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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados de un estudio de asociaciéon con gendma
completo para el comportamiento de picaje de plumas en una poblacion heterogénea de
nueve lineas de gallinas ponedoras. El andlisis simultdneo de multiples lineas de
gallinas permite utilizar el desequilibrio de ligamiento (LD) conservado en toda la
poblacion, lo que hace posible detectar marcadores asociados al fenotipo de manera
consistente en varias lineas. Ademas, al extenderse el LD en poblaciones heterogéneas
por una distancia menor que en las lineas individuales, los marcadores detectados con
este modelo se hallan méas cerca de la mutacion de interés, permitiendo el mapeo fino de
genes candidatos. Se evitaron posibles asociaciones espurias debidas a la estratificacion
de poblaciones al incluir en el modelo el efecto de la linea y la matriz de relaciones de
parentesco. Al ser las gallinas ponedoras animales que se suelen criar en grupos (jaulas,
corrales), se estimaron tanto los efectos genéticos directos (del genotipo individual)
como los asociativos (de los genotipos de las demdas gallinas de la jaula) sobre el
fenotipo individual. El caracter analizado fue la condicion del plumaje (“feather score”,
FS) que es una medida de las lesiones producidas por el picaje de plumas. Finalmente,
se detectaron 11 asociaciones marcador-fenotipo en el modelo de efectos genéticos
directos (interpretables como la susceptibilidad de recibir picotazos), y 81 asociaciones
en el modelo de efectos genéticos asociativos (interpretables como la propension a
picotear). El gen del receptor de la serotonina (HTR2C) en el cromosoma 4 resultd
asociado a la condicion del plumaje en los dos modelos, confirmando —como se habia
observado en estudios previos- que el sistema serotoninérgico estd implicado en la
modulacion del comportamiento de picaje de plumas en gallinas ponedoras.
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Introduccion

Gracias al creciente nimero de marcadores genéticos disponibles (principalmente los
llamados polimorfismos de un solo nucledtido, SNPs), se han multiplicado en los
ultimos afnos los estudios de asociacion pangendémicos (GWAS, genome-wide
association studies) entre genotipos y fenotipos de una gran variedad de caracteres tanto
productivos como funcionales en distintas especies de animales domésticos. Dichos
estudios de asociacion se han llevado a cabo tradicionalmente en poblaciones
homogéneas, utilizando el desequilibrio de ligamiento (LD) entre individuos
genéticamente parecidos, y evitando a la vez asociaciones espurias debidas a la
estratificacion de poblaciones o a la inconsistencia de la fase de asociaciéon marcador-



fenotipo en individuos filogenéticamente lejanos. Recientemente se ha explorado la
posibilidad de dar un paso mas alla y extender los estudios de asociacion al analisis de
poblaciones heterogéneas (Biscarini et al., 2010a y b). En concreto, se ha modelado la
estratificacion de poblaciones al incluir la informacion de la poblacion de origen en el
modelo, y considerando el efecto de la interaccion entre poblacion y genotipo del
marcador. De esta manera se pueden detectar QTLs comunes al conjunto de
poblaciones, y con una resolucion mayor que en las cldsicas asociaciones dentro de
poblaciones homogéneas, a raiz del menor LD conservado en poblaciones heterogéneas.
Por ejemplo, Biscarini et al. (2010a) calcularon una distancia media de 1 cM entre los
SNPs detectados y los correspondientes QTLs asociados en una poblacion heterogéneas
de gallinas ponedoras.

Tradicionalmente los estudios de asociacion se han enfocado esencialmente en los
efectos genéticos aditivos, pasando por alto otro tipo de efectos como los de dominancia
o interaccion. En el caso concreto de especies animales que se crian en grupos (p.ej.
cerdos, gallinas, conejos, peces etc.), ademds de esos efectos genéticos directos, los
efectos asociativos debidos a la interaccion con los demas miembros del grupo son
relevantes en la determinacion del fenotipo individual (Bijma et al., 2007a y b). Ya se
han dado pasos para incorporar este ultimo tipo de efectos en estudios de asociacion
(Biscarini et al., 2010b).

