11


http://www.goldenhelix.com/

de DLRS tienden a tener sefial pobre por lo que la precision de la deteccion
de los CNV es dificil para estas muestras.

b) Deteccion de ondas en los datos de LRR: El fendmeno de las ondas ocurre
cuando los datos de LRR parecen tener un rango grande de patrén de onda
después de graficar el genoma. Las ondulaciones parecen estar
correlacionadas con el contenido de G-C de la regidon alrededor de la sonda.
La metodologia usada en SVS8 remueve las muestras con factores de onda
extremos.

c) Analisis de componentes principales (PCA): Este procedimiento es necesario
para detectar la presencia de efectos de grupo para la correccién de los datos

de LRR antes de la deteccidon de CNV.

Deteccién de CNV: SVS8 provee dos algoritmos de segmentacion para la deteccidn

de CNV. El método univariado, el cual se utiliza para detectar CNV raros y/o largos,
considera solamente una muestra a la vez: por el contrario, el método multivariado utiliza
todas las muestras simultdneamente y es ideal para detectar CNV pequeiios y comunes. El
objetivo de este paso es determinar las regiones en el genoma donde la media del valor de
LRR de una muestra dada difiere del valor de referencia. La media de un segmento LRR
arriba de cero significa que hay un CN “ganancia”, y la media de un segmento LRR debajo
de cero significa que hay un CN “perdida”.

Para analizar las variaciones en el nimero de copias se deben observar las medias
de los LRR de los segmentos para encontrar las diferencias entre dos o mas grupos
(casos/controles, padres/crias, etc.). Esto se puede realizar de manera visual utilizando

técnicas de graficado o estadisticas simples o andlisis de regresién

VARIACIONES EN EL NUMERO DE COPIAS (CNV) EN BOVINOS
La comunidad cientifica se ha enfocado en el uso de los SNP como la principal fuente

de variacion en ganado (Hou et al., 2011). Aunque los SNP son mas frecuentes, las CNV
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involucran mas secciones genémicas y potencialmente tienen mas efectos, incluyendo
cambios en la estructura del gen, dosificacion, regulaciéon en la alternancia del gen vy
exposicion a alelos recesivos (Liu et al., 2010).

Las CNV pueden representar variantes polimodrficas benignas aun cuando en muchos
otros casos estén asociados con la herencia Mendeliana en humanos y desordenes
genéticos complejos (Fontanesi et al., 2010). Varias publicaciones han revisado los efectos
de las CNV en la expresién de genes y en enfermedades en humanos (Hou et al., 2011). Las
CNV existen en baja frecuencia; por lo que es conveniente analizar muchas muestras a fin
de encontrar regiones comunes de CNV para analisis con varios fenotipos (Bae et al., 2010).
Actualmente tenemos la posibilidad de buscar regiones gendmicas que impactan la
variacion genética de importantes caracteristicas fenotipicas (Fadista, et al., 2010). Poco se
conoce acerca de cdmo las CNV contribuyen a la variacion fenotipica normal y a la
susceptibilidad de enfermedades.

Muy pocos estudios han confirmado la presencia de CNV en ganado; Fadista et al.
(2010), reportaron 304 regiones CNV en 20 animales de 4 razas de ganado usando arreglos
de alta densidad aCGH con un espaciamiento de sonda promedio de 420 pb con respecto al
ultimo ensamblaje del genoma bovino. Evidencia adicional de la existencia de CNV proviene
de datos de SNP bovinos, donde en un grupo inicial de 556 animales de 21 razas de ganado
identificaron 79 candidatos de variantes de eliminacion (Liu et al., 2010).

Fadista et al. (2010), sugieren que los CNV pequefios (<50kb) son mucho mas
frecuentes que los grandes, lo que concuerda con otros estudios de alta resolucién. Si esto
puede ser extrapolado para todo el genoma del ganado, el panel disponible
comercialmente de Illumina 50 k SNP podria no ser suficiente para detectar el volumen de
CNV existentes. Consecuentemente, el uso de los arreglos de alta densidad de SNP podria
brindar la resolucidon adecuada para poder efectuar una mejor caracterizacion de los CNV

en ganado.
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Cuadro 2: Numero de CNVR detectadas en otros estudios utilizando plataformas de CGH,
arreglos SNP y secuenciacion de proxima generacion.

