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Resumen:

El objetivo de este estudio fue identificar en animales de raza Angus y Brangus con
temperamento extremo, medido como velocidad de salida, regiones gendémicas y genes
candidatos asociados con el temperamento bovino. La poblacion fue genotipada con el chip
Genomic Profiler HD 150K y después del analisis de asociacion del genoma completo, los
SNP rs133956611 (P= 2.65 E-06) y rs81144933 (P= 9.58 E-06) se asociaron con el
temperamento. El analisis de mapeo de las regiones cercanas al SNP rs81144933 identifico
los genes SNCA (alfa-sinucleina) y MMRN1 (multimerin-1) a 222.8 y 435.9 Kb corriente
abajo, respectivamente, mientras que para los loci rs133956611 se identifico el gen GPRIN3
(familia GPRIN- miembro 3) a 245.7 Kb corriente arriba, los tres genes se encuentran en el
cromosoma BTAG. El analisis de las interacciones proteina-proteina de SNCA permitio la
identificacion de los genes APP (proteina precursora de B-amiloide), PARK7 (deglicasa
asociada al parkinsonismo), UCHL1 (ubiquitina C-terminal hidrolasa L1), PARK2 (parkina-
RBR-E3-ubiquitina-proteina-ligasa), y genes de la familia SLC como candidatos a estar
asociados con el temperamento bovino. Todos estos genes candidatos y su interaccion fueron
resecuenciados, lo que permitio el descubrimiento de nuevos SNP en los genes SNCA y APP.
De estos, los SNP localizados en los intrones 5, 8 y 11 del gen APP afectan a los motivos del
sitio de empalme. Estos resultados indican que el SNCA y sus genes interactuantes son
candidatos para estar relacionados con el temperamento bovino.
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Introduccion

El temperamento es un rasgo econémicamente relevante que afecta el bienestar de los
animales y los rasgos relacionados con la productividad. ElI temperamento bovino se
considera el rasgo mas importante de la personalidad de un animal y comprende una amplia
gama de comportamientos, desde la docilidad hasta el miedo y el nerviosismo o la falta de
respuesta, los intentos de escape y el comportamiento agresivo, en el que se observan
diversos parametros como la actividad locomotora general y la reactividad al estrés. El
temperamento es afectado por la edad, la experiencia, el sexo, el manejo, los efectos
maternos, los factores ambientales, la genética, la especie y la raza®?. Hasta la fecha, varios
enfoques gendmicos intentaron identificar regiones gendémicas y genes en los que los
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polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP, del inglés single nucleotide polymorphisms)
subyacentes estan asociados con el temperamento, un rasgo fenotipico complejo.

El mapeo de locus de rasgo cuantitativo (QTL, del inglés quantitative trait locus) descubrid
la primera evidencia de regiones gendmicas asociadas con rasgos de comportamiento en
razas lecheras®®. La deteccion de QTL en el genoma condujo a la propuesta de genes
candidatos bajo la region genémica abarcada por el QTL, que podrian ser potencialmente
responsables de las diferencias en la expresion de rasgos. La identificacion de genes
candidatos con base en su funcion y posible implicacion en el temperamento bovino ha sido
una estrategia para la bsqueda de SNP. Garza-Brenner et al® seleccionaron un grupo de 19
genes que participan en la via de la dopamina y la serotonina, y a través de un anélisis de
interacciones proteina-proteina (IPP), identificaron cuatro nuevos genes candidatos
interactuantes (POMC, NPY, SLC18A2 y FOSFBJ), de los cuales POMC, SLC18A2 y DRD3,
HTR2A (seleccionados con base en su funcidn) revelaron SNP asociados con la velocidad de
salida (VS) y puntuacion en corral (PC), que son mediciones del temperamento bovino en
una poblacion de ganado Charolais. EI mismo grupo encontré que las variaciones en estos
genes (DRD3, HTR2A y POMC) tuvieron un efecto sobre el crecimiento bovino (peso al
nacer) en una poblacion de ganado Charolais, mostrando que las variaciones identificadas no
solo tuvieron un efecto sobre el temperamento bovino sino también sobre los rasgos de peso
vivo®. Del mismo modo, con el objetivo de evaluar la relacion potencial de dos de estos SNP
en los genes DRD3 y HTR2A con el temperamento bovino y las caracteristicas de
crecimiento, y la eficiencia alimenticia, se analizé una poblacion de ganado Angus, Brangus
y Charolais con evaluaciones de temperamento; los resultados indicaron que no hubo
asociacion con VS y PC, pero el SNP en el gen HTR2A se asocié con la eficiencia alimenticia
en el ganado Brangus(”.

