La heredabilidad faltante y el epigenoma: retos en la era post-genémica
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Resumen. La variacion epigenomica y los mecanismos de control epigenéticos se estan
revelando en el siglo XXI como un factor de gran importancia en la regulacion genética
de los caracteres complejos. La definicion moderna de la epigenética es el estudio de los
cambios, posiblemente heredables, en la expresion génica que no son debidos a cambios
de la secuencia del DNA. Una de las marcas epigenéticas mas conocidas es la
metilacion del DNA (DNAm). Avances recientes en las técnicas de secuenciacion
permiten ya obtener informacion sobre metilaciones del ADN a lo largo de todo el
genoma que pueden tener algun impacto sobre la expresion de caracteres de interées
productivo (e.g. produccién de leche, crecimiento, resistencia a enfermedades, etc...).
En este trabajo se evalla la repercusion que la metilacién puede tener sobre las
evaluaciones de meérito genético (tanto tradicionales como gendmicas) y se desarrolla un
método ad hoc para incorporar la informacién de metilaciébn del ADN en dichas
evaluaciones. Se utilizd el genotipo de 2104 individuos Holstein para simular un
caracter productivo de naturaleza infinitesimal, y su predisposicion a la metilacion del
ADN. En base a esta predisposicion genética la metilacion y a circunstancias
ambientales, se simul6 un epigenotipo para cada individuo. Los datos se analizaron con
un modelo BLUP tradicional, un BLUP genomico (G-BLUP) y un LASSO bayesiano
que incorpora informacién epigendmica. La precision de las evaluaciones de meérito
genético aditivo se vio afectada cuando existia influencia epigenémica sobre el caracter,
independientemente del método usado, con un descenso en la prediccion entre un 15y
un 20% con respecto a la ausencia de influencia epigendmica. EI LASSO Bayesiano
epigendmico no mejord la capacidad predictiva para el efecto genético aditivo, pero si
predijo con mayor exactitud la expresion fenotipica de los individuos dada la metilacién
del ADN. La metilacion del ADN constituye un ruido externo que no es posible
controlar con los modelos usados actualmente en la prediccion de mérito genético. Es
necesario desarrollar métodos que puedan controlar este ruido generado por la
informacidn epigendmica para no perjudicar la precision de las evaluaciones de mérito
genético. El conocimiento de la causa y repercusion de las marcas epigendmicas sobre
la expresion de los caracteres de interés en produccién animal, pueden contribuir a la
obtencidn de evaluaciones genéticas mas fiables y al control ambiental de circunstancias
productivas perjudiciales, con el objetivo de generar conocimiento en la interaccion
genotipoxambiente y obtener animales mas productivos, sanos y eficientes.

Palabras clave: Epigenética, evaluaciones genéticas; metilacion del ADN;

* Corresponding author: gonzalez.oscar@inia.es



Introduccion

Durante la era genémica se ha constatado que existe una parte de la heredabilidad
que no es posible detectar con lo modelos gendmicos utilizados actualmente. Es lo que
se ha Ilamado heredabilidad faltante, o “missing heritability” en inglés (Manolio et al.,
2009). Las causas se han asociado a diferentes aspectos:

-Variantes genéticas raras, con frecuencias alélicas muy bajas.

-La utilizacion de modelos de un solo efecto (marcador) ignorando el resto del
genoma.

-Efectos de epistasis y complejidad de rutas bioldgicas.

-Variaciones estructurales en el genoma como los “copy number variation”
(CNV).

-Falta de informacion familiar o datos adecuadamente recogidos (genealogias
faltantes o definicion de fenotipo no sistematica).

-Epigenética o factores de regulacion de la secuencia del genoma.