(Ben Sassi et al., 2016)

El cuadro 2 muestra una comparacion de los CNV encontrados con diferentes
plataformas y diferentes razas, excepto por la informacion de Prinsen et al., (2016), lo que
demuestra que la cantidad de CNV detectadas depende de la plataforma que se esta
utilizando, debido a que, hasta la fecha no existe informacién que relacione CNV con SCS,
se decidié utilizar la plataforma de alta densidad para poder encontrar la mayor variacién
posible y con ello establecer las bases de asociaciéon de CNV con SCS, porque como hemos
observado, los trabajos anteriores solamente hacen la deteccion de CNV de manera general
y las asociaciones que han encontrado no han sido dirigidas a enfermedades especificas.

El uso de CNV como marcadores para explicar la variacidon genética de SCS no ha sido
explorada hasta ahora, y dada laimportancia de ésta variable por su relacidén con la mastitis,
consideramos este trabajo como la base en la deteccién de regiones gendmicas asociadas

a la enfermedad.
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HIPOTESIS

Los arreglos de alta densidad permiten identificar una mayor cantidad de regiones

gendmicas asociadas con Conteo Celular Somatico.

Existen CNV en el genoma bovino que estan relacionados con la resistencia a la

mastitis en el ganado productor de leche de la raza Holstein.

OBIJETIVOS

Identificar marcadores tipo SNP asociados a SCS

Identificar las variaciones en el nimero de copias asociadas a SCS

METAS
Identificar QTL asociados a SCS utilizando SNP imputados a alta densidad para la

realizacion de un GWAS.

Identificar las regiones gendmicas explicando la variacidn genética de SCS utilizando

CNV en la poblacién Holstein
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TRABAIO 1
GWAS ON IMPUTED HIGH-DENSITY SNP GENOTYPES IN
THE MEXICAN HOLSTEIN CATTLE POPULATION FOR
SOMATIC CELL SCORE
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TRABAJO 2
GENOME-WIDE ASSOCIATION STUDY FOR MILK SOMATIC
CELL SCORE IN HOLSTEIN CATTLE USING COPY NUMBER
VARIATION AS MARKERS
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DETECCION DE CNV DE NOVO
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INTRODUCCION

Scharpf et al. (2012) definieron las CNV De Novo como los CNV en los hijos, que son
diferentes en los padres y que tienen un papel funcional en las enfermedades.

Las CNV raras (<1%) en esquizofrenia, estan relacionados con efectos importantes y
tienden a ser removidas rapidamente de la poblacidon debido a seleccién natural, acorde
con esto, tales CNV ocurren como mutaciones recurrentes llamadas De Novo (Kirov et al.,
2012).

Las CNV De Novo han resultado ser de interés en el sistema de trios por tener un
papel en el origen de las enfermedades (Scharpf et al., 2012). Hay estudios que sugieren
que las CNV De Novo pueden ser mas informativas que las CNV (Kirov et al., 2012).

Un estudio sobre esquizofrenia mostrdé que las CNV De Novo en pacientes sin historia
familiar fue 8 veces mas alta en casos que en controles (Kirov et al., 2012).

Existen pocos métodos estadisticos para la deteccién de CNV De Novo (Scharpf et
al., 2012). Actualmente, solo se han realizado estudios de CNV De Novo en humanos y éstos
no se encuentran muy bien caracterizados debido a limitaciones en el tamafo de las
muestras y la fuente del material (Itsara et al. 2010).

Considerando la importancia potencial de los CNV De Novo en la explicacion de las
resistencia a la mastitis, se incluyd un apartado especial para investigar de manera
preliminar la existencia de CNV De Novo en este proceso inflamatorio utilizando
informacién genealdgica (no siempre disponible en humanos) y con el uso del algoritmo
HMMC (software PennCNV), ya que provee inferencia directa en las alteraciones De Novo
en estudios con trios, esto para identificar las alteraciones de CNV presentes en las crias y

gue difieren de los padres.
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METODOLOGIA

Se utilizé la informacién de 100 trios (conformados por padre, madre e hija), 50 de
ellos correspondientes al 20% con los valores mas altos SCS (EBV_SCS) y los otros 50
correspondientes al 20% mas bajo.

