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Genome-wide association study for identification of associated variations
to scrotal circumference in Charolais cattle

Abstract. The scrotal circumference is one of the main traits of bovine male and female fertility. Its study through
genetic and genomic tools would help the discovery of favorable variation and genetic architecture to promote its
selection. This study aimed to carry out a genome-wide association study using a large microarray of SNPs to identify
variations and candidate genes associated with the studied trait, for which information from 141 Charolais bulls was
used. Four markers found, rs110416965, rs110130953, rs43423602, and 1529003417, showed significant association at
the genome level. Three of them were found within candidate genes (RBFOX2, TTF2, and CXCL2). This information
contributes to the understanding of the genetic architecture of this trait.

Key words: Candidate gene, Fertility, Microarray, SNP.

Resumen. La circunferencia escrotal es una de las caracteristicas relacionadas con la fertilidad del macho y la hembra
bovina. Su estudio a través de herramientas genéticas y gendémicas ayudaria al descubrimiento de variacion favorable en
su arquitectura genética para fomentar su seleccion. El propésito del presente trabajo fue realizar un estudio de genoma
completo mediante un microarreglo de SNPs, para identificar variaciones y genes candidatos asociados con la
caracterfstica, para lo que se utilizé la informaciéon de 141 toros de la raza Charolais. Cuatro marcadores encontrados,
rs110416965, rs110130953, 1543423602 y 1529003417, mostraron asociacion significativa a nivel de genoma. Tres de
ellos se encontraron dentro de genes candidatos (RBFOX2, TTF2 y CXCL2) para ser estudiados mds especificamente.
Esta informacién contribuye al entendimiento de la arquitectura genética de esta caracteristica.

Palabras clave: Fertilidad, Gen candidato, Microarreglo, SNP.

Analise do genoma completo para identificar variagGes associadas
a circunferéncia escrotal em bovinos Charolés

Resumo. A circunferéncia escrotal é uma das caracteristicas relacionadas a fertilidade do macho e da fémea bovina. Seu
estudo por meio de ferramentas genéticas e gendmicas auxiliaria na descoberta de variagdo favoravel em sua arquitetura
genética para promover sua selecdo. O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo do genoma completo usando um
microarray de SNPs, para identificar variagdes e genes candidatos associados a caracteristica, para o qual foram utilizadas
informacdes de 141 touros Charolés. Quatro marcadores encontrados, rs110416965, rs110130953, rs43423602 e
rs29003417, mostraram associag¢do significativa no nivel do genoma. Trés deles foram encontrados em genes candidatos
(RBFOX2, TTF2 ¢ CXCL2) a serem estudados mais especificamente. Essas informac¢des contribuem para o
entendimento da arquitetura genética dessa caracteristica.

Palavras-chave: Fertilidade, Gene candidato, Microarray, SNP.
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Introduccion

La fertilidad es una de las caracteristicas productivas més
importantes para lograr mayor eficiencia reproductiva y
rentabilidad en los sistemas de produccién animal. La
circunferencia escrotal es un caracter de facil medicién,
que ha sido relacionado con la fertilidad en machos y en
hijas de sementales. Esta caracteristica es utilizada para
predecir la calidad y cantidad de tejido productor de
espermatozoides y la edad a la pubertad (Cammack et al.,
2009). Con una heredabilidad de alrededor de 0.42, su
respuesta a la seleccién se ha correlacionado con mayor
tasa de prefiez en vaquillas de 16 meses y un incremento
de la precocidad (Terakado et al., 2015).

El mejoramiento genético contribuye a la variacién del
desempefio de los animales y la implementaciéon de

herramientas gendmicas para ayudar a las estrategias de
seleccion, incrementando el cambio genético favorable de
los animales reproductores en menor tiempo. El uso de
miles de tipo SNP
(polimorfismos de un solo nucleétido) en estudios de
genoma completo (GWAS) ayuda a la identificacion de
regiones gendmicas, loci de caracteristicas cuantitativas

marcadores  genéticos de

(QTLs) o genes candidatos que influencian caracteres de
interés econémico en las especies productivas domésticas
(Zhang et al., 2012).

