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INTRODUCCION
Artrogriposis y macroglosia sono dos malformaciones congénitas que pueden afectar al
ganado vacuno. El término artrogriposis se refiere a la anquilosis de una o mas de las
articulaciones distales de las patas y a la subsiguiente atrofia degenerativa de los musculos
relacionados. La macroglosia es una tumefaccién de la lengua que puede dificultar la
capacidad de amamantamiento del ternero. Ambas condiciones pueden producir distocia,
mortalidad peri-natal y reducido incremento ponderal. Artrogriposis y macroglosia son
problemas relevantes en la cria de vacuno de raza Piemontesa debido a la pérdida de
terneros de alto valor comercial. Por lo tanto, se han tratado de implementar esquemas
empiricos de seleccién basados en la incidencia de estas malformaciones en la progenie de
los toros. Este tipo de seleccién fenotipica ha resultado ser bastante efectiva: en la
poblacion italiana de Piemontesas, la incidencia de artrogriposis ha caido de 4.4% en
machos y 0.66% en hembras a principio de los afios 1990, a 0.85% en machos y 0.16% en
hembras en el 2010. De forma similar, la incidencia de macroglosia se ha reducido de 2.85%
y 0.47% en los afnos noventa a 1.57% y 0.28% en 2010, en machos y hembras
respectivamente. Mejoras en la gestion de la granja y en el tratamiento de estas
malformaciones pueden haber contribuido a esta reduccion de incidencia.
El patron de transmision genealégica de la artrogriposis y la macroglosia sugiere la
existencia de una base genética en ambas malformaciones. No obstante, es posible que
factores ambientales influyan en la manifestacion y gravedad de las mismas. El
descubrimiento de las mutaciones subyacentes a las dos malformaciones seria de gran
interés para entender mejor sus mecanismos hereditarios y su patogénesis.
En el presente trabajo se analizaron animales afectados con artrogriposis y macroglosia
(casos) y animales no afectados (controles) en una poblacion italiana de vacuno de raza
Piemontesa utilizando genotipados de marcadores SNPs. Se utlizaron dos métodos de
andlisis para detectar sefales de asociacion entre dichas malformaciones y regiones
genomicas. Primero se llevd a cabo un estudio de asociacion pangendmico, y
posteriormente se aplicé el método de autocigosis por diferencia (“autozygosity by
difference”, Pollott, 2012) para buscar secuencias de homocigosis de posicion y tamano
diferentes entre casos y controles.

MATERIAL Y METODOS

Datos

Se utilizaron 479 bovinos de raza Piemontesa procedentes de granjas ubicadas en la regién
italiana de Piemonte. Los animales se repartieron en 3 grupos: el primero estuvo integrado
por 15 terneros afectados por artrogriposis, el segundo por 15 terneros afectados por
macroglosia, y el tercero por 449 toros de la prueba de progenie y que constituyeron el
grupo de control. Todos los individuos analizados fueron machos. Los 479 animales se
genotiparon con el chip bovino 50k de 54001 SNPs. Se eliminaron 3814 SNPs por presentar
datos perdidos en > 5% de los animales o por ser su posicion desconocida.

Métodos de analisis

Se realizaron y compararon dos tipos de analisis: un estudio de asociacidon pangenémico
(GWAS) y la autocigosis por diferencia. Para el estudio de asociacion, tratandose de datos
binarios (caso-control), se utilizé un modélo de regresion logistica:
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donde p es la probabilidad de estar afectado por la malformacién, x es el numero de copias
del alelo menor a cada locus, B es la intercepta y B, el coeficiente de regresion.

El método de la autocigosis por diferencia (Pollott, 2012) se basa en buscar largas
secuencias homocigotas en casos y controles, fijandose en las regiones del gendbma en que
difieren (autocigosis en los casos y no en los controles, o viceversa). La hipotesis es que la
region genomica en la que se halla la mutacion presentara secuencias de homocigosis de
mayor tamarfio en los casos que en los controles. Primero se clasifican, en casos y controles
por separado, los SNPs en base al tamafio de la secuencia de homocigosis en que se
hallan, asignadoles un valor de homocigosis. Este proceso se realiza tanto en casos como
en controles por separado. Posteriormente se suman los valores de homocigosis por
cromosoma y, con estos datos, se ejecuta el siguiente modélo lineal:

HomCrom; = Crom, + Animal ;,, +(CromX Status), +e,

donde HomCrom; es el valor de homocigosis del cromosoma i en el animal j, Crom; es el
efecto del cromosoma j, Animaly, es el efecto del animal j anidado en el estado k (caso o
control) y Crom x Status es la interaccion entre cromosoma y estado (caso o control). Una
interaccion significativa entre cromosoma y estado indica que ese cromosoma puede
albergar una mutacién potencialmente relacionada con la enfermedad. En estos
cromosomas se representan graficamente los valores de homocigosis por SNP en casos y
controles, y la diferencia entre los dos, con el fin de localizar las regiones del genéma
asociadas con las malformaciones.

