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Resumen

Se genotiparon 290 vacas procedentes de 4 explotaciones con una chip de baja densidad (3K)
con el objetivo de realizar estudios de asociacién con caracteres de resistencia a
enfermedades, concretamente la infeccion por paratuberculosis.

Las frecuencias alélicas de los SNPs genotipados en estos animales se han comparado con las
estimadas en la poblacién de machos con prueba de progenie en Espafia que han sido cedidas
por la confederacién de asociaciones de Frisona Espafiola (CONAFE). Se ha visto que las
frecuencias alélicas de la poblacién genotipada de vacas son muy similares a las de la
poblacién de machos. Esto facilitd la imputacion de los genotipos de las hembras, aumentando
la cantidad de marcadores disponibles de 2988 a 54609 SNPs.

Se han detectado regiones gendmicas asociadas a los caracteres de susceptibilidad a infeccion
por paratuberculosis.
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Introduccion

La gendmica esta destinada a participar en la resolucién de muchos de los problemas que la
comunidad cientifica esta abordando en las ultimas décadas. Concretamente, en vacuno
lechero, es ampliamente conocido que debido al gran énfasis que histéricamente se ha puesto
sobre los caracteres productivos se ha producido un importante deterioro de muchos
caracteres funcionales. Entre los mismos, tienen gran importancia aquellos relacionados con la
resistencia a enfermedades, especialmente si tienen relacién con la salud humana y/o el
bienestar animal. Independientemente, la presencia de enfermedades en las explotaciones
ganaderas (p.ej. mamitis, baja fertilidad, retencidon de placenta, paratuberculosis o cojeras)
afecta negativamente a la funcionalidad de los animales e incrementa los costes de produccion
(Groen et al., 1997; Gonzélez-Recio et al. 2004; Zwald et al., 2004; Lépez de Maturana et al.,
2007b; Pérez-Cabal et al., 2008)

Entre los mencionados problemas sanitarios se encuentra la paratuberculosis. La
paratuberculosis o enfermedad de Johne es una enfermedad inflamatoria intestinal de los
rumiantes, causada por Mycobacterium avium subs. paratuberculosis (MAP). Es responsable
de considerables pérdidas econdmicas en el sector lechero como resultado de la disminucidn
de la produccidn de leche, la infertilidad, el desecho prematuro, el menor valor de la canal y el
incremento de la tasa de reposicidon (Ott et al.,, 1999). Ademads, la paratuberculosis estd
ganando importancia por su posible asociaciéon con la enfermedad de Crohn en humanos. De
hecho la direccion General de Salud y Proteccion de los Consumidores de la UE (DG24) ha
publicado un informe de 76 paginas titulado "Possible Links Between Crohn's Disease and



Paratuberculosis," (http://www.johnes.org/handouts/files/out38_en.pdf) donde se solicita un
programa urgente de investigacién para estudiar la conexién entre el MAP y la enfermedad de
Crohn y la transmision del MAP a la poblacion humana a través de la cadena alimentaria
(Chamberlin et al., 2001; Juste et al., 2008).

Concretamente en Espafa se diagnostican 2000 nuevos casos de paratuberculosis cada afio,
con un ritmo ascendente. Lo mismo ocurre en otros paises como EEUU donde aunque no
existen estudios anteriores basados en informes clinicos, los registros diagndsticos, histdricos y
de movimiento de animales como consecuencia de la reciente reestructuracidon del sector
lechero en EE.UU. parecen claramente indicar que la incidencia de esta infeccion estd
aumentando a un ritmo rapido. La enfermedad de Johne no tiene tratamiento y el Unico
sistema de control que produce consistentemente buenos resultados contra las pérdidas por
paratuberculosis en ganado vacuno y ovino es la vacunacién (Juste, 2005). Dado que la
vacunacion tiene algunos inconvenientes en relacidn a la interferencias con el diagndstico de
infecciones micobacterianas, pueden ser necesarias otras estrategias también orientadas a
incrementar la resistencia a la enfermedad para reducir su prevalencia y su impacto
econdmico. Adicionalmente, diversos estudios han puesto de manifiesto la existencia de
factores genéticos involucrados en las infecciones intracelulares como la paratuberculosis
mostrando estimas moderadas de heredabilidad (Mortensen et al., 2004; Gonda et al., 2006).
Varios estudios han encontrado diferentes regiones cromosémicas o QTLs involucrados en esta
enfermedad (Gonda et al.,, 2007; Settles et al., 2009) y, asimismo, se ha determinado la
existencia de genes potencialmente relacionados con la susceptibilidad a la infeccién por MAP
(Estonba et al., 2005; Pinedo et al., 2009).