Después de los controles de calidad, permanecieron 47 trios de la cola baja y 41 de
la cola alta.

La estructura familiar puede utilizarse para generar CNV mas precisas ya que
podemos correlacionar la informacién de la CNV de miembros de la familia relacionados
que tienen muchas probabilidades de compartir la misma region de la CNV
(http://penncnv.openbioinformatics.org/en/latest/user-guide/denovo/).

Utilizando el software PennCNV (HMMC) con la opcién “trios” (que incluye la
informacién de genealdgica) se detectaron los CNV para cada trio para, posteriormente,
utilizando Unicamente los trios en los que se detectaron CNV con la strata correspondientes
a padre y madre normales con deleciones doble o sencilla en el hijo o con padre y madre
normales con inserciones sencilla o doble en el hijo (cédigos PennCNV 331, 332, 334 y 335)
realizar el analisis con el script “De Novo” con la finalidad detectar los CNV que

efectivamente sean De Novo.
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RESULTADOS

Los andlisis antes mencionados nos permitieron encontrar 8 CNV De Novo en 3

trios diferentes que resultaron significativos en este trabajo.

Cuadro 3: CNV De Novo

Paternal_orig | Maternal_orig m TRIO

1108 235
434 54
134 38
114 24
147 23
93 9
64 9
60 8

3.62E-71

1.11E-16

7.28E-12

1.19E-07

2.38E-07

0.00390625

0.00390625

0.0078125

HOLUSAMO000125997863
HOLMEXF000660300434
HOLMEXF000660314867
HOLUSAMO000125997863
HOLMEXF000660314788
HOLMEXF000660314989
HOLUSAMO000125997863
HOLMEXF000660314788
HOLMEXF000660314989
HOLUSAMO000125997863
HOLMEXF000660300434
HOLMEXF000660314867
HOLUSAMO000002297473
HOLMEXF000660300440
HOLMEXF000660314964
HOLUSAMO000125997863
HOLMEXF000660314788
HOLMEXF000660314989
HOLUSAMO000125997863
HOLMEXF000660300434
HOLMEXF000660314867
HOLUSAMO000125997863
HOLMEXF000660314788
HOLMEXF000660314989
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CONCLUSIONES

El resultado de estos andlisis muestra que existen CNV De Novo en la poblacidn
Holstein de México, sin embargo, esta informacién debe validarse por medio de PCR en
tiempo real porque es posible que existan errores en la genotipificacion que nos induzcan
a falsos positivos. La validacién no fue objetivo de esta tesis por lo que se deja para trabajos
posteriores, pero era importante mencionar que es posible que existan estas estructuras

en ganado Holstein en México.
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DISCUSION GENERAL

Strillacci et al. (2014) encontraron 171 SNP relacionados significativamente con SCS,
distribuidos en 24 cromosomas y de estos, 52 SNP se encontraron dentro de 36 genes;
Meredith et al., (2013) encontraron 138 SNP asociados en 15 cromosomas. Para este
trabajo se reportan 286 SNP distribuidos en 16 cromosomas, de los cuales 154 se
encuentran en 50 genes, esta diferencia puede ser debida a la plataforma utilizada, ya que
los autores citados utilizaron mas animales, pero menos SNP.

Este trabajo definié como regidon cromosémica (CNVR) asociada a SCS y mastitis
clinica aquellas que contenian al menos 3 SNP asociados a SCS.

Con el objeto de simplificar las comparaciones de los resultados de este trabajo con
otros que reportaron SNP asociados a SCS, se detallaran los SNP significativos y los genes
asociados reportados por otros autores, por cromosoma, en la inteligencia de que no ha

habido ningun trabajo anterior que reporte CNVR asociadas a SCS,

Cromosoma 1

En este trabajo se encontraron (utilizando el modelo univariado (software SVS8))
una CNVR asociada a SCS que se traslapa con una de las dos CNVR encontradas con el
algoritmo HMMC (software PennCNV); sin embargo, ninguno de los trabajos reporté alguna

asociaciéon de SNP para esta caracteristica.