El presente articulo trata de revisar las extensiones del modelo estdndar de asociacion
marcadores-fenotipos. Para ello se tomdé como ejemplo un caracter marcadamente
influenciado por las interacciones sociales como es el comportamiento de picaje de
plumas en gallinas ponedoras. En el estudio se utilizd una poblacion heterogénea de
nueve lineas genéticas de ponedoras de las razas White Leghorn y Rhode Island Red. Se
analiz¢ el caracter “feather score” (FS, clasificacion -en puntos de 0 a 5- de la condicion
del plumaje) una medida indirecta del picaje de plumas que, ademas de tener buena
correlacion con este trastorno del comportamiento, se considera mas conveniente -en
términos de tiempo y dinero- que la observacion directa (Bil¢ik y Keeling, 1999). Se
estimo el efecto directo (interpretable como la susceptibilidad de recibir picotazos), asi
como el efecto asociativo (interpretable como la propension a picotear). En el presente
articulo nos centraremos en los aspectos metodologicos de los estudios de asociacion en
poblaciones heterogéneas. Los resultados especificos de la aplicacion al picaje de
plumas en ponedoras se mencionaran brevemente.

Material y Métodos

Poblacion experimental, fenotipos y genotipos

En el presente estudio se empled una poblacion de 662 gallinas ponedoras
pertenecientes a 9 lineas genéticas distintas, 5 de raza White Leghorn (plumaje blanco)
y 4 de raza Rhode Island Red (plumaje marron). Las gallinas se alojaron en jaulas cada
una con 4 animales de la misma linea elegidos al azar (pudiendo estar emparentados), y
manteniendo los picos intactos. Se analizo la condicion del plumaje (“feather score”,
FS) evaluada en cuello, dorso y abdomen a 51 y 69 semanas de edad, con una escala de
clasificacion de entre O (plumaje perfecto) y 5 (lesiones graves). Las regiones
consideradas se escogieron por ser las mas afectadas por el picaje, siendo ademads
improbable que presentaran lesiones debidas a la abrasion con las paredes de la jaula.



Las 662 gallinas se genotiparon para 1536 SNPs distribuidos por 24 de los 39
cromosomas que constituyen el genoma de Gallus gallus. Los SNPs se escogieron por
su cercania a genes candidatos y QTLs relacionados con el sistema inmunitario o el
comportamiento segiin estudios previos. Se excluyeron los SNPs con una frecuencia del
alelo menor (MAF) < 5%, lo que dej6 1022 marcadores disponibles para el estudio de
asociacion.

Analis de datos

Se estimaron el efecto genético directo del genotipo individual a cada SNP y el efecto
genético asociativo de los genotipos de los demas miembros de la jaula sobre la
condicién individual del plumaje. En ambos casos, se emple6 un procedimiento en dos
etapas: inicialmente se llevd a cabo un estudio de asociacién sin considerar las
relaciones de parentesco entre animales; posteriormente, los SNPs potencialmente
interesantes se analizaron en un modelo mixto incluyendo la matriz de relaciones
aditivas. Adaptando el método de Saccone et al. (2008), nos fijamos en los SNPs que
tenian un efecto significativo entre lineas y al mismo tiempo no presentaban interaccion
entre el genotipo del SNP y la linea genética. El modelo estadistico utilizado para
escanear cada una de las posiciones del gendma fue el siguiente:

Yix = 4+ SNP, +line; + (line x SNP); +e, , [1]

donde Yy, es la clasificacion en puntos de las lesiones al plumaje (feather score), SNP;
es el efecto del genotipo, ling; es el efecto de la linea (nueve clases), (linex SNP); es la

interaccion entre linea y genotipo y e;j son los residuos.

De los SNPs que cumplian con las dos condiciones (significacion de la asociacion y
ausencia de interaccion), aquellos con un “false discovery rate” (FDR, Benjamini y
Hochberg, 1995) < 0.15 se seleccionaron para la segunda fase del andlisis, en que al
modelo [1] se afiadi6 el efecto poligénico (efecto animal aleatorio con varianza Ao,

donde A es la matriz de relaciones aditivas derivada de la genealogia). Se utilizaron
valores de heredabilidad de FS previamente estimados para fijar el cociente entre
varianza residual y varianza genética en las ecuaciones del modelo mixto.