Los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS, del inglés genome-wide
association studies), basados en tecnologias de genotipado de polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP, del inglés single nucleotide polymorphisms) de alto rendimiento, son un
enfoque relativamente reciente aplicado a estudios genéticos del temperamento del ganado y
han permitido la identificacion de diferentes grupos de genes candidatos. Lindholm-Perry et
al® analizaron una poblacion de las razas Angus, Hereford, Simmental, Limousin, Charolais,
Gelbvieh y Red Angus para identificar regiones genémicas y genes asociados con la
velocidad de vuelo (VV); determinaron regiones cromosémicas en BTA 9 y 17 asociadas e
identificaron dentro de ellas tres genes GRIA2, GLRB y QKI asociados con SNP cercanos.
Valente et al® evaluaron una poblacion de Nellore utilizando la VS para evaluar su
temperamento. Los genes NCKAP5, PARK2, DOCK1, ANTXR1, CPE y GUCY1A2 se
detectaron como candidatos potenciales para el rasgo de interés. Finalmente, Dos Santos et
al@ utilizaron una poblacion Guzerat en la que se midio la reactividad como indicador del
temperamento. Los genes POU1F1, DRD3, VWA3A, ZBTB20, EPHA6, SNRPF y NTN4 se
propusieron como genes candidatos responsables de la expresion del rasgo.
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En un contexto relacionado, la resecuenciacion especifica del exoma de regiones especificas
utilizando tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (SNG) se ha convertido en una
técnica poderosa que permite la identificacion de SNP. Este método puede capturar
eficientemente toda la variacion en las regiones de interés. Los efectos potenciales pueden
ser evaluados en un estudio de asociacion, que proporciona una herramienta efectiva para
encontrar SNP que afectan a un rasgo determinadoV. Sin embargo, debido a las diferencias
en el fenotipado del temperamento en estudios anteriores (es decir, cada estudio utiliza
diferentes técnicas para evaluar el temperamento bovino, la puntuacién en corral, la
velocidad de salida, la reactividad, que evaluan diferentes aspectos del temperamento
bovino), no es posible vincular la informacion para esos genes identificados como
candidatos, o encontrar un proceso biolédgico representativo, interacciones proteina-proteina
entre estos genes, 0 una ruta bioldgica en la que estos genes convergen para visualizar cémo
el conjunto de genes explica el temperamento bovino. Asi, la informacién genomica a
menudo permanece aislada y necesita ser integrada. Por lo tanto, el objetivo fue identificar
regiones gendmicas y genes candidatos asociados con el temperamento en el ganado de carne
a traves de la integracion de una estrategia GWAS, analisis de interaccion proteina-proteina
y SNP obtenidos mediante resecuenciacion especifica del exoma.

Material y métodos

Descripcion de los animales y fuentes de muestras bioldgicas

Se obtuvieron datos y muestras de pelo del biobanco ubicado en el Laboratorio de
Biotecnologia Animal CBG-IPN y procedian de una poblacion bovina (n= 104) de toros
jovenes Angus (AN, n=63) y Brangus (BR, n=41), con una edad promedio y peso corporal
de 273 + 38 dias y 272 + 38 kg, respectivamente, analizados durante dos pruebas
centralizadas de rendimiento de eficiencia alimenticia basadas en la ingesta residual de
alimento (IRA) en el norte de México. El registro de datos y el manejo de los animales han
sido previamente descritos por Garza-Brenner et al). Brevemente, los animales fueron
alimentados en un corral de engorda durante un periodo de 70 dias con un periodo de
adaptacion previo al ensayo de 20 dias, pesados al principio y al final de la prueba con
intervalos de 14 dias en los que se realizaron las mediciones del temperamento bovino.

De la poblacion, se realizo un GWAS utilizando un enfoque de genotipado selectivo
siguiendo la estrategia de las colas de la distribucion fenotipica del temperamento bovino
medida por la velocidad de salida (VS) porque facilita la deteccion de diferencias fenotipicas
entre alelos®?. El genotipado selectivo se logré seleccionando un grupo de los animales mas
tranquilos (n=17; 10-AN y 7-BR) y mas temperamentales (n= 17; 9-AN y 8-BR) con base
en los valores de VS de la poblacion de estudio. El temperamento se evalué mediante
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mediciones de la VS después de un estimulo del muestreo de pelo en una manga midiendo la
velocidad de desplazamiento de mas de 1.83 m (6 pies) con un sensor infrarrojo (FarmTek
Inc., North Wylie, TX, EE. UU.). La velocidad se calcul6 como VS= distancia (m)/tiempo
()34, Se definieron los grupos de temperamento contrastantes con base en las mediciones
de VS de los animales. Los animales con mediciones de VS <1.9 m/s se clasificaron como
tranquilos, y aquellos con puntuaciones de VS >2.4 m/s se clasificaron como
temperamentales**),

Para identificar SNP informativos en genes candidatos, se utilizaron 91 animales. Se
selecciond un total de 91 animales como poblacion de descubrimiento de SNP: 18 (9 ddciles;
9 temperamentales) de la raza Angus, 68 (44 ddciles; 24 temperamentales) de la raza
Brahman, y 5 (2 ddciles; 3 temperamentales) de la raza Charolais. A partir de muestras de
cabello y muescas en las orejas, se realizd la extraccion de ADN utilizando el kit de
extraccion GenElute™ (Sigma, St. Louis, Missouri, Estados Unidos).