Cromosoma 2
Al igual que en el cromosoma 1, ningun trabajo reportd SNP asociados a SCS y en
este trabajo se encontraron (utilizando el modelo univariado) una CNVR asociada a SCS y

una CNVR con el algoritmo HMMLC.
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Cromosoma 3

Los genes AK5, NEGR1, LEPR y ATG4C son los que se reportaron en ente estudio
asociados a SCS con los SNP BovineHD0300019924, BovineHD0300021327,
BovineHD0300023057 y BovineHD0300023843 respectivamente.

Es importante mencionar que el gen ATG4C (autophagy related 4C cysteine
peptidase), es miembro de la familia de las cistein proteinasas que se cree estan
involucradas en el proceso de autofagia (Fernandez and Lopez-Otin, 2015) y junto con otros
genes (i.e. IL23R) parece estar involucrada en la respuesta inmune contra algunas
enfermedades infecciosas como las causadas por M. tuberculosis (Daya et al., 2015).

En este cromosoma se encontré una CNVR asociada a SCS identificada con el modelo

univariado y 2 CNVR con HMMLC.

Cromosoma 4

Este trabajo encontré que los SNP BovineHD0400016562, BovineHD0400016630,
BovineHD0400016851, BovineHD0400017071, BovineHD0400017147 y
BovineHD0400018332 estdn asociados a los genes ELMO1, AOAH, EEPD1, DPY19L1, NPSR1
y SCRN1.

Reviste importancia considerar que Los SNP que el gen ELMO1 (engulfment and cell
motility 1), se califica como un miembro de la familia de proteinas de motilidad celular.
Estas proteinas interactian con las proteinas citoquinesis, promueve la fagocitosis y la
migracion celular. Estudios encuentran que el rol de este gen es facilitar el reconocimiento
intracelular de bacterias y la induccién de la respuesta inflamatoria seguida de Ia
enfermedad infecciosa, lo que se relaciona con el proceso inflamatorio en la glandula
mamaria (Das et al., 2015).

A diferencia de los cromosomas anteriores, solo HMMC logré identificar dos CNVR

asociadas a SCS.
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Cromosoma 5
Aunque no existen informes previos de SNP asociados a SCS, en este trabajo se
encontraron (utilizando el modelo univariado) tres CNVR asociada a QTL para SCS, de las

cuales, 2 se traslapan con dos de las 5 CNVR identificadas con el HMMC.

Cromosoma 6

Al igual que Strillacci et al. (2014), en este trabajo no se encontrd asociacién con
ningun SNP o CNVR.

Sin embargo, otros trabajos han reportado SNP asociados a SCS en ganado Holstein,
tales como Sahana et al. (2013) quienes en un estudio sobre la confirmacién y mapeo fino
de mastitis clinica y QTL para SCS en ganado Holstein Nérdico y usando BovineSNP50
BeadChip, encontraron el nUmero mas alto de asociaciones significativas en el cromosoma
6, identificando un QTL para mastitis clinica a 83.37-88.89 Mb (UMD3.1 assembly);
resultado que fue confirmado por Abdel-Shafy et al. (2014) en Ganado Holstein de Alemania

y por Meredith et al. (2013).

Cromosoma 7

A diferencia de la literatura revisada, este trabajo encontré asociacion del SNP
BovineHD0700017213 que se encuentra dentro del gen PPP2R2B ademas de que se
identificaron (utilizando el modelo univariado) una CNVR asociada a un QTL para SCS,
misma que se traslapa con una de las 4 CNVR asociadas a QTL para SCS encontradas con

HMMC.

Cromosoma 9

Aunque en este trabajo no se encontraron SNP o CNVR asociadas a SCS, se ha
reportado que en el cromosoma 9 se encuentran los genes VNN1 y VNN2 que estdn
relacionados con la resistencia a mastitis. Estos genes han sido asociados a su vez a los SNP
BovineHD0900019961 (rs136413030), BovineHD0900019716 (rs109049649),
BovineHD4100007550 (rs41662465) y Hapmap49339- BTA-84110 (rs41662464). Estos SNP
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también fueron mapeados cerca del gen CTGF (connective tissue growth factor) (Jiang et al.
2012).
Adicionalmente, Lund et al. (2008) encontraron un QTL identificado para resistencia

general a enfermedades (incluyendo mastitis clinica) y para SCS en este cromosoma.