El efecto asociativo se refiere al efecto del genotipo -a cada locus- de los demas
miembros del grupo sobre la condicidon del plumaje individual. Se estimo la regresion
del FS individual sobre la frecuencia alélica de cada SNP en los miembros de la jaula,
con el modelo que aparece a continuacion. Notese que el genotipo del individuo cuyo
FS se evalta no esté incluido en el analisis.

Yik = 4+ B, p, +line; + By (linex p); +ey, [2]

Yix ¥ linej son como en [1], px es la frecuencia alélica de los demas miembros del grupo
(salvo el animal i), (linex p),; es la interaccion entre la linea y la frecuencia alélica del
SNP, y ek son los residuos, pesados por el nimero de “compafieros” de Y, en la jaula.

También en este caso se seleccionaron los SNPs con un FDR < 0.15 para analizarlos
con un modelo mixto que incluy? las relaciones de parentesco. La estructura de varianza
fue la misma que en el caso de los efectos directos.

Para todos los analisis estadisticos descritos se usé el entorno de programacion libre R,
salvo para estimar los efectos poligénicos en los modelos mixtos, los cuales se



estimaron por maxima verosimilitud restringida (REML) con ASREML (Gilmour et al.,
2006).

Resultados y Discusion

Metodologia

En este articulo se ha presentado un estudio de asociaciéon marcador-fenotipo en
poblaciones heterogéneas realizado mediante un enfoque novedoso. El método se basa
en el analisis simultdneo de multiples poblaciones, fijdndose no sélo en la significacion
del efecto del marcador, sino también en la ausencia de interaccion entre €ste y las sub-
poblaciones incluidas en el andlisis, con el fin de asegurar la consistencia de la
asociacion en la poblacion completa. La figura 1 ilustra este concepto, tomando como
ejemplo una region del cromosoma 1. El histograma de abajo representa el analisis con
las nueve lineas de ponedoras, mientras que los histogramas de arriba muestran los
resultados para las lineas de raza White Leghorn y Rhode Island Red respectivamente.
Las ponedoras blancas y marrones constituyen dos grupos filogenéticos distintos
(Biscarini et al., 2010a), lo que implica que el LD esta mejor conservado dentro de ellos
que entre ellos (Andreescu et al., 2007). Cuando se analizaron las dos razas por
separado, se detectaron muchos SNPs asociados con el fenotipo (FS en cuello y dorso):
3 en White Leghorn y 8 en Rhode Island Red. Esto refleja el mayor nivel de LD en las
dos sub-poblaciones en las que han tenido lugar menos eventos de recombinacion y mas
SNPs resultan asociados al QTL. Cuando se combinaron las dos subpoblaciones para
analizarlas juntas la mayoria de las sefiales de asociacion se perdieron, debido o bien a
menor significacion o bien a la interaccion con la subpoblacion, observandose un solo
SNP asociado al fenotipo de manera consistente en la poblacion entera. Debido al
menor LD en poblaciones heterogéneas, los SNPs detectados con este método se hallan
probablemente muy cerca del QTL asociado (figura 2).
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Figura 1: refinamiento del mapeo de QTLs pasando del analisis en poblaciones
separadas (arriba) al analisis conjunto de la poblacién heterogénea (abajo). Por
encima del eje horizontal estan los efectos de los marcadores; debajo de éste los
efectos de la interaccion marcador-poblacion



En poblaciones heterogéneas -como las nueve lineas de ponedoras analizadas en este
estudio- se puede incurrir, a causa de la estratificacion de poblaciones, en falsos
positivos, es decir asociaciones marcador-fenotipo espurias que en realidad reflejan
diferencias de frecuencias alélicas entre poblaciones, o una fuerte estructura familiar. La
posibilidad de incurrir en estos falsos positivos se controld incluyendo el efecto de la
linea y la matriz de relaciones de parentesco en el modelo de analisis.

