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RESUMEN

Mas de 100 afios han transcurrido desde que Mycobacterium tuberculosis fue aislado por
primera vez por Robert Koch;-quien aislé Mycobacterium bovis, el patdgeno del ganado y
diversas especies animales. La tuberculosis bovina (TBb) ocasionada por M. bovis es una
enfermedad infecto-contagiosa de relevancia en la salud publica y de repercusiones
econdmicas para la industria ganadera. En la actualidad, existe una gran cantidad de
herramientas moleculares capaces de identificar polimorfismos en el patégeno o en el
huésped. Spoligotyping (spacer oligonucleotide typing), es una técnica que se basa en la
identificacion de variaciones en los espacios inter de secuencias fijas llamadas “repeticiones
directas” del genoma del bacilo. Esta técnica ha sido muy utilizada para determinar la
distribucion de cepas a nivel regional y para el rastreo epidemiolégico de brotes. No obstante,
en ocasiones es conveniente estudiar al hospedero para determinar caracteristicas genotipicas
que pudieran estar relacionadas con caracteristicas fenotipicas de interés epidemioldgico. En
el presente estudio se obtuvieron 337 asilados del estado de Jalisco, y de estos se obtuvieron
59 espoligotipos. Los espoligotipos mas frecuentes en Jalisco, también se reportaron en el
resto del pais (SB0673, SB0971, SB0669 y SB0140) sin embargo, debido a la falta de
informacion y registros epidemioldgicos no hay pruebas suficientes para determinar que el
estado de Jalisco sea la fuente de infeccion para el resto del pais. Por otro lado, se
identificaron variantes genéticas asociadas con la resistencia a TB en el ganado lechero
Holstein de México utilizando un enfoque de casos y controles con un disefio experimental
de agrupamiento selectivo de ADN. Se identificaron un total de 154 QTLR al 10% de PFP,
42 al 5% de PFP y 5 al 1% de PFP que albergan 172 genes. En el Chr13, se identificaron
cinco nuevas regiones QTL (QTLR_95, QTLR_96, QTLR 97, QTLR_98 y QTLR_99), las
cuales albergan los genes MACROD2 y KIF16B asociados en la resistencia a la TBb. Los
resultados revelan nuevas regiones QTL ubicadas en Chr 1, 3, 5, 25y 29, las cuales albergan
genes relacionados con la respuesta inmune. Las regiones gendémicas y los genes
identificados con DNA pooling de casos y controles se asociaron significativamente
resistentes a TBb.

Palabras clave: Tuberculosis bovina, Spoligotyping, QTLR, SNP, resistencia.



ABSTRACT

More than 100 years have passed since Mycobacterium tuberculosis was isolated for the first
time by Robert Koch, who isolated Mycobacterium bovis, the pathogen of cattle and various
animal species. Bovine tuberculosis (bTB) caused by M. bovis is an infectious-contagious
disease of relevance in public health and of economic repercussions for the livestock
industry. Recently, there is a large number of molecular tools capable of identifying
polymorphisms in the pathogen or in the host. Spoligotyping (spacer oligonucleotide typing),
is a technique that is based on the identification of variations in inter spaces of fixed
sequences called "direct repeats” of the bacillus genome. This technique has been widely
used to determine the distribution of strains at the regional level and for the epidemiological
tracking of outbreaks. However, sometimes it is convenient to study the host to determine
genotypic characteristics that could be related to phenotypic characteristics of
epidemiological interest. In the present study, 337 isolates were obtained from the state of
Jalisco, and of these, 59 spoligotypes were obtained. The most frequent spoligotypes in
Jalisco, were also reported in the rest of the country (SB0673, SB0971, SB0669 and SB0140)
however, due to the lack of information and epidemiological records there is not enough
evidence to determine that the state of Jalisco is the source of infection for the rest of the
country. On the other hand, genetic variants associated with TB resistance were identified in
Mexican Holstein dairy cattle using a case-control approach with an experimental design of
selective DNA pooling. A total of 154 QTLR at 10% PFP, 42 at 5% PFP and 5 at 1% PFP
that harbor 172 genes were identified. In BTA13, five new QTL regions (QTLR_95,
QTLR 96, QTLR 97, QTLR 98 and QTLR_99) were identified, which harbor the
associated MACROD?2 and KIF16B genes in bTB resistance. The results reveal new QTL
regions located in BTA 1, 3, 5, 25 and 29, which harbor genes related to the immune response.
The genomic regions and the genes identified with DNA pooling of cases and controls were
significantly associated with bTB resistance.

Key words: Bovine tuberculosis, spoligotyping, QTLR, SNP, resistance.