Dentro de este contexto los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) se muestran
como una herramienta sumamente esperanzadora en mejora genética animal dado que los
métodos tradicionales de andlisis multivariante, tales como la regresion multiple o la regresion
logistica, no son aplicables a datos de genoma completo. Una alternativa paramétrica la
constituyen los métodos de regresién penalizada que son una extension de las técnicas de
regresion clasicas para el analisis de un elevado nimero de efectos correlacionados: los SNPs
relevantes se identifican mediante las estimas de coeficientes de regresion. Los métodos de
aprendizaje automatico (Cover y Thomas, 1991), los métodos no paramétricos (Gianola et al.,
2006; Gianola y Van Kaam, 2008) y otros métodos de regresidon bayesiana también se han
propuesto como alternativas para llevar a cabo andlisis considerando multitud de SNP
simultaneamente (GWAS).

Objetivos

El objetivo global del proyecto es detectar regiones gendmicas asociadas a caracteres de
resistencia a paratuberculosis y con ello generar conocimiento sobre las regiones gendmicas
asociadas a caracteres de resistencia a enfermedades con un alto impacto econémico en las
explotaciones o riesgo en la salud publica, que sirva de base para aumentar el progreso
genético de estos caracteres.



Datos y Metodologia

Para el estudio se han utilizado muestras procedentes de 290 animales de raza frisona
pertenecientes a cuatro explotaciones del Pais Vasco afectadas por paratuberculosis. El
diagndstico de la infeccidn se hizo en base al cultivo microbioldgico y a la deteccion del ADN de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) mediante PCR a tiempo real a partir de
muestras de heces obtenidas directamente de cada uno de los animales utilizando guantes de
exploracién.

El aislamiento bacteriano se hizo inmediatamente después de la toma de muestras. Las

muestras se procesaron siguiendo el Procedimiento de Ensayo de Neiker modificado a partir
de Aduriz et al. 1995, para el aislamiento de MAP a partir de muestras de heces. Los cultivos se
mantuvieron en incubacién a 379C, realizando una primera revisién a las 8 semanas post-
inoculacién y posteriormente cada cuatro hasta completar las 20 semanas de incubacién. Las
revisiones se hicieron con lupa estereoscépica con el fin de detectar aislamientos con la mayor
rapidez posible y se realizd el recuento de las colonias detectadas clasificando los cultivos en
tres categorias: < 10 colonias; 10-50 colonias; >50 colonias. Para la extraccion de DNA a partir

de muestras de heces se empled el kit de extraccién Adiapure® y para su _amplificaciéon se
utilizo el kit Adiavet® Paratb Real Time. Con el fin de reducir costos las muestras se procesaron
en parejas, de forma que cuando se detectd una pareja positiva se repitié la técnica con el fin
de proceder a la confirmacion individual

Estas vacas fueron ademas genotipadas con el chip Bovine 3K de lllumina en el CIC Biogune,
gue proporciona los genotipos de 2900 SNPs esparcidos a lo largo de todo el genoma. Los
genotipos se editaron segln el siguiente control de calidad.