Analisis GWAS y descubrimiento de genes

Se genotiparon treinta y cuatro (34) animales utilizando el chip GeneSeek Genomic Profiler
HD 150K (Neogen, Lincoln, NE). El andlisis de asociacion e identificacion de regiones
gendmicas asociadas con el temperamento bovino se realizaron con el software PLINK
1.914®)_Se realizd un control de calidad de los genotipos para identificar animales sin genotipo
asignado o con una baja tasa de genotipado (MIND >0.1). También se evalud la frecuencia
de los alelos y se eliminaron los SNP con umbrales méas bajos (MAF <0.01). El umbral de
significancia se establecio en P < 3 x 10°. Se construyd un grafico de Manhattan utilizando
ggman: un paquete de R para la visualizacion de los resultados de GWAS®". Las posiciones
de SNP significativos se identificaron utilizando el genoma bovino de Bos taurus (UMD
3.1.1) y el software Map Viewer disponible en el Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés). Los genes mas cercanos a los SNP
significativos (dentro de ~ 350 kb) también se identificaron con Map Viewer.

Analisis de vias e interacciones proteina-proteina

Para la identificacion de las vias genicas, se realizd un enriquecimiento de términos de
Ontologia Génica (GO) y un analisis de red de interacciones proteina-proteina (IPP) en el
navegador de genomas Ensembl®®, |a base de datos Gene Ontology®® y la base de datos
STRING®, respectivamente.
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Resecuenciacion de genes candidatos

Con el objetivo de identificar SNP en las regiones codificantes y del gen SNCA y sus genes
interactuantes, identificados a través del analisis de interacciones proteina-proteina (IPP),
estos genes se resecuenciaron en la poblacion de descubrimiento de SNP. Como parte de la
estrategia de secuenciacion, ademas de los exones, también se analizaron regiones no
codificantes (140 pb antes y después de cada gen-exdén). Asi, se disefid un panel
personalizado utilizando el software Design Studio (https://designstudio.illumina.com)
(IMlumina, San Diego, CA, Estados Unidos) para el Ensayo Genetico de ADN AmpliSeq, en
el que se incluyeron las regiones codificantes y los limites de los genes APP, PARKY,
SLC6A2, SNCA, UCHL1, PARK2, SLC18A2 y POMC, utilizando el genoma UMD 3.1.1 de
Bos Taurus como referencia.

La cuantificacion de ADN se realiz en todos los pasos utilizando el kit de ensayo Qubit
dsDNA HS en el fluorémetro Qubit 3.0 (Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos).
Las bibliotecas se prepararon utilizando la guia de referencia para paneles personalizados
AmpliSeq (Documento # 1000000036408 v04) de Illumina, siguiendo las instrucciones para
2 grupos y para 49-96 pares de iniciadores por grupo. La calidad y cuantificacion de las
bibliotecas se realizé utilizando el equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent, California, Estados
Unidos) con el kit Agilent DNA 1000. La secuenciacion (extremo pareado; longitud de
lectura 126 pb) se realiz6 con el Sistema de Secuenciacion MiniSeq™.

Analisis bioinformatico de datos de secuenciacion

Las lecturas de secuencia generadas por el Sistema de Secuenciacion MiniSeq™ se alinearon
con el genoma de referencia UMD 3.1.1 de Bos taurus utilizando el alineador Burrows-
Wheeler (BWA-MEM) v0.@Y. Las lecturas se procesaron utilizando Picard v1.135
(http://broadinstitute.github.io/picard) y se limpiaron marcando y eliminando lecturas
duplicadas para generar archivos BAM. Las variaciones se identificaron utilizando el flujo
de trabajo del formato de llamada de variante gendémica (GVCF, del inglés genomic variant
call format) con HaplotypeCaller®?. Los SNP se generaron en archivos VCF y se filtraron
utilizando los siguientes criterios: confianza de variante normalizada por profundidad (QD)
<2.0, calidad de mapeo (MQ) <40.0, sesgo de hebra (FS) >60.0, HaplotypeScore >13.0,
MQRankSum <—12.5 y ReadPosRank-Sum <—8.0(%),