I. INTRODUCCION

La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad infecto-contagiosa de distribucion
mundial que tiene gran importancia, tanto econémica como de salud publica (Abalos y
Retamal, 2004). El patégeno propio de los animales es una bacteria llamada Mycobacterium
bovis (M. bovis), que guarda estrecha relacion con las bacterias causantes de la tuberculosis
humana y aviar. Aunque el ganado es considerado como el verdadero hospedador de M.
bovis, la bacteria ha sido aislada en otras especies animales, domésticas y no domésticas, asi
como del hombre (Pérez-Guerrero et al., 2008). En bovinos domésticos, la TBb forma
“tubérculos” o granulomas en cualquier parte del cuerpo, especialmente en nédulos de la
cabeza, cuello, térax y pulmén (Corner, 1993; Phillips et al., 2003). La TBb es un importante
riesgo de salud publica por el consumo de productos lacteos sin pasteurizar, ya que entre el
30 y el 40% de la leche producida es vendida en forma de leche cruda, por ello se han
implementado practicas como la pasteurizacion de la leche para eliminar el agente etioldgico;
sin embargo, en muchas partes del mundo se sigue consumiendo leche cruda o quesos frescos
procedente de vacas enfermas, aumentando asi la prevalencia de la enfermedad (Pérez-
Guerrero et al., 2008).

En México existe una campafa nacional para el control y la erradicacion de la TBb
que se rige por la Norma Oficial Mexicana NOM-031-ZO0-1995. No obstante, la
participacion de los productores de leche, donde la prevalencia de la enfermedad es elevada
(=16%), es muy pobre. Una de las razones es la baja sensibilidad y especificidad de la prueba
de la tuberculina que incrementa la desconfianza del productor en el programa; ademas de la
falta de programas de indemnizacién (Pérez-Guerrero et al., 2008; Millan et al., 2010) y la
aplicacion de cuarentenas a los hatos ganaderos. La tuberculosis causa grandes pérdidas
econdmicas, directas e indirectas. Directas por la muerte de los animales, el decomiso de
canales en rastro, el desecho prematuro o por bajas en la produccién (Bawinek and Taylor,
1996), e indirectas por el desecho prematuro e involuntario de animales, la disminucién en
el avance genético del hato y los costos de los programas de control y erradicacion. En la
actualidad existe una gran cantidad de herramientas moleculares capaces de identificar

polimorfismos ya sea en el patdgeno o en el huésped, dentro de las herramientas mas



utilizadas para la genotipificacion del patégeno son: RAPD, RFLP, Spoligotyping, MIRU-
VNTR (Milian et al., 2010; Guilla et al., 2013; Naderi et al., 2016). La técnica llamada
spoligotyping (spacer oligonucleotide typing), se basa en la identificacion de variaciones en
los espacios inter de secuencias fijas llamadas “repeticiones directas” en la secuencia de
insercién cominmente conocida como 1S6110. Esta técnica es de mucha utilidad para la
genotipificacion cuando se busca determinar la distribucion de cepas a nivel regional, y para
el rastreo epidemioldgico de brotes ya que su poder de discriminacién es menor (Milian et
al., 2010). No obstante, en ocasiones es necesario estudiar al hospedero para determinar
caracteristicas genotipicas que pudieran estar relacionadas con caracteristicas fenotipicas.
Por lo que, para disminuir la prevalencia de TBb en los hatos se han planteado alternativas
de control, tales como la vacunacion (Milian et al., 2010) y la seleccion de animales
resistentes 0 menos susceptibles a enfermedades (Bermingham et al., 2009; Brotherstone et
al., 2010; Finlay et al., 2012; Le Roex et al., 2013). Herramientas como la Genomica han
permitido detectar variaciones en el ADN de un individuo a otro, y esta informacion ha
ayudado en las evaluaciones genéticas del ganado lechero identificando estructuras
moleculares asociadas a caracteristicas productivas de un alto valor comercial del animal
(Casas, 2005). EI ADN, que almacena la informacion hereditaria, estd compuesto por cuatro
bases nitrogenadas, cuando se detectan diferencias en una sola de estas bases, se le conoce
como Polimorfismo de Nucleétido Unico (SNP, por sus siglas en inglés, Single Nucleotide
Polymorphism). La ubicacién de estos SNP se puede asociar a genes relacionados a
caracteristicas importantes del individuo; una vez que se identifiquen, estos polimorfismos
se evaluan de las secuencias de genes que pudieran tener efectos sobre parametros
productivos que se deseen obtener, resultando en parametros genéticos mas precisos (Negrini
et al., 2008; Martinez et al., 2012).