Este trabajo se centra en esté Gltimo aspecto: La epigenética. La definicion
moderna de epigenética es « el estudio de cambios, posiblemente heredables, en la
expresion de los genes que no son debidos a variaciones en la secuencia del DNA »
(Richards, 2006). La informacidn epigenética se puede considerar como la gramatica
del DNA, ya que son mecanismos asociados a la regulacion y expresion de las
proteinas. El estudio realizado por Fraga et al. (2005) muestra como gemelos
homocigoticos, con idéntica secuencia de DNA, presentan importantes diferencias en
sus marcas epigenéticas y que éstas pueden ser la causa de la diferente expresion de sus
genes a lo largo de la vida. La epigendmica, esta adquiriendo cada vez mas importancia
como una herramienta potencial en los procesos de seleccidn artificial. Sin embargo, no
existe mucha informacion sobre su funcionamiento y en ocasiones se utiliza con
planteamientos equivocados que por ejemplo, presentan las metilaciones como un factor
genético trasmisible de la forma clasica. Los efectos de la herencia epigenética son adn
desconocidos en muchas especies (Henderson y Jacobsen, 2007; Jablonka y Raz, 2009;
Migicovsky y Kovalchuk, 2011; Morgan et al., 1999). Independientemente de la
herencia epigenOmica transgeneracional, una determinada causa ambiental puede
afectar a tres generaciones diferentes (i.e. la hembra productiva, su feto, y las células
germinales del feto). Si estas circunstancias ambientales provocan cambios en el
epigenoma de los individuos, los efectos pueden observarse durante al menos a tres
generaciones (Heijmans et al., 2008; Nijland et al. (2008).

Por otro lado, la epigenética puede contribuir a explicar la interacciéon de los
sistemas de produccion con la genética, ya que la variabilidad epigenética es
principalmente inducida por el ambiente como la dieta o el estrés (Petronis, 2010). De
este modo se espera que animales produciendo bajo diferentes circunstancias
ambientales presenten diferentes patrones de metilacion en sus respectivos genomas y
gue no pueden ser detectado a través de un analisis de ADN. Animales alimentados con
concentrado o unifeed pueden presentar patrones de metilacion diferentes a aquellos
animales con alimentacion basada en pastoreo aunque tuvieran el mismo patron
genético. Del mismo modo, la metilacion de aquellos animales bajo condiciones
intensivas de manejo seran diferentes a la de aquellos animales en sistemas semi-
extensivos o de pastoreo. Coolen et al. (2011) y Rosenfield (2010) demuestran que
ademaés existen factores genéticos intrinsecos que regulan que algunos genotipos sean
mas susceptibles a adquirir grupos metilo que otros.



Segun el modelo de Fisher (1918) el fenotipo observado puede descomponerse en
genotipo mas ambiente (P=G+E). Los modelos tradicionales realizan esta
descomposicion en la forma yi=Xb+Zu;+e;, donde y; es el fenotipo del individuo i, b el
vector de efectos ambientales, u; es el efecto genético, y e; el residuo, con X y Z siendo
las matrices de incidencia correspondientes. La informacion epigendémica no esta
considerada en esta descomposicion, y se desconoce el efecto que esto puede tener
sobre la prediccion del mérito genético de los individuos.

El objetivo de este trabajo es conocer que efecto puede tener la metilacion del
ADN sobre los métodos usados actualmente en las evaluaciones genéticas y realizar una
primera aproximacion metodoldgica para incorporar la informacion epigenémica en
especies domésticas.

Materiales y métodos

Simulacién

La simulacion de epigenotipos es ain un tema por desarrollar y resolver. Como
una primera aproximacion en este estudio se usé el genotipo de los 4 primeros
cromosomas de 2104 toros Holstein cedidos por CONAFE (p=8887 SNPs).

Para cada individuo se simularon dos caracteres cuantitativos: 1) predisposicion
genética a la metilacion del genoma (1) y 2) un caracter de interés econdémico (e.g.
produccion de leche, tasa de crecimiento o resistencia a una determinada enfermedad)
afectado por la metilacion, que en lo sucesivo llamaremos objetivo de seleccion (t). Se
asumio que ambos caracteres fueron infinitesimales, con una gran cantidad de genes,
1000, con pequeiio efecto, y distribuidos homogéneamente a lo largo de los
cromosomas, con correlacion genética igual a cero entre ellos. Se asumid Unicamente
dos alelos por gen, en desequilibrio de ligamiento completo con uno de los p SNPs

genotipados. Los efectos de sustitucion alélica, P y Per, se muestrearon de un
distribucion normal con media 0 y varianza 1. El verdadero mérito genético de los
individuos para ambos caracteres (U, y U, ) se calculé como el sumatorio para cada gen

del producto del nimero de alelos mutante y el efecto de sustitucion del correspondiente
caracter para cada respectivo alelo.