Prediccion del efecto de SNP no codificantes en sitios de empalme

Para estudiar el efecto de los 58 SNP identificados en las secuencias no codificantes de la
secuenciacion especifica del exoma de los genes SNCA y APP, se utilizo la interfaz web
online ESE finder3.0 (http://krainer01.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3)?Y; las secuencias de
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SNCA NC_037333.1 y APP: NC _037328.1 se utilizaron como entrada, introduciéndolas
intron por intrén (<5,000 pb) sin y con mutaciones, segln la ubicacion de los SNP. Este
proceso permitio determinar si los SNP formaban parte de un motivo del sitio de empalme
donante (5') o aceptor (3'); el programa asigna una puntuacién a la secuencia de entrada de
acuerdo con la pérdida de la secuencia de consenso, de modo que se predice que las
puntuaciones por encima de un valor umbral predeterminado (donante: 6.67; aceptor: 6.632)
actuaran como un sitio de empalme, lo que permite analizar si los SNP afectan a los motivos
de los sitios de empalme.

Resultados

Analisis GWAS e identificacion de genes candidatos junto con analisis de
Interacciones proteina-proteina

La Figura 1 muestra un grafico de Manhattan con los resultados del analisis GWAS de los
SNP evaluados por su asociacion con el temperamento en el ganado Brangus y Angus.
Rs133956611 y rs81144933 se asociaron con un temperamento décil (Cuadro 1). Los genes
SNCA (alfa-sinucleina; GenID 282857) y MMRN1 (multimerin 1; GenID 516574) se
encuentran aproximadamente a 222.8 y 435.9 Kb corriente arriba, respectivamente, de
rs81144933; mientras que el gen GPRIN3 (miembro 3 de la familia GPRIN; GenlD 517995)
se identifico a 245.7 Kb corriente abajo de rs133956611.

Figura 1: Gréafico de Manhattan de -log10 (valores P) para la asociacion del genoma
completo con la velocidad de salida
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Cuadro 1: SNP asociados con el temperamento bovino en ganado Angus y Brangus

CHR IDders Posicion Frecuencia Valor-P
pb T D
6 rs133956611 36,676,986 0.14 0.67 9.2 E-06
6 rs81144933 36,655,249 0.20 0.70 3.48E-05

T= temperamental; D= docil.

La linea horizontal corresponde a un umbral significativo de P=3x 107°. Utilizando los genes
identificados, se procedi6 a realizar un andlisis IPP consultando la base de datos STRING®?.
Para MMRNL1, el analisis IPP mostré interacciones con genes como F5 y VWF, involucrados
en el proceso de coagulacion (Figura 2), en la base de datos Gene Ontology (GO), MMRN1
esta anotado con el término GO: 0007596, Ilamado coagulacion sanguinea. Para GPRIN3, el
motor de bdsqueda mostro interacciones entre el proceso de fosforilacion codificado por los
genes LOC790121 y OR6NL1 con proteinas que estan involucradas principalmente en el
ensamblaje citoesquelético y la modulacién de la neurotransmision (Figura 3). La base de
datos GO mostrd que este gen fue anotado con el término GO:0031175, proceso biolégico
Ilamado desarrollo de proyeccidn neuronal, progresion de una proyeccion neuronal desde su
formacion hasta la estructura madura.

Figura 2: Interacciones proteina-proteina reportadas para MMRN1 bovina en la base de
datos STRING
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Figura 3: Interacciones proteina-proteina reportadas para GPRIN3 bovina en la base de
datos STRING
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Finalmente, se encontré que la proteina SNCA, algunos términos GO identificados (GO:
0045920, GO: 004241 y GO: 0014059) estan involucrados en la regulacion, sintesis y
secrecion de dopamina. Curiosamente, el gen SNCA se asoci6 con los términos asociados con
el comportamiento, incluidos los relacionados con el “comportamiento de vuelo” y las
respuestas de los animales (a través de saltar, pararse o caminar) a estimulos internos y
externos (términos GO: 0007610, GO: 0007629, GO: 0007628, GO: 0007630,
respectivamente).

El anélisis de IPP indicé que SNCA interactta con las proteinas APP (proteina precursora de
B-amiloide), PARK?Y (deglicasa asociada al parkinsonismo) y UCHL1 (ubiquitina C-terminal
hidrolasa L1) (P=5.88e-06) involucradas en el comportamiento locomotor adulto. Ademas,
el término GO:0008344 revela fuertes interacciones de SNCA con genes pertenecientes a una
familia de transportadores de neurotransmisores (SLC6A) en la red (Figura 4).
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Figura 4: Interacciones proteina-proteina reportadas para SNCA bovino en la base de datos
STRING
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Nodos rojos anotados con el término GO:0008344, comportamiento locomotor adulto (valor p 5.88E-06).
Nodos verdes anotados con el término GO:0043005, proyeccion neuronal (valor p 0.000966). Nodos azules
anotados con el ID de via 05012 KEGG, enfermedad de Parkinson (valor p 6.49E-11).