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue es determinar la distribucion
espacio-temporal de las cepas de M. bovis en el estado de Jalisco y compararla con la
distribucién en el resto del pais, e identificar variaciones genéticas implicadas en la
susceptibilidad y/o resistencia a TBb en el ganado lechero que pudieran ayudar a la seleccién

de animales con mayor resistencia a la enfermedad.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Historia de la tuberculosis

La tuberculosis (Tb) es una de las enfermedades méas antiguas de la historia de la
humanidad, encontrando hallazgos en momias egipcias del afio 3000 a.C., donde médicos
antiguos la describian como una enfermedad de consuncién con hemoptisis (Farga, 2004;
Lugones et al., 2007). También fue denominada por el médico griego Hipdcrates, como
“tisis”, refiriéndose a cavidades tordcicas, afirmando que “de un tisico nace otro tisico”,
aunado a la devastacién que sufria el cuerpo con fiebres incurables y ulceraciones
permanentes. A finales del siglo XVIII se desarrolla con el nombre de “La Gran Peste”, afecto
al 25% de la poblacidn en Europa y ha ocasionado gran nimero de muertes a lo largo de la
historia de la humanidad (Ledermann, 2003).

Durante el siglo XVI11, el anatomista Franciscus Sylvius, es el primero en describir el
tubérculo con su proceso de reblandecimiento, y afirma que “la tisis es la escréfula del
pulmon”, es decir los procesos infecciosos que afectan los ganglios linfaticos; Manget en
1702, describe la forma miliar de la enfermedad, y el médico inglés Benjamim Martem,
infiere que la Tuberculosis podria ser causada por “criaturas vivientes diminutas” (Ospina,
2001). En el afio 1843, nace Roberto Koch, quien se dedica a la investigacion cientifico-
bacterioldgica y, en su escrito “sobre la etiologia de la Tuberculosis”, demuestra la existencia
del Mycobacterium tuberculosis como agente causal de la tuberculosis en sus diferentes
formas, asi como la via de transmision, ya que planteaba que “si se inocula a un cobayo sano
un cultivo de bacilos, la herida cierra y parece curarse en los primeros dias; alrededor de 10
a 15 dias después se produce un nédulo duro que se abre pronto y que da lugar a una
ulceracion que dura hasta la muerte del animal”. De igual manera a la tuberculina, proteina
derivada del germen, se le atribuye un poder curativo, en la actualidad esta proteina es
utilizada como elemento de estudio epidemioldgico y de diagndstico de la enfermedad,
Illamada PPD (Ospina, 2001; Lugones et al., 2007).



2.2 Caracteristicas del género Mycobacterium

El género Mycobacterium pertenece al phylum Actinobacteria, clase Actinobacteria,
familia Mycobacteriaceae, su nombre deriva del prefijo latino Myco que significa cera
(Dorronsoro and Torroba, 2007). Una de las caracteristicas particulares de éste género son
los componentes en su estructura envolvente, que se conforman de macromoléculas
(peptidoglicano, arabinogalactano y &cidos micdlicos) y lipidos, lo que le hace que las

micobacterias gue sean impermeables, (Draper, 1998; Boris et al., 2000).

El género Mycobacterium incluye mas de 120 especies de micobacterias, algunas
saprofitas, patdgenos oportunistas y/o estrictas del hombre y de los animales (Canté and
Olvera, 2013); son &cido-alcohol resistentes (BAAR), debido a que su pared celular contiene
lipidos de alto peso molecular que las hace impermeables a los colorantes habituales de
anilina, por lo que no se pueden apreciar con claridad en la tincion de Gram. Son capaces de
sobrevivir durante semanas 0 meses sobre objetos inanimados, son resistentes a los acidos,
alcalis y desinfectantes, al igual que a la desecacion y la congelacién; sin embargo, la luz

ultravioleta y el calor las inactiva (Dorronsoro and Torroba, 2007).

Dentro de las micobacterias de mayor importancia, tanto para la salud humana como
la animal, se encuentran las del complejo Mycobacterium tuberculosis, que se dividen en:
Mycobacterium tuberculosis, causante de la tuberculosis en humanos, aunque también se le
encuentra en animales (Milian et al., 2010), y Mycobacterium bovis, causante de la
tuberculosis en vacas. Entre las menos frecuentes se encuentran: Mycobacterium africanum,
Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae, Mycobacterium, pinnipedii Yy

Mycobacterium canetti.

2.3 Mycobacterium bovis

El causante de la tuberculosis bovina y de algunas especies silvestres, asi como del
hombre, es el Mycobacterium bovis. Es un bacilo Gram-positivo, ligeramente curvado y
delgado (0.3-1 x 2.4 um) que no forma esporas y no presenta flagelos; es decir, son inmdviles,
no presentan capsula, son microaerdéfilos y altamente susceptibles a la luz solar (Canté and

Olvera, 2013). Esta micobacteria tiene un alto potencial zoonédtico ya que esta altamente
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relacionado genéticamente con Mycobacterium tuberculosis, el causante de la tuberculosis
humana (Reilly and Daborn, 1995). Ademas de los bovinos, los principales huéspedes de M.
bovis son: ciervos, bisontes, jabalies, camellos, elefantes, zorro, coyote, lobo, perros, tigre y
leones, entre muchos otros, lo que hace muy dificil su control y erradicacion (Milian, 2013).