El prop6sito del presente estudio fue realizar un analisis
identificar
asociadas con la circunferencia escrotal de
Charolais de registro.

de genoma completo para variaciones

bovinos

Materiales y Métodos

Datos de circunferencia escrotal de 141 sementales
Charolais de registro fueron utilizados en este estudio.
Todos los animales tenfan informacién de circunferencia
escrotal ajustada a 365 dias (CEA). Estos animales
provenian de tres hatos del norte de México manejados
bajo condiciones extensivas. lLas muestras fueron
tipificadas con el panel GeneSeek® Genomic Profiler
Bovine HDTM (GGPHD) con >76 mil SNPs.

El control de calidad del panel incluy6 la exclusién de los
marcadores con una frecuencia de alelo menor <0.05, de
la cual fueron eliminadas 4255 variantes; la evaluacion de
genotipos faltantes, que considero la eliminacion de 367
variantes, permitiendo el 90% de tasa de tipificacion; y el
analisis de locus en equilibrio de Hardy-Weinberg,
considerando una p<0.001, causé la eliminacion de 741

variantes. Al final, se utilizaron 71344 SNPs para el

GWAS. Los analisis de control de calidad se realizaron en
el software PLINK (Purcell et al., 2007).

Previo al analisis de asociacién, se generaron los
fenotipos residuales de la variable CEA, para lo cual se
ajusté un modelo lineal general, incluyendo los efectos
fijos de hato, afio y época de nacimiento, y edad de la
madre como covariable lineal, utlizando el paquete
estadistico SAS v. 9.4 (SAS, 2013).

El GWAS se realiz6 utilizando los valores residuales de
CEA como variable y considerando el ajuste del primer
componente principal de la estructura poblacional como
covariable. El analisis fue realizado en el programa
PLINK (Purcell et al, 2007). La visualizacién de los
resultados y la estimacion de la grafica Q-Q se realiz6 en
el software QQman (Turner, 2018) del entorno R (R
Core Team, 2013).

Resultados

En la Figura 1 se observa la grafica Q-Q,

en la que se muestra la distribucién

esperada de los resultados del GWAS, <+ -
aunque con un numero menor del
esperado en SNPs significativos.

El Cuadro 1 muestra los 8 marcadotes
mas importantes obtenidos por el
analisis y sus caracteristicas estadisticas
SNPs
importantes encontrados a nivel de
genoma fueron rs110416965,
rs110130953, 1s43423602 y 1s29003417. =

Otros marcadores cercanos a este nivel,

mas importantes. Los mas

Observed —log(p)

pero asociados con nivel sugestivo,
fueron rs110697381, 142087824, ° 7

rs109058292 y rs109304691.

Expected -log(p)

Figura 1. Grifica de Q-Q del ajuste de genoma completo para
circunferencia escrotal.
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Cuadro 1. Caracteristicas de los loci asociados a circunferencia escrotal en bovinos Charolais.

Locus Ctm Posicién PB B EE R P P-CG

15110416965 5 74275630 -1.432 0.3322 0.1423 3.51E-05 5.68E-05
15110130953 3 26246445 -1.227 0.2909 0.137 5.06E-05 8.04E-05
1543423602 5 6764453 -1.242 0.2952 0.1365 5.22E-05 8.29E-05
rs29003417 6 90694839 -2.295 0.5456 0.1364 5.25E-05 8.34E-05
15110697381 2 90714173 1.35 0.3285 0.131 7.58E-05 0.0001183
1542087824 26 17006703 1.298 0.3188 0.1289 8.77E-05 0.0001359
rs109058292 9 9688314 1.186 0.2916 0.1288 8.83E-05 0.0001369
1109304691 27 29037564 1.145 0.2831 0.1274 9.68E-05 0.0001492

Crm: Cromosoma, PB: Pates de bases, § = Coeficiente de regresion, EE: Error estindar, R% Coeficiente de

determinacion, P: Valor de p de prueba de Wald, P-CG: Valor de P corregido genémicamente.

La Figura 2 muestra la grafica de Manhattan donde se identifican los SNPs mas significativos a nivel de genoma (arriba

de linea azul) con un p-log10(5e-5).