Cromosoma 10
En este trabajo se encontraron (utilizando el modelo univariado) una CNVR asociada
a SCS y dos CNVR con el algoritmo HMMC; sin embargo, ninguno de los trabajos reporté

alguna asociacién de SNP para esta caracteristica.

Cromosoma 11
En este trabajo se encontraron (utilizando el modelo univariado) una CNVR asociada
a SCS que se traslapa con una de las dos CNVR identificadas con el algoritmo HMMC; sin

embargo, ninguno de los trabajos reportd alguna asociacién de SNP para esta caracteristica.

Cromosoma 12

Tres CNVR fueron identificadas con el modelo univariado asociadas a QTL para SCS,
una de las cuales se traslapa con una de las 3 CNVR encontradas con HMMC, sin embargo,
ningun trabajo revisado (incluyendo el nuestro con SNP) encontré asociacion a SCS en este

cromosoma

Cromosoma 13

Cuatro SNP  (BovineHD4100010442 (rs41634068), BovineHD1300022626
(rs137320993), BovineHD1300022630  (rs109123247) 'y  BovineHD1300022672
(rs41710487)) se encontraron cerca del gen ZNFX1 (X1-type zinc finger-containing)
localizado en el cromosoma 13 (Strillacci et al. 2014).

Los genes ZNFX1, CTGF, TRIM21, CXCL2 y CXCL10 son expresados diferencialmente
por las células epiteliales de la gldndula mamaria, simulados con el polisacdrido crudo de E.

coli (Gilbert et al., 2013).
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Jensen et al. (2013) estudiaron y compararon la respuesta transcripcional de los
cuartos de la glandula mamaria no infectada adyacentes a cuartos infectados con E. coli y
S. aureus en vacas Holstein. EI CXCL2 resulto ser uno de los genes expresados
diferencialmente entre los cuartos infectados con ambos patdgenos, el CXCL10 es uno de
los genes expresados diferencialmente en el control de los cuartos infectados con S. aureus,
a 24y 72 horas.

A diferencia de los estudios anteriores, los SNP que resultaron asociados en nuestro
estudio fueron BovineHD1300001809, BovineHD1300002031, BovineHD1300002090 que
corresponden a los genes ISM1, SEL1L2 y MACROD?2 respectivamente.

Solo se identificd una CNVR con el modelo univariado asociada a un QTL para SCS.

Cromosoma 15

En este cromosoma los SNP BovineHD1500008135 (rs134980659),
BovineHD1500008366 (rs41754552) y el SNP BovineHD1500008367 (rs110269361) se
localizaron cerca del gen THY1 (Thy-1 cell surface antigen) (Strillacci et al. 2014).

THY1 es uno de los genes expresados diferencialmente entre los cuartos de las vacas
infectadas con E. coli y S. aureus (Jensen et al., 2013). También Moyes et al. (2009)
reportaron la THY1 sobre regulacion en infecciones intramamarias con S. uberis.

Strillacci et al. (2014) encontraron que el numero mas elevado de SNP significativos
asociados a SCS (14) fue en el cromosoma 15. Estos autores reportaron una region asociada
a SCS localizada a 50.43- 51.63 Mb que no habia sido reportada anteriormente en ganado
(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/index)

Este trabajo no encontré SNP ni CNVR asociados a SCS en este cromosoma.

Cromosoma 16
Una CNVR fue identificada con el modelo univariado asociada a QTL para SCS y una
con HMMC, sin embargo, ningun trabajo revisado (incluyendo el nuestro con SNP) encontré

asociacion a SCS en este cromosoma.
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Cromosoma 17

No se identificaron SNP asociados a SCS pero si se detectaron cuatro CNVR con
HMMC asociadas a QTL para SCS.

Lo anterior, en contraste con lo reportado por Wang et al. (2012), quienes
encontraron un SNP (BovineHD1700018352 (rs135157738)) asociado al gen que codifica
para la deshidratasa serina (SDS). Este gen esta incluido en el metabolismo de la glicina,
serina y trionina, ha sido demostrado que la SDS es una de las enzimas que cambia

significativamente en bovinos afectados con mastitis.