Line 1 Line 2 Line 3 Line 4 Across

Figura 2: debido al menor LD (barra negra) conservado entre lineas
(across), los marcadores asociados al fenotipo en el andlisis de poblaciones
heterogéneas estan mas cerca de la mutacion (linea azul).

Efectos asociativos

En el comportamiento de picaje de plumas en gallinas ponedoras las interacciones
sociales juegan un papel relevante (Ellen et al., 2008). Para esta clase de caracteres los
efectos asociativos contribuyen de manera sustancial a la variabilidad heredable total, y
pueden llegar a ser hasta mayores en magnitud que los efectos genéticos directos (Bijma
et al.,, 2007a y b; Ellen et al., 2008). En efecto, en el presente estudio se detectaron
muchos mas SNPs asociados con el picaje de plumas en el andlisis de los efectos
asociativos que en el de efectos directos (57 vs 11), aunque esto se debe en parte a que
la heredabilidad de la actitud a picotear es mas alta que la de recibir picotazos.

La existencia de interacciones sociales plantea también el problema de la composicion
de los grupos. Grupos de parientes proximos tienden a llevarse mejor, pero por otro lado
plantean retos estadisticos. El picaje de plumas y el canibalismo en gallinas ponedoras
son mas leves en jaulas de hermanos plenos (Bijma et al., 2007a y b), pero con estos
datos los efectos asociativos no se pueden estimar (Bijma et al., 2007a y b) y la
estimacion de los componentes de la varianza es mas dificil (Biscarini et al., 2008).

Marcadores asociados y manejo genético del picaje de plumas

En este estudio se han detectado numerosos SNPs asociados al picaje de plumas, tanto
en lo que concierne a los efectos genéticos directos como a los asociativos. En
particular, cabe destacar el rol del receptor de la serotonina (HTR2C), cuyo gen esta
asociado a la propension a picotear (efecto asociativo) y a la susceptibilidad a recibir
picotazos (efecto directo). Se ha demostrado previamente que el sistema serotoninérgico
estd implicado en la determinacion del comportamiento de picaje de plumas en gallinas
ponedoras (p.ej. Bolhuis et al., 2009): una menor concentracion de serotonina en el
cerebro o en los vasos y nervios periféricos estd relacionada con una mayor
predisposicion a que se manifieste el picaje. Bolhuis et al. demostraron también que la
seleccion por mortalidad reducida conlleva cambios en el sistema serotoninergico ya en
la segunda generacion. Ademas se ha demostrado que el comportamiento de picaje en
gallinas es heredable (Kijaer et al., 2001). Estos resultados, juntos a los obtenidos por



Biscarini et al. (2010b), podrian utilizarse para seleccionar gallinas mas sociables, que
manifiesten una menor tendencia a picotear, lo que adquiere especial relevancia por la
reciente aplicacion de la directiva europea 74/1999 que plantea el cese de la practica del
recorte del pico y el alojamiento de gallinas en grupos mas grandes.

Conclusiones

Se ha presentado una nueva manera para modelar poblaciones heterogéneas en estudios
de asociacion pangendémicos entre marcadores y fenotipos. Al incluir el efecto de cada
subpoblacion y la matriz de relaciones de parentesco en el modelo, se pueden detectar
los marcadores asociados al fenotipo de manera consistente en toda la poblacion. El
menor LD conservado en la poblacion heterogénea respecto a las subpoblaciones,
permite detectar marcadores mas proximos al QTL o al gen candidato. Ademas este
método, en el caso de poblaciones pequenas, hace posible aumentar el tamafio muestral,
incrementando el poder estadistico del andlisis. Los polimorfismos caracteristicos de
cada subpoblacion no seran directamente detectados con este método; sin embargo, una
comparacion entre los resultados del analisis en la poblacion heterogénea y en las
subpoblaciones permite detectarlos — tal vez con mayor precision. Esta extension del
modelo estandar para estudios de asociacion, ademas de hacer posible que se analicen
mas poblaciones simultdneamente, puede ser de inspiracion en el desarrollo de métodos
para seleccién gendmica multi-raza.
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