5 —
PR
'-xnmma v
@ "S11068T3E )
: . U o
3 -
—_—
Q.
—
E]
(=]
=)
|
2
1 4
o -

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 1"

12 14 16 18 20 22 24 26 29 30

Chromosome

Figura 2. Gréafica de Manhattan indicando los SNPs con efecto significativo sobre
circunferencia escrotal de bovinos Charolais.

Discusion

En el presente estudio, se realizo un GWAS para la
caracteristica de CEA en toros de la raza Charolais y se
encontraron cuatro SNPs significativamente asociados a
nivel de genoma. De manera importante, tres de ellos se
localizaron dentro de genes y los cuatro poseen un efecto
negativo sobre la CEA.

El marcador 15110416965 es un locus en el intrén del gen
RBFOX2, localizado en el cromosoma 5, codificante de
la proteina ligadora de RNA Homodloga 2 a Fox-1, y
corresponde a una variante trascriptomica.

PoEe

El marcador rs110130953 esta localizado en un intron del
gen TTF2 (Factor de Transcripcion y Terminacion 2) del
cromosoma 3 y también corresponde a una variante
trascriptomica. Este gen produce dos transcritos, uno de
1163aa y otro de 1132aa. Aunque no hay informacion
asociada con indicadores reproductivos o CEA, Mutch
(2017) identificé este marcador como asociado con el
consumo residual de alimento en animales Angus. El
rs43423602  es intergénica
localizada en el cromosoma 5.

marcador una vatiante
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El marcador rs29003417 es una variante rio arriba del
gen, CXCL2 (Qimocicina 2 de motive C-X-C). Las
quimiocinas controlan mdltiples etapas de la miogénesis,
y se ha demostrado que la miostatina, en particular en
animales de doble musculatura, esta implicada en la
regulacién de la expresion de CXCL2, afectando la
recuperacion de las células musculares (Iwasaki et al.,
2013). Aunque los animales estudiados no fueron
portadores de la mutacion Q204X, propia de la raza
Charolais, serfa importante realizar otros estudios como
gen candidato a CEA y su relacién con la miostatina, que
ha sido reportada como un sindrome relacionado a
varias el doble
musculo. Adicionalmente, CXCL2 ha sido sugerido
como biomarcador de expresién para mastitis en ganado
bovino (Sharifi et al., 2018).

De entre los marcadores asociados a nivel sugestivo, el
marcador rs110697381 es una variante rio arriba (5°) del

caracteristicas correlacionadas con
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gen ALS2 (Alsina Rho factor de intercambio de
nucleétidos de guanina). L.as mutaciones en el gen ALS2
que codifica la proteina Alsina, han sido asociadas con el
inicio de esclerosis lateral amiotréfica recesiva juvenil
(Devon et al, 2005). El marcador 1rs42087824 esta
localizado en un intrén del gen TCTN3 (miembro de la
familia tecténica 3), en el cromosoma 26. No hay
documentacion relacionada en ganado bovino, pero este
gen ha sido asociado a desordenes genéticos recesivos
(Chen et al, 2020). Finalmente, 15109058292 vy
rs109304691 corresponden a variantes intergénicas cuya
asociacién podria estar relacionada por desequilibrio de
Estudios
detallados sobre las regiones flanqueantes de los loci

ligamiento a otros genes causales. mas
asociados ayudarfan a dilucidar la relacién de estas
variaciones encontradas con la caracteristica asociada,
adicionalmente un mayor tamafio de muestra ayudaria a

incrementar la confiabilidad de los resultados.

Conclusiones

Cuatro marcadores genéticos asociados a nivel de
genoma se encuentran asociados a la circunferencia
escrotal de bovinos Charolais. Tres de esos marcadores se
encuentran dentro de genes y son genes candidatos a
estudios mds especificos sobre la caracteristica. Esta
informacién contribuye al entendimiento de la arquitec-

tura genética de esta caracteristica. Un analisis de
validacion mds amplio con un mayor tamafio de muestra
ayudarfa a verificar los presentes resultados que en forma
interesante incluyen la identificacién de genes en regiones
intronicas y regulatorias de seis genes candidatos.
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