Con base en su papel funcional reportado, GPRIN3 y, en particular, los genes SNCA podrian
considerarse como genes candidatos asociados con el temperamento del ganado, el analisis
del gen MMRN1 no indica implicaciones obvias para este rasgo, sin embargo, su
identificacion podria ser importante para un analisis posterior.

Variacion genética en genes candidatos

De acuerdo con los resultados del andlisis de IPP, inferimos que los genes APP, PARK?,
SLC6A2, UCHL1, PARK2, SLC18A2 y POMC fueron candidatos asociados con el
temperamento bovino (Cuadro 2). Se resecuenciaron para descubrir la variacion genética
para explicar potencialmente el temperamento del ganado. Se encontraron cincuenta y ocho
(58) SNP en las regiones no codificantes de los genes SNCA y APP. Se identificaron tres
SNP en los intrones 2 y 3 del gen SNCA, y se identificaron 55 SNP en los intrones 1, 5, 8,
11, 13, 14 y 17 del gen APP (Cuadro 3). Quince de los 58 SNP eran exclusivos de la raza
Angus, 1 en el gen SNCA vy el resto en el gen APP. Los SNP restantes (n= 43) fueron
informativos (polimorficos) en las razas Brahman y Charolais, a diferencia de la raza Angus
en la que no eran informativos (monomorficos). Las frecuencias alélicas y el patron de
distribucion de los SNP variaron segun la raza.

10



Rev Mex Cienc Pecu 2023;14(1):1-22

Cuadro 2: Funciones y procesos bioldgicos asociados con genes SNCA interactuantes

Gen

Descripcion

PARKY

No hay informacion en ganado. En humanos, protege las neuronas
dopaminérgicas contra el dafio oxidativo y la degeneracion; inhibe
indirectamente la agregacion de a-sinucleina®; por lo tanto, se ha demostrado
que las mutaciones en este gen causan la enfermedad de Parkinson(),

SLC6A2

No hay informacion en ganado. En humanos, controla la accién de la
norepinefrina que apoya la excitacion, el estado de animo, la atencion y las
reacciones al estrés; por lo tanto, se ha asociado con dimensiones
temperamentales de la personalidad (busqueda de novedad, evitacion de dafios,
dependencia de la recompensa y persistencia)®?.

UCHL1

No hay informacion en ganado. En humanos, se expresa abundantemente en
las neuronas e interactta con APP, y los SNP; este gen se ha implicado en los
trastornos neurodegenerativos enfermedad de Parkinson y enfermedad de
Alzheimer®®),

PARK2

En ganado se ha asociado con el temperamento (velocidad de vuelo)® y en
humanos en las funciones de las neuronas dopaminérgicas debido a las
mutaciones en este gen asociado a la enfermedad de Parkinson®®),

SLC18A2

En ganado se ha asociado con el temperamento (puntuacién en corral) (Garza-
Brenner et al®. Participa en el transporte de dopamina, previniendo su
acumulacién y muerte neuronal dopaminérgica; por lo tanto, es un factor de
riesgo para la enfermedad de Parkinson®?.

POMC

En ganado se ha asociado con el temperamento (puntuacion en corral)®.
POMC es el precursor de la hormona corticotrépica (ACTH), que aumenta la
expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (FNDC) responsable de
la proliferacién, diferenciacion y supervivencia de las neuronas; por lo tanto,
se ha implicado en la enfermedad de Parkinson®Y,

De los 58 SNP identificados en las regiones no codificantes de los genes SNCA y APP, tres
SNP formaron parte de un motivo del sitio de empalme de acuerdo con los umbrales
establecidos (donante: 6.67; aceptor: 6.632), como se muestra en el Cuadro 4; los SNP
identificados se localizaron en los intrones 5, 8 y 11. Todos los motivos del sitio de empalme
eran del tipo aceptor, es decir, estaban ubicados en el extremo 3'. El SNP g. 9770593 (C/T)
no afadio ni abolio ningln motivo del sitio de empalme, sino que sélo aumento el valor de
la puntuacion, mientras que los SNP g. 9806689 (G/T) y g. 9845821 (C/G) afadieron y
abolieron los motivos del sitio de empalme, respectivamente.

11
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Discusion

Los estudios gendémicos dirigidos a la exploracion del temperamento del ganado son ain
escasos, principalmente debido a la complejidad bioldgica del sistema, las diferencias en la
medicién del temperamento (objetivo/subjetivo) y las diferencias entre las razas de ganado
estudiadas. En este trabajo, se utilizaron los GWAS como una herramienta exploratoria para
encontrar genes candidatos asociados con VS, contrastando por temperamento un grupo de
animales Angus y Brangus. EI GWAS permitid identificar una region genomica en BTA6
que alberga tres genes candidatos asociados con VS [SNCA (GenID 282857), MMRN1
(GenlD 516574) y GPRIN3 (GenlD: 517995)]. Para estos genes, Chen et al® reportaron
una expresion elevada de GPRIN3 en el cerebro humano, y la informacion de UniProtkK BG
indica que la proteina GPRIN3 puede estar involucrada en el crecimiento de neuritas. Sin
embargo, los datos de la literatura (con respecto a la funcién y los genes interactuantes)
apoyan fuertemente el gen SNCA bovino como un nuevo candidato asociado con el
temperamento del ganado®34).