El epigenotipo de cada individuo en cada locus se simulé siguiendo el proceso
aqui descrito:

Se asumio una cantidad de posiciones a lo largo del genoma que pueden estar
metiladas (en este caso el numero fue igual al nUmero de SNPs). Estas posiciones de
variable metilatada (MVP,), regularian la transcripcion del posible gen sobre el que
estuviese situadas. Dicha MVP se asocio al SNP j mas cercano del individuo i (MVPy),
y se codifico inicialmente como 0 si ninguno de los cromosomas presenta metilacion en
esa posicion, 0.5 si heredd la marca epigenética de uno de los progenitores (padre o
madre) y 1 si ambos cromosomas heredados de su padre y su madre mantuvieron la
marca de metilacion en dicha posicion. Cuando una MVP se hereda
transgeneracionalmente, esta aparace en todas las celulas del individuo. Esta



probabilidad de herencia epigenética transgeneracional (t) fue fijada a 0.05, e indica el
porcentaje de marcas de metilacion que no son eliminadas durante el borrado
epigenético que ocurre durante la meiosis.

Posteriormente, la probabilidad de que un determinado locus j en el individuo i
esté metilado dependio de los siguiente factores:

1) La predisposicidon genética del individuo a la metilacion de su genoma
(Mat).

2) Al ambiente, con probabilidad de adquirir metilacion igual a v y de
perderla igual a I.

a. donde v (tasa de ganancia) es la probabilidad de que el locus j
adquiera una marca de metilacion condicionada a unas determinadas
condiciones ambientales (e.g. dieta, estrés,...).

b. Y I (tasa de pérdida) es la probabilidad de que el locus j pierda la
marca de metilacion, dado que esta metilada, condicionada a unas
determinadas condiciones ambientales (e.g. dieta, estres,...).

Nuestra simulacién asumié que el epigenotipo y el fenotipo de los individuos se
midieron en un mismo tiempo to, idéntico para todos los individuos. De este modo, a
cada MVP se le asign6 un valor entre 0 y 1, que indica el porcentaje de células del
tejido diana del caracter que presentan metilacién del ADN en dicha posicion.

Finalmente el fenotipo del individuo i para el objetivo de seleccion se simulo
como:
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donde el primer término corresponde al efecto aditivo para el caracter objetivo

teniendo en cuenta el porcentaje, PC"?}L}, de células del tejido diana con metilacién
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asociada al locus j. El término f=: es el efecto del locus j en el fenotipo cuando
esta metilado, asumiendo que ni el alelo A ni el a se expresan. Este efecto fue
muestreado de una distribucion normal con media 0 y varianza 1, independientemente
del efecto aditivo de dicho locus.

El residuo € se asumio distribuido como N(0, o) donde @2 es la varianza residual.

Los valores de v y | se fijaron a 0.05 y 0.45, respectivamente. El ratio entre la
varianza genética aditiva y la residual se fijo en 1. Para el ratio entre la varianza
genética de la susceptibilidad a la metilacion y la varianza residual se asumieron 2
valores en simulaciones independientes (9/1 y 1/5). Se realizaron 10 réplicas del
proceso de simulacion descrito para cada uno de los ratios de la varianza genética de
susceptibilidad a la metilacion.

Métodos de evaluacion

Se utilizaron 3 modelos diferentes para el andlisis de los datos: un modelo animal
tradicional usando un BLUP bayesiano equivalente, un modelo que incorpora la
informacidn gendmica proporcionada por los SNPs, y un modelo que ademas incorpora
la informacion del epigenotipo. Estos modelos se describen a continuacion.