Cromosoma 18
En este trabajo se encontraron (utilizando el modelo univariado) una CNVR asociada
a SCS y una CNVR con el algoritmo HMMC; sin embargo, ninguno de los trabajos reportd

alguna asociacién de SNP para esta caracteristica.

Cromosoma 19

En este cromosoma se encuentra el gen SOCS3 (supresor del sefialador de citocina)
a 673,863 pb rio arriba del SNP BovineHD1900015066 (rs132720248). Este gen es
importante para la homeostasis de la glandula mamaria, codifica para un inhibidor
intracelular de citocinas, de esta manera, juega un papel importante en los pasos iniciales
del reconocimiento de patégenos asociados a patrones moleculares (PAMP) de las células
de inmunidad innata. Esto permite la iniciacidn y activacién de la respuesta inmune innata
y adaptativa (Heeg y Dalpke, 2003; Brenaut et al., 2014)

Seis CNVR que no incluyen a este gen fueron identificadas con el HMMC asociadas a

QTL para SCS.

Cromosoma 20
Tiezzi et al., (2015) Encontraron regiones gendmicas asociadas a mastitis clinica,
resultados que concuerdan con los encontrados en este trabajo, ya que detectamos 48 SNP

(BovineHD2000008576, BovineHD2000008577, BovineHD2000008581,
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BovineHD4100014625, BovineHD2000008582, BovineHD2000008583,
BovineHD2000008584, BTA-90616-no-rs, BovineHD2000008585, BovineHD2000008590,

BovineHD2000008592, BovineHD2000008708, BovineHD4100014715,
BovineHD4100014716, BovineHD2000012031, BovineHD2000012032,
BovineHD2000012036, BovineHD2000012039, BovineHD2000012045,
BovineHD2000012047, BovineHD2000012163, BovineHD2000012167,
BovineHD2000012168, BovineHD2000012180, BovineHD2000012221,
BovineHD2000012222, BovineHD2000012223, BovineHD4100014721,
BovineHD2000012224, BovineHD2000012225, BovineHD2000012256,
BovineHD2000012284, BovineHD2000012285, BovineHD2000012286,
BovineHD2000012287, BovineHD2000012288, BovineHD2000012289,
BovineHD2000012290, BovineHD2000012291, BovineHD2000012294,
BovineHD2000012295, BovineHD2000012296, BovineHD2000012297,
BovineHD2000012298, BovineHD2000012299, BovineHD2000012301,

BovineHD2000012305 y BovineHD2000012329) dentro de 3 genes.
Una CNVR fue identificada con el modelo univariado asociadas a QTL para SCS; Sin

embargo, al utilizar el modelo HMMC no fue posible identificar ninguna CNVR

Cromosoma 21

Cuatro SNP (BovineHD2100012950, BovineHD2100013201, BovineHD2100013563 y
BovineHD2100017704) se encontraron asociados a 4 genes (LOC104975398, KIAA0391,
SLC25A21 y LOC101904984) en el presente trabajo.

Una CNVR fue identificada con el modelo univariado asociadas a QTL para SCSy una
con HMMC.

Otro estudio (Sugimoto y Sugimoto 2012) asociaron al SNP BovineHD2100001405
(rs133992914) (no identificado en este estudio) con el gen IGF1R (insulin-like growth factor
1 receptor) que esta involucrado con la inmunidad innata en bovinos. La regién 5’UTR de

IGF1R se asocid a mastitis en Bos taurus.
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Cromosoma 22

Este trabajo identificd a una CNVR con el algoritmo univariado asociadas a QTL para
SCS y una con HMMC, la primera asociada a los genes CHCHD6, TXNRD3, C3orf22, CHST13,
UROC1, ZXDC, SLC41A3, ALDH1L1, KLF15, CCDC37.

Similar al presente estudio, Lund et al. (2008) Encontraron un QTL asociado a SCS
localizado a 32.62-43.31 Mb. En este cromosoma se encontré el gen cholinergic receptor
muscarinic 3 (CHRM3), mapeado a 4 SNP significativos. Este gen es expresado en
macrofagos, una de las células clave en el proceso inflamatorio y que contribuye a su
guimiotaxis (Selivanova et al., 2012). CHRM3 también es uno de los genes que se ve
afectado por el tratamiento de calor de las células epiteliales de la glandula mamaria
bovina, segln lo reportado por Li et al., (2015).