M. bovis es causante de pérdidas econdémicas importantes en la ganaderia mundial,
estimadas en méas de 3000 millones de pesos anualmente, por las pérdidas que produce ya
sea de carne o leche, ademas de los decomisos en rastro (Garnier, 2003). La tuberculosis
bovina se caracteriza por producir granulomas principalmente en pulmones y nddulos

linfaticos de varias especies animales y en el hombre (Acosta-Salinas et al., 2009).

Via digestiva y aerogena

L N
A
i "

W)

Bovino tuberculoso Bovino sano

Via digestiva por
Via digestiva productos licteos crudos Reinfeccion de bovinos

2l lola
- YTy

Hombre

Animales domésticas y no
domésticas

Figura 1. Vias de transmisidn intra y entre especies de Mycobacterium bovis.

Dado que la infeccidn por M. bovis es de curso cronico, puede tardar meses o incluso
afios hasta que el animal desarrolle la enfermedad, y los signos clinicos no son
necesariamente especificos, los cuales incluyen: debilidad, anorexia, disnea, inflamacién de
ganglios linfaticos, tos, fiebre, puede haber pérdidas por abortos asi como disminucién en la
produccidn lactea (Cardenal et al., 1992). Las vias de transmision de la tuberculosis bovina
son variadas, la principal es respiratoria por inhalacion de aerosoles contaminados, ingestién

o0 por heridas en la piel. Se considera que al momento del sacrificio del animal, y dependiendo
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de la ubicacion de las lesiones, se deduce la via de infeccion con M. bovis (Garnier et al.,
2003). A nivel de campo la mayoria de las lesiones se observan en el tracto respiratorio,
principalmente en linfonodos; el 90% de los casos ocurren por via respiratoria (Milian et al.,
2013; Rivera et al., 2010).

Las principales vias de secrecion de M. bovis en el ganado bovino son las
respiratorias, las heces, la leche, en orina y en algunas ocasiones en secreciones vaginales o

el semen. (Zendejas et al., 2007).

2.4 Diagnéstico de Tuberculosis bovina (TBb)

Para el diagndstico rutinario de tuberculosis bovina en campo se utiliza la prueba
intradérmica con derivado purificado preparado a partir de filtrados de cultivo de
Mycobacterium bovis (PPD), también llamada tuberculina (prueba de hipersensibilidad
retardada tipo 1V). Esta prueba in vivo esta establecida en la NOM-031-ZO0-1995 y tiene
tres modalidades: aplicacion en el pliegue caudal, utilizada en casos de alta prevalencia. Para
casos de baja prevalencia se utiliza la cervical comparativa y la cervical simple. En el
diagnostico post-mortem se utiliza histopatologia y el aislamiento bacteriologico a partir de
lesiones (NOM-031-ZO0-1995; Estrada et al., 2004). La tuberculina es elaborada a partir de
Mycobacterium bovis cepa ANS. La PPD aviar se elabora a partir de Mycobacterium avium
cepa D4. La prueba comparativa consiste en la aplicacion intradérmica de los derivados
proteicos puros, PPD bovino y PPD aviar, en animales a partir de los dos meses de edad;
posterior a 72 horas de inoculacion se obtienen los resultados, si se observa rubor, calor,
dolor, necrosis o cualquier cambio minimo en el sitio de aplicacion, sera indicativo de
positivo (Garcia, 2013).

Desafortunadamente la tuberculina no proporciona resultados confiables
epidemiologicamente ya que tienen una sensibilidad que va del 40 al 70%, y una
especificidad que va del 78 al 96%. Esto determina una alta proporcion de falsos negativos
y falsos positivos, por lo que muchos animales son erréneamente enviados a rastro, lo que
reduce la confianza de los productores hacia los programas oficiales. Ademas de un costo

extra para el productor por enviar animales falsos negativos a rastro (Milian et al., 2010).
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El desarrollo de nuevas herramientas en la biologia molecular, como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), ha apoyado el desarrollo de métodos
de diagndstico mas precisos y confiables para enfermedades bacterianas intracelulares y de
dificil crecimiento (Diaz et al., 2003; Morales et al., 2005; Garcia, 2013). Cuando los bacilos
logran penetrar en los alveolos, estos son fagocitados por los macréfagos, que en conjunto
con sus fagosomas son el lugar de eliminacion y replicacion de los bacilos causantes de
tuberculosis. Para activar la respuesta inmune mediada por células, lo que pudiera resultar en
un método de diagndstico detectando IFN-y en respuesta a un antigeno especifico, es decir si
un animal esta infectado con M. bovis, tiene en la sangre linfocitos que reconocen antigenos
micobacterianos presentes en el PPD, induciendo la secrecion de