Modelo 1: BLUP tradicional

y = Xb + Zu + e, donde b es el vector de efectos sisteméticos, u es el efecto
poligénico aditivo distribuido a priori como N(0.AgZ), con Az y 2 siendo la matriz
de relaciones aditivas y la varianza genética aditiva, respectivamente. El vector e es el
residuo distribuido a priori como N(0.4%). X y Z son las correspondientes matrices de
incidencia.

Modelo 2: BLUP genémico

y = Xb + Zu + e, donde la diferencia con el modelo anterior es que u es el valor

, . . - . . . . . 2 . .
genémico del individuo distribuido a priori como N¥(0-6a§) con G siendo la matriz de
parecido gendmico calculada con la informacion de los SNPs y é la varianza genémica
de la poblacion.

Modelo 3: LASSO Bayesiano epigenémico

y = Xb + X,z;B; + Zpzejwj + €, donde Xpz;B; es el sumatorio de los efectos aditivos
de los p=8887 SNPs usados en el analisis, y X,z¢jw; es el sumatorio de los efectos
epigenéticos debidos a la metilacion de los p SNPs correspondientes. z y z. son las
matrices de incidencia correspondientes. Tanto para los coeficientes de los SNPs como
de los efectos de metilacion se asumidé una distribucion a priori doble Laplaciana
independiente para los efectos genéticos aditivos y de metilacion de la forma:
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siendo 4 y Ae los parametros que controlan el encogimiento a cero de las
distribuciones de los respectivos coeficientes aditivos y epigenomicos (Park y Casellas,
2008; de los Campos et al., 2009).

Los analisis se realizaron en un disefio de validacion cruzada de 2 pliegues, dejando
el 20% de los animales mas jovenes como set de validacion, y el resto como poblacién
de referencia.

Resultados y discusion

La tabla 1 muestra la correlacion de Pearson entre el mérito genético verdadero de los
individuos y su prediccion en ausencia de efectos epigendmicos. Para un caracter de
heredabilidad 0.50, el modelo gendmico es mucho mas preciso que el BLUP tradicional,
y alcanza una precision de 0.75(0.05) en el set de validacion. Esta precision se ve
notablemente perjudicada cuando existen efectos epigendmicos sobre el carécter, aun
manteniendo el mismo ratio entre la varianza genética aditiva y la residual (Tablas 2 y
3). Estas tablas muestran que la presencia de efectos epigendmicos empeora la precision
de las predicciones de los valores genéticos de los individuos. Estos resultados indican
que los efectos epigendmicos provocan un ruido en los datos que los modelos usados



actualmente no son capaces de tener en cuenta, con un aumento de la estima de la
varianza residual y perjudicando las predicciones del mérito genético. En presencia de
efectos epigenéticos, los modelos que no incorporan informacion de metilacion del
ADN (BLUP, GBLUP) pueden capturar cierta cantidad de informacion epigendmica,
sobre todo cuando la heredabilidad de la susceptibilidad a la metilacion es alta, aunque
no permiten diferenciar entre variabilidad genética y epigenética.

El LASSO Bayesiano epigendmico fue capaz de incorporar la informacién de la
metilacion del DNA. La correlacion entre el mérito genético y el predicho fue similar
que la alcanzada con el GBLUP, pero este modelo presentd entre un 4 y un 8% de
mejora en la precision de la estima de la expresion real del caréacter en el individuo para
animales con dato y un 15% para animales jovenes sin dato. Por tanto, este modelo
puede predecir con mayor exactitud que los modelos actuales cual sera el rendimiento
productivo de un animal o que probabilidad tendria de desarrollar una determinada
enfermedad, dada la metilacion de su ADN. Ademaés, el LASSO Bayesiano
epigendmico es capaz de detectar que metilaciones estan asociadas a la expresion de
genes que regulan un determinado caracter.

Tabla 1. Correlacion de Pearson® entre el mérito genético real (TBV) y el estimado
(EVGD) para los animales del set de entrenamiento y el de validacion, en ausencia de
efectos epigendmicos.

TRAINING TESTING
TBV-EVGD TBV-EVGD

BLUP 0.72(0.01) 0.26(0.09)

GBLUP  0.83(0.02) 0.75(0.05)

Promedio de las 10 réplicas. Desviacion standard entre parenthesis.