El gen SNCA es una proteina altamente conservada que es abundante en el cerebro de los
humanos y otras especies como ratas, ratones y monos®®; se encuentra en las neuronas,
especialmente en los terminales presinapticos®®. La funcion molecular de SNCA es bastante
ambigua, y con base en su estructura, propiedades fisicas y socios interactuantes, se han
propuesto varias hipdtesis sobre su funcion normal en humanos. Por ejemplo, se cree que
esta involucrado en la regulacion de la liberacion y el transporte de dopamina®. En
consecuencia, en humanos juega un papel importante en los trastornos neurodegenerativos.
Seglin Giasson et al®, los agregados de proteina SNCA en humanos causan lesiones
cerebrales que son caracteristicas de las sinucleinopatias neurodegenerativas. EI gen SNCA
estd asociado, en la Enciclopedia de genes y genomas de Kioto (KEGG, por sus siglas en
inglés)®®), con vias bioldgicas de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer (ko05010) y la enfermedad de Parkinson (ko05012). Ambas enfermedades son
trastornos cerebrales importantes en humanos. La enfermedad de Parkinson se caracteriza
por sintomas relacionados con la locomocién (temblor involuntario, rigidez muscular e
inestabilidad postural), asi como depresion y psicosis, e implica la pérdida progresiva de
neuronas dopaminérgicas, presentandose la caracteristica principal como la aparicion de
cuerpos de inclusion llamados cuerpos de Lewy, cuyo componente principal es SNCAC?),

Aunque las alteraciones patoldgicas relacionadas con esas enfermedades humanas no se
pueden extrapolar a este modelo de estudio, este vinculo bioldgico proporciona alguna
evidencia para apoyar los hallazgos porque la comprension de la relacion entre genotipo y
fenotipo en humanos se derivo de animales modelo con mutaciones en genes ortologos. Las
especies animales grandes, como perros, cerdos, ovejas y vacas, han sido algunos de los
animales modelo méas importantes, principalmente porque son mas similares a los humanos
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que los ratones (tamafio, genética y fisiologia similares). Asi, los descubrimientos en
humanos pueden servir como referencia para inferir efectos sobre el temperamento
bovino®,

Conectando redes genéticas para explicar el temperamento del ganado

A pesar de los escasos intentos de identificar genes y regiones gendmicas subyacentes a la
arquitectura genética del temperamento, hasta ahora no ha habido reportes que conecten las
redes genéticas asociadas con este rasgo complejo.

El andlisis de las interacciones proteina-proteina del gen SNCA permiti¢ identificar y analizar
seis genes adicionales, de los cuales dos miembros génicos de la familia SLC (SLC18A2 y
SLC6A4) ya han sido identificados por Garza-Brenner et al® como genes interactuantes en
una red proteina-proteina basada en genes relacionados con la dopamina y la serotonina.
Estos autores también encontraron un SNP localizado en el gen SLC18A2 que causa un
cambio en la secuencia de aminoacidos de alanina a treonina, con efectos significativos sobre
el temperamento medidos por las puntuaciones en corral. Ademas, el analisis IPP incluyo
genes de la familia PARK (PARK2 y PARKY), que codifican proteinas de ubiquitina ligasa,
incluida la parkina RBR E3. El gen PARK?2 fue identificado por Valente et al® como un gen
candidato asociado con el temperamento en el ganado Nellore; los autores utilizaron la VS
como prueba para evaluar el temperamento bovino. Mdltiples estudios han utilizado la
estrategia GWAS para identificar genes que estan vinculados a fenotipos de temperamento
bovino®19), pero en ninguno de estos casos ha sido posible establecer interacciones entre los
genes identificados, y la informacion de cada estudio parece ser aislada e independiente,
impidiendo la clarificacién de la arquitectura genética del temperamento a partir de la
informacidn disponible hasta la fecha. Ademas, el conjunto de genes candidatos no parece
estar asociado con un proceso bioldgico representativo que sugiera la participacion en el
temperamento. La identificacion de SNCA en el presente trabajo permite conectar los
resultados de Valente et al®® y Garza-Brenner et al®, mostrando que los genes identificados
através de diferentes estrategias (GWAS y anélisis de redes de interaccion proteina-proteina)
presentan una conexion importante. De acuerdo con estos resultados, se exploro la variacion
genética de estos genes en el ganado con énfasis en sus secuencias codificantes, y los
resultados revelaron una alta conservacion de las secuencias exonicas en los siete genes
analizados. En humanos, se ha reportado una baja variacidn genética entre genes como SNCA
y UCHL1¢0),