0 Se eliminaron los SNPs con un call rate menor del 95% (14 SNPs), En todo caso, todos
ellos tienen un call rate superior a 90%

0 Se eliminaron aquellos SNP cuya frecuencia del alelo menor (MAF) fuera menor a 0.01
(44 SNPs). Estos SNPs son eliminados porque pueden conducir a falsos positivos o
sobre estimacién de nivel de asociacion.

0 Se eliminaron aquellas vacas con call rate <90% (7 vacas; 447 — 653 SNPs sin
genotipar).

Utilizando la poblacién de padres de estas vacas, genotipados con el chip de lllumina de 50K,
se realizd la imputacién de genotipos de 3K a 50K. La imputacion de genotipos se realizd a

través de la técnica BEAGLE, descrita en Browning y Browning (2007), por proporcionar la
precision mas alta (superior al 95%) en comparacidn con otros métodos como el propuesto
por Van Raden et al. (2011)) o el método de reconstruccién de haplotipos descrito en Druet y
George (2010); De este modo, para cada vaca con registro de incidencia a paratuberculosis, se
dispuso del genotipo de 2900 SNPs, y del genotipo imputado de 51709 con una precision
media superior al 95%.



La deteccion de las regiones cromosdmicas asociadas a la paratuberculosis y los analisis de

predicciéon con genoma completo se realizaron utilizando el método de bosques aleatorios
(Breiman, 2001; Gonzalez-Recio y Forni, 2011).

La implementacién del algoritmo se describe a continuacion:

Siendo y (nx1) el vector de observaciones de paratuberculosis, y X ={X.} con X, siendo un

vector (px1) representando los genotipos de cada animal para los p SNPs, se construyeron T

arboles de decisién. Cada arbol h (X) se considera un clasificador de los datos para la

incidencia a la paratuberculosis. Cada arbol se construye de la siguiente manera:

1. Se tomd una muestra al azar con reposicidn del set de datos original, de manera que cada

observacion con su respectivo genotipos (yi ,Xi) puede aparecer, varias veces 0 ninguna en

el subconjunto ‘P(t), con t en el intervalo (1,7). Este subconjunto de datos es considerado
como la raiz del arbol de decisién.

2. Se muestrean un porcentaje (mtry) de los SNPs al azar, y se selecciona el SNP j, j J(L,...,m)
donde jJargmin; L(y,h (X)), i.e. el SNP j es el que minimiza la funcién de pérdidas en el

nodo en cuestién. La funcién de pérdidas en este caso fue la tasa de falsos negativos.

3. Se divide el nodo en tres nuevos nodos hijos en funcion del genotipos para el SNP j de cada
individuo que ha llegado a ese nodo.

4. Repetir pasos 2 y 3 hasta que no se mejore la clasificacién o que el tamafio del nodo sea
inferior a 3. El valor predicho de los animales en un nodo terminal es el fenotipo mayoritario
en dicho nodo (sano/enfermo).

5. Repetir los pasos 1-5 un numero suficientemente grande de veces para construir el bosque
aleatorio.

Las predicciones finales para cada animal se realizan promediando sus valores predichos en
cada uno de los arboles. Esto genera una probabilidad de incidencia a la enfermedad de forma
que el algoritmo de los bosques aleatorios estima la importancia relativa de cada SNP en
cuanto a su asociacion con el caracter.

Se usé el programa Nimbus (http://www.nimbusgem.org/) para la implementacién del
algoritmo tanto para los genotipos de 3K como para los imputados a 50K.

Para evaluar la capacidad predictiva del método y los genotipos se implementé una validacion

cruzada utilizado el método “jackknife”, en el que la validacidn cruzada se realiza tantas veces
como datos hay en el conjunto original dejando cada vez solamente uno de los datos como
conjunto de validacion, sin repeticién. Con los valores predichos se calculd el area bajo la curva
de las caracteristicas del receptor.