Otros estudios han reportado otros marcadores asociados a diferentes genes en este
cromosoma. El SNP BovineHD2200003506 (rs110821186), se mapeo cerca del gen MYD88
(myeloid differentiation primary- response gene 88) a 11.72Mb, el cual juega un papel
funcional en la transduccion pro-inflamatoria de la molécula del lipopolisacarido (LPS) que
es la responsable de la mayoria de los casos clinicos agudos de mastitis (Cates EA, et al.,
2010). Estas regiones estan localizadas en QTL que fueron mapeados, respectivamente,
para mastitis clinica usando un andlisis de ligamiento para SCS (Lund et al., 2008; Rupp

2003).

Cromosoma 23
A diferencia de otros estudios que no encontraron asociaciones en este cromosoma,

este trabajo asoci6 a los SNP BovineHD4100016123, BovineHD2300008669,

BovineHD2300008704, BovineHD2300009361, BovineHD2300009846,
BovineHD2300009851, BovineHD2300009875, ARS-BFGL-NGS-6851,
BovineHD2300009906, BovineHD2300009921, BovineHD2300015308,
BovineHD2300009937, BovineHD2300009942, BovineHD2300009956 y

BovineHD2300011292 con 5 genes (ZSCAN12, LOC539620, LOC104975673, LRRC16A,
RNF144B).
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Tres CNVR fueron identificadas con el modelo univariado asociadas a QTL para SCS,

una de las cuales es exactamente la misma a una de las 4 CNVR encontradas con HMMC.

Cromosoma 24

En este trabajo se encontraron los SNP  BovineHD2400008906,
BovineHD2400008908, BTA-57840-no-rs, BovineHD2400012443, BovineHD2400012444 vy
BovineHD2400012445 asociados al gen SLC25A21.

Con el modelo univariado se pudieron identificar dos CNVR a QTL para SCS; Sin
embargo, al utilizar el modelo HMMC no fue posible identificar ninguna CNVR, es
importante mencionar que ningun otro trabajo revisado reportéd asociaciéon a esta

caracteristica.

Cromosoma 26

Longeri et al. (2008) también encontraron SNP asociados a SCC en Holstein.

A diferencia de lo reportado anteriormente, en este cromosoma no se identificaron
CNVR con el modelo univariado, pero dos CNVR fueron identificadas con el HMMC

asociadas a QTL para SCS.

Cromosoma 28
Una CNVR fue identificada con el modelo univariado asociadas a QTL para SCSy una
con HMMC. Sin embargo, ningun otro trabajo revisado reporté asociacién de SNP a esta

caracteristica.

Cromosoma 29
Al igual que en el cromosoma 26, no se reporta ninguna CNVR con el modelo
univariado, sin embargo, tres CNVR fueron identificadas con el HMMC asociadas a QTL para

SCS. Ningun otro trabajo revisado reportd asociacion de SNP a esta caracteristica.
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CNV ENCONTRADOS

Aunque otros trabajos han reportado un mayor nimero de CNV como, Prinsen et al.
(2016), quienes, utilizando la informacion de 1104 bovinos de la raza Suizo Pardo (nuestra
muestra total fue de 242 bovinos Holstein); identificaron CNV utilizando los mismos
algoritmos (Univariado (SVS8) y HMMC (PennCNV)), encontraron 398 CNVR cubriendo
3.92% del genoma con el modelo univariado (nuestro trabajo reporté 252 CNVR
correspondiente al 1.5% del genoma), mientras que con HMMC identificdé 5,578 CNVR
(1,662 CNVR cubriendo el 3.3% del genoma), cubriendo el 7.68% del genoma. El tamafio de
los CNV va de 1,244pb a 1,381.355. El consenso detecté 563 CNVR en comun; un total de
775 genes fueron identificados, de los cuales 537 tienen informacidn funcional.