Curiosamente, y segun reportes anteriores, se encontro una alta variacion genética en las
regiones no codificantes de los genes bovinos SNCA y APP. La funcidn exacta del gen de la
proteina (APP) precursora de beta amiloide (A4) es desconocida, pero se ha asociado con la
suavidad de la carne en cerdos?, puede participar en la formacion de neuronas y es conocida
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por su participacion en la enfermedad de Alzheimer®?. Debido a que los pacientes con
enfermedad de Alzheimer muestran la presencia y acumulacion de proteinas SNCA y APP,
se ha propuesto que pueden estar relacionadas de alguna manera. Roberts et al®® han
demostrado que la sobreexpresion de SNCA aumenta los niveles de APP, y ciertas mutaciones
en SNCA aumentan el procesamiento de APP, por lo que el descubrimiento de mutaciones en
las regiones codificantes de estos genes podria tener un impacto funcional en ellos y, por lo
tanto, en el temperamento bovino.

Se ha documentado que en aproximadamente el 21 % de los genes bovinos se produce
empalme alternativo®®. El analisis in silico identificd tres APP-SNP con el potencial de tener
un efecto funcional en el proceso de empalme de pre-ARNm y, por lo tanto, la expresion del
temperamento bovino. Hasta donde se sabe, no se han reportado diferentes isoformas del gen
APP bovino, pero se ha reportado que los motivos del sitio de empalme en genes bovinos
estan altamente conservados en relacion con los humanos®®. Los genes humano y bovino
para APP son ort6logos, con el mismo numero de aminoacidos (770) y una secuencia idéntica
de aminoéacidos. En humanos, se han identificado 8 isoformas diferentes del gen APP debido
al empalme alternativo en los exones 7, 8 y 15, que termina la expresion del gen APP en las
neuronas, resultando en la implicacion de un papel fundamental en la enfermedad de
Alzheimer®), Aqui se identificaron 3 SNP que afectan, agregan y abolen los motivos del
sitio de empalme en el gen APP, en los intrones 5, 8 y 11, por lo que probablemente podrian
afectar el producto final y tener un efecto en la expresion del temperamento bovino.

En el presente estudio, se utilizd la estrategia de fenotipo contrastante para realizar un analisis
GWAS exploratorio para identificar genes candidatos para el temperamento en el ganado, e
incluso con la limitacion del tamafio de muestra pequefio, los presentes resultados que
muestran una conexion entre SNCA y el temperamento son consistentes con estudios GWAS
mas grandes. Adicionalmente, el acoplamiento de estos resultados con un analisis IPP
permitid establecer conexiones entre diferentes genes que fueron previamente identificados
dentro de la asociacion al aparato locomotor. EI mapeo fino de los genes candidatos predijo
que el GWAS y los genes IPP confirmaron la existencia de SNP con el potencial de afectar
el temperamento bovino. El presente estudio proporciona informacion valiosa que contribuye
a los aln escasos esfuerzos por describir la arquitectura genética del temperamento del
ganado, y muestra que esta estrategia analitica es apropiada para su aplicacién en estudios
con un tamafio de muestra limitado, especialmente en paises donde el fenotipado para este
rasgo complejo es limitado.

Conclusiones e implicaciones

Una regién genémica BTAG6 (36,655,249-36,676,986 pb) vecina al gen SNCA se asoci6 con
el rasgo de temperamento en las razas Angus y Brangus. Se identificaron seis genes,
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vinculados a SNCA, como potencialmente asociados con el temperamento. De ellos, el gen
APP alberg6 tres SNP con un efecto potencial sobre el proceso de empalme de pre-ARNm y
la expresion del temperamento bovino.
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Cuadro 3: SNP identificados por secuenciacion especifica del exoma en cada poblacion de los genes APP, PARK7, SLC6A2, SNCA,
UCHL1, PARK2, SLC18A2 y POMC