Resultados y discusion

Las frecuencias alélicas de las hembras genotipadas con las de los machos genotipados fueron
muy similares, con una correlacién de 0.97 tanto en el caso de los genotipados obtenidos a
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través de la lectura (Figura 1a) como en el caso de genotipos obtenidos a través de imputacion.
(Figura 1b)

Figura 1a. Correlacién entre la frecuencia alélica de machos y hembras para los SNPs incluidos
en el chip de Illumina Bovine 3K.
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Figura 1b. Correlacion entre la frecuencia alélica de machos y hembras para los SNPs incluidos
en el chip de Illumina Bovine 50K (Genotipos imputados en hembras).
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Los cromosomas que albergaron los SNPs en el percentil 99 de asociacién con la enfermedad
fueronell,2,3,4,6,7,9,10, 11, 14, 16, 20, 21, 22, 23, 25, 27 y 29. (Figura 2)



Figura 2: Grafico de Manhatan para asociacién de SNPs a la susceptibilidad a la
paratuberculosis
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Esto sugiere que la resistencia a la paratuberculosis es un caracter complejo, sin genes
mayores que expliquen una gran proporcidon de la varianza genética. Por tanto, se hace
necesaria la utilizacién de técnicas complejas de prediccién de resistencia genética a la
enfermedad para poder seleccionar de forma precisa los individuos menos susceptibles y
minimizar asi las pérdidas ocasionadas por esta enfermedad en las ganaderias de vacuno
lechero. Los resultados concuerdan con resultados anteriores obtenidos a partir de otras
aproximaciones (Ruiz-Larrafiaga y col., 2010a; 2010b; 2010c).

La capacidad predictiva de la susceptibilidad a la paratuberculosis fue baja pero mejor que la
asignacion aleatoria. Es necesario tener en cuenta que en este estudio se dispuso de un
numero limitado de animales genotipados, y que se esperaria una mayor capacidad predictiva
aumentando dicho numero. El area bajo la curva de las caracteristicas del receptor fue de 0.59
tanto en el caso de genotipos obtenidos con el chip de Illlumina Bovine 3K (Figura 3a) como en
el caso de los genotipos imputados a 50K (Figura 3b).

Figura 3a. Curva de las caracteristicas del receptor usando los SNPs incluidos en el chip de
[llumina Bovine 3K como predictores.
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Figura 3. Curva de las caracteristica del receptor usando los SNPs incluidos en el chip de
Illumina Bovine 3K y la imputacién de los SNP incluidos en el chip de Illlumina de 54K, como
predictores.
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Conclusiones

La escasez de recursos disponibles ha limitado de forma importante la fiabilidad de los
resultados obtenidos. Sin embargo, en el desarrollo del trabajo:

.- se ha comprobado que las frecuencias alélicas de la poblacién de hembra y de machos es
muy parecida

.- se ha podido implantar con gran éxito la imputacidn de chips de baja densidad a chips de alta
densidad

.- Se ha comprobado que en nuestras condiciones los resultados en capacidad predictiva de
baja densidad y alta densidad son similares. ¢Se debe esperar que disponiendo de mayor
numero de animales y/o con otros tipos de caracteres la capacidad predictiva en alta densidad
sea mayor?

.- Se ha comprobado la eficacia del enfoque gendmico para trabajar con caracteres de
resistencia a enfermedades que tiene estimaciones de heredabilidad muy bajas. En este
sentido y dada la limitacidon del n2 de animales y las caracteristicas de la propia enfermedad
que ademds de presentar estimas muy bajas de heredabilidad se mide como un caracter
dicotéomico ( sano/enfermo) los resultados pueden considerarse esperanzadores

Cara al futuro, el grupo de trabajo se plantea continuar con esta linea de trabajo ya que se
considera que los resultados son de gran interés tanto para el propio sector (deteccidn precoz
de la enfermedad, interferencia de las vacunaciones, etc...) como a la sociedad en general si se
confirma su relacién con la enfermedad de Crohn.
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