Al comparar los resultados antes mencionados con los presentados en este trabajo,
se podria inferir que no solo la plataforma es importante al momento de realizar los analisis,
este trabajo reporta Unicamente los CNV asociados a SCS, a diferencia de (Princen et al.,
2016) que reporta todos los CNV encontrados en su estudio; con el modelo univariado
encontramos 85 CNVR asociados a SCS y con HMMC 47 CNVR, éstas fueron concordantes
para ambos algoritmos en los cromosomas 1,2,3,5,7,10,11,12,16,18,21 y 23; SVS también
detectd en los cromosomas 13, 20, 22, 24 y 28, mientras que PennCNV detectd en los
cromosomas 4, 17,19,26,28 y 29.

El presente trabajo muestra resultados importantes de asociaciones a genes
relacionados con la inmunidad de los animales, esto nos podria llevar a poder hacer
seleccion en un futuro hacia animales que contengan CNV asociados con las caracteristicas
de inmunidad, no solo relacionadas a mastitis.

Como sabemos, el mejoramiento genético para caracteristicas productivas ha tenido
un desarrollo exponencial en las ultimas décadas, esto con la ayuda de la inclusion de la
informacién genémica a las evaluaciones, sin embargo, la parte de inmunidad y algunas
otras caracteristicas estan cobrando importancia dado que se vuelven un costo importante

para el productor de leche y un problema de salud publica, de aqui la importancia del
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desarrollo de técnicas que aporten informacién para la seleccion de animales

potencialmente resistentes a las enfermedades mds importantes en la produccion

CNV ASOCIADOS A SCS

El andlisis que realizamos, permitié la asociacién de CNVR a 18 genes candidatos
(TERT, NOTCH1, SLC6A3, CLPTMLL, PPARa, BCL-2, ABO, VAV2, CACNA1S, TRAF2, RELA, ELF3,
DBH, CDK5, NF2, FASN, EWSR1 and MAP3K11)

La seleccién asistida por marcadores involucra elegir individuos basados en su
genotipo en un locus especifico. Este enfoque es conocido por ser particularmente benéfico
cuando las caracteristicas de interés son costosas o dificiles de medir (Boichard et al., 2006).

La seleccion gendmica (GS), definida por (Meuwissen et al., 2001), es una
herramienta importante para el mejoramiento genético del ganado que permite estimar los
valores gendmicos directos (DGV) de candidatos utilizando mapas de marcadores sin
necesidad de registros fenotipicos de los animales (Meuwissen et al., 2001).

El QTL se relaciona con susceptibilidad/resistencia a enfermedades infecciosas y con
las variaciones de las caracteristicas productivas, esta caracterizado por heterogeneidad
genética y herencia multifactorial, involucrando genes polimérficos de diferentes vias
alternativas. Con la accesibilidad del arreglo de SNP, el analisis de ligamiento y el estudio de
Asociacién (GWAS) han sido utilizados frecuentemente para estudios del componente
genético en caracteristicas complejas, y utilizando los SNP se han podido identificar los CNV.

Este trabajo ha mostrado que los genes encontrados tienen pocas coincidencias con
los encontrados en otras poblaciones, esto puede ser debido a los factores medio
ambientales, y al hecho de que estamos utilizando la informacién de hembras y de machos
(y en la mayoria de los articulos revisados utilizan solo sementales), por lo que podriamos
considerar que los analisis deben realizarse para poblaciones definidas dado que no

podemos suponer que los resultados serdn similares para diferentes poblaciones.
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CONCLUSIONES GENERALES

Las regiones gendmicas identificadas en este estudio, contribuyen a un mejor
entendimiento de la parte genética relacionada a la respuesta inmune de la mastitis, en
ganado Holstein, y podria permitir hacer mas eficientes los programas de mejoramiento.

Este estudio mostré evidencia de asociacion entre SNP y SCS, asi como CNV y SCS en
varios cromosomas.

Las regiones gendmicas identificadas en este estudio pueden ayudar a identificar
genes candidatos potencialmente responsables de la resistencia y/o susceptibilidad a
mastitis.

Los CNV identificados en este estudio constituyen el primer mapa de CNVR
asociados a SCS en ganado, proveyendo informacidén nueva para los siguientes estudios de

asociacion con caracteristicas de interés econémico y de salud.
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