La preparacion de los datos y la regresion logistica se realizaron con el entorno de
programacion R. El analisis de autocigosis por diferencia se realiz6 con los programas
desarrolados por Pollott (2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

No se encontraron sefiales claras de asociacion entre fenotipo y marcadores para ninguna
de las dos malformaciones cuando se ejecutd el modélo de regresion logistica en casos y
controles. Solo se detectaron asociaciones esporadicas que probablemente fueran espurias
(Figura 1).

Posteriormente se analizaron los datos con el método de autocigosis por diferencia. Primero
se buscaron los cromosomas que potencialmente albergaran una mutacion relacionada con
las malformaciones. Se encontraron significativamente méas SNPs homocigoticos en casos
que en controles en el cromosoma 9 para la macroglosia, y en los cromosomas 1, 4, 10, 14,
15, 17, 18, 21 y 24 para la artrogriposis. En todos los casos se tratd de diferencias mucho
menores a las observadas en otros estudios en los que se aplico la autocigosis por
diferencia (Pollott 2012). El gréafico de los valores de homocigosis revelé una sola secuencia
corta de homocigosis diferente entre casos y controles para artrogriposis en el cromosoma 6
(Figura 2, derecha). En el cromosoma 2 se detectd una secuencia larga de homocigosis
comun a casos y controles, entre 6116319 y 9553018 bps (Figura 2, izquierda). Esta region
contiene el gen de la miostatina, cuya mutacion es responsable de los desarrollados
musculos (“doble grupa”) caracteristicos de la raza Piemontesa. O’Rourke et al. (2012) y
Grobet et al. (1998) sugerieron que se trata de una mutacion de la miostatina distinta a la de
otras razas con doble grupa (p. €j. la Blanco Azul Belga). Sin embargo, esta homocigosis
comun a toda la poblacién podria deberse a penetrancia incompleta (animales con el mismo
genotipo no expresan siempre el fenotipo correspondiente).

La falta de claras asociaciones entre marcadores y artrogriposis o macroglosia, podria ser
consecuencia de sesgo muestral (“ascertainment bias”), de que los polimorfismos asociados
a las mutaciones no se encuentran en el chip bovino 50k, o de que las malformaciones
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estan causadas por otro tipo de variabilidad genética como la variacién del nimero de
copias (CNV, sobre-expresion de genes).
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Figura 1: Manhattan plots de los resultados (—log(p_value)) del estudio de asociacién entre marcadores y artrogriposis
(izquierda) o macroglosia (derecha)

Figura 2: valores de homocigosis para casos (rojo), controles (azul) y diferencia entre los dos (verde) para macroglosia en el
cromosoma 2 (izquierda) y para artrogriposis en el cromosoma 6 (derecha)
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LOOKING FOR THE MUTATIONS FOR ARTHROGRYPOSIS AND MACROGLOSSIA IN

PIEDMONTESE CATTLE: PRELIMINARY RESULTS
A population of Piedmontese cattle was analysed in a study aimed at looking for the causal
mutations for arthrogryposis and macroglossia. These two malformations affect calves and
can lead to dystocia, peri-natal mortality and impaired growth. A sample of 15 calves affected
by macroglossia and 15 calves affected by arthrogryposis were available. The control sample
was constituted by 449 bulls from the Italian Piedmontese cattle progeny testing scheme. All
animals were genotyped with the lllumina 50k bovine SNP chip. Two methods of analysis
were used: a genome-wide association study (GWAS) of cases and controls and the analysis
of runs of homozygosity (autozygosity-by-difference). No clear signal of association was
detected in the GWAS. On chromosome 6, a short sequence for which levels of
homozygosity in cases and controls differed was detected for arthrogryposis. On
chromosome 2, a common stretch of homozygosity in cases and controls was detected, in
the region harbouring the myostatin mutation, responsible for the characteristic double-
muscling of Piedmontese cattle.
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