Tabla 2. Correlacion de Pearson® entre el mérito genético real (TBV) y el estimado
(EVGD), y el valor epigénomico real (TEV) y el estimado (EVED) para los animales
del set de entrenamiento y el de validacion, y utilizando cada uno de los modelos. Ratio
entre varianza genética de la susceptibilidad a la metilacion y varianza residual igual a
9/1

TRAINING TESTING
TBV-EVGD  TEV-EVED TBV-EVGD TEV-EVED
BLUP 0.55(0.05) 0.76(0.04) 0.22(0.10)  0.22(0.09)
GBLUP 0.69(0.09) 0.81(0.04) 0.61(0.09)  0.59(0.07)
epiBLASSO  0.72(0.02) 0.84(0.04) 0.63(0.09)  0.68(0.11)

Promedio de las 10 réplicas. Desviacion estandar entre paréntesis.
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Tabla 3. Correlacion de Pearson® entre el mérito genético real (TBV) y el estimado
(EVGD), y el valor epigénomico real (TEV) y el estimado (EVED) para los animales
del set de entrenamiento y el de validacion, y utilizando cada uno de los modelos. Ratio
entre varianza genética de la susceptibilidad a la metilacion y varianza residual igual a
1/5.

TRAINING TESTING
TBV-EVGD TEV-EVED TBV-EVGD TEV-EVED
BLUP 0.55(0.02)  0.49(0.02) 0.22(0.07)  0.14(0.05)
GBLUP 0.73(0.02)  0.73(0.04) 0.65(0.03)  0.47(0.07)
epiBLASSO  0.72(0.02)  0.79(0.03) 0.64(0.04)  0.54(0.07)

'Promedio de las 10 réplicas. Desviacion estandar entre paréntesis.

Conclusiones

La metilacion del ADN constituye un ruido externo que no es posible controlar
con los modelos usados actualmente en la prediccion de mérito genético. La precision
de las predicciones de mérito genético se ven perjudicadas por estas marcas
epigenéticas. Las estimas de heredabilidad obtenidas hasta ahora han ignorado las
“fuerzas epigenéticas” y podrian verse afectadas por esta fuente de ruido externo. Este
estudio muestra que ni los modelos basados en informacion de pedigri tradicional ni
aquellos basados en informacion gendmica pueden corregir el ruido que se incorpora al
fenotipo cuando hay regulacion epigendmica sobre los caracteres. EI LASSO Bayesiano
epigendmico desarrollado ad hoc para incorporar la informacion de la metilacion del
DNA no mejora las predicciones del valor genético aditivo, pero si es capaz de predecir
con mayor exactitud cudl sera la expresion final del fenotipo dada la informacion de la
metilacion del ADN de un determinado individuo. Esto tiene importantes implicacion
en la produccién animal. Un analisis de las metilaciones de ADN permitirian establecer
que ambientes o précticas de manejo producen unos patrones de metilacion
(des)favorables a la expresion de determinados caracteres. Seria posible comprobar si
existen determinadas variantes genéticas que son mas o menos susceptibles a la
metilacidn bajo determinadas circunstancias ambientales, para evitar la propagacion de
esos genotipos en la poblacién, o realizar acoplamientos dirigidos en funcion del
ambiente de produccion al que se destinara la descendencia.

La interaccion genotipo ambiente ha sido uno de los retos mas importantes en la
mejora genética animal desde hace mucho tiempo, y la informacién epigenética puede
abrir la puerta al conocimiento de este tipo de interacciones. ES necesario avanzar en el
conocimiento de la repercusion de las marcas epigendmicas sobre la expresion de los
caracteres de interés en produccién animal, y en el desarrollo de métodos que permitan
acomodar la varianza epigenémica en los modelos para reducir el ruido generado, asi
como para poder detectar que marcas epigendmicas influyen sobre la expresion de los
caracteres. Seria necesario evitar detectar ambientes que generen metilaciones del DNA
contraproducentes en la poblacion.
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