Posicion Frecuencia

een (pb) Region Alelos Angus Brahman Charolais
P Ref  Alt Ref Alt Ref Alt Ref Alt
36297353 Inron3 G A 0.9924 0.0076 1.0 0.0
SNCA 36297374  Intron3 A G 0.8500 0.1500 1.0 0.0
36207422¥%  Intron2 T A 05000 05000
9674371 Intronl T C 0.9717 0.0283 1.0 0.0
0674423  Intronl A C 0.9403 0.0597 1.0 0.0
9674429  Intronl T A 0.9478 0.0522 1.0 0.0
9674430¥  Intron1 T A 09722  0.0278
9674431*  Intronl A T 09706 00294  0.9925 0.0075 1.0 0.0
9674437  Intronl T C 1.0000 0.0 0.9000  0.1000
9674448  Intronl T C 0.9921 0.0079 1.0 0.0
9674451  Intronl A G 0.9921 0.0079 0.9000  0.1000
9674455*  Intronl G A 06071 03929  0.0093 0.9907 05000  0.5000
9770586*  Intron5 A G/T 06944 0.3056/00 0.8772 0.0395/0.0833 0.8000 0.2000/0.0
9770593  Intron5  C T 0.3507 0.6493 1.0 0.0
9770633  Intron5 G A 0.5373 0.4627 1.0 0.0
App  9803985*  Intron8  C T 09722 00278  0.0944 0.9056 1.0 0.0
9803991*  Intron8 A G 09722 00278  0.0909 0.9091 1.0 0.0
9806624*  Intron8 A G 09167 00833  0.0574 0.9426 0.8000  0.2000
9806672  Intron8 T C 0.9769 0.0231 0.8000  0.2000
9806689  Intron8 G T 0.9851 0.0149 1.0 0.0
9845631  Intron1l  C A 1.0000 0.0000 0.8000  0.2000
9845821  Intron1l  C G 0.7177 0.2823 1.0 0.0
9845862¥  Intron1l G T 08750  0.1250
9845934  Intron1l G A 0.9844 0.0156 1.0 0.0
0845944  Intron1l G A 0.8750 0.1250 1.0 0.0
9845966  Intron1l G A 0.9692 0.0308 1.0 0.0
9845980  Intron1l A G 0.8056 0.1944 1.0 0.0
9863873*  Intron13 T C 09722 00278  0.0522 0.9478 1.0 0.0
9863960  Intron13 T C 0.0818 0.9182 1.0 0.0
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9863974¥ Intron 13 T C 0.6666 0.3333

9863983¥ Intron 13 T C 0.0 1.0

9863984¥ Intron 13 G T 0.0 1.0

9866489 Intron 13 G A 0.8433 0.1567 1.0 0.0
9866528 Intron 13 A G 0.9925 0.0075 1.0 0.0
9866542¥ Intron 13 A G 0.9722 0.02

9866545 Intron 13 C T 0.8433 0.1567 1.0 0.0
9866552¥ Intron 13 T C 0.9118 0.08

9866569 Intron 13 C T 0.8624 0.1376 1.0 0.0
9879860 Intron 13 T C 0.7881 0.2119 1.0 0.0
9880018 Intron 13 C A 0.5694 0.4306 1.0 0.0
9880025 Intron 13 G T 0.7787 0.2213 1.0 0.0
9889605¥ Intron 14 C G 0.6250 0.3750

9889627 Intron 14 G A 0.9462 0.0538 1.0 0.0
9889677* Intron 14 G T 0.0 1.0 0.9925 0.0075 0.0 1.0
988968 7¥ Intron 14 T C 0.4167 0.5833

9891054¥ Intron 14 C T 0.5833 0.4167

9891056¥ Intron 14 T C 0.5000 0.5000

9891124¥% Intron 14 G T 0.4000 0.6000

9891130¥ Intron 14 A G 0.4063 0.5938

9891155¥ Intron 14 T G 0.4063 0.5938

9918483 Intron 17 C T 0.9841 0.0159 1.0 0.0
9918506* Intron 17 A G 0.1389 0.8611 0.9250 0.0750 0.2000 0.8000
9918508 Intron 17 C T 0.9655 0.0345 1.0 0.0
9918512 Intron 17 C T 0.9914 0.0086 1.0 0.0
9931517 Intron 17 C G 0.9924 0.0076 1.0 0.0
9931524 Intron 17 C G 0.9924 0.0076 1.0 0.0
9931525 Intron 17 T G 0.9924 0.0076 1.0 0.0
9931529 Intron 17 C T 1.0000 0.0000 0.9000 0.1000

* Variaciones presentes en las tres poblaciones. ¥ Variaciones especificas en la poblacién Angus.
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Gen | Posicion | Intrén SNP Secuencia del sitio Donante/aceptor | Puntuacion
9770593 5 C| TS |CTCTCCCCTCGTCAGTGCTGTAGTTCAGGT aceptor 6.74720
T| M |CTTTCCCCTCGTCAGTGCTGTAGTTCAGGT aceptor 7.11480 1
G| TS | e e e
APP | 9806689 8 T M CTTTGGATTTGCCAGGCACACTCACCTCCA aceptor 6.81380 1
C| TS |CTCCTTCCACAACAGAAGGCGCTATTTTAA aceptor 6.71530
9845821 11 G N O R

El nucledtido SNP se resalta en negritas en la secuencia. TS: tipo salvaje. M: secuencia con SNP no codificante. 1 indica una puntuacion mayor en comparacion

con la secuencia de tipo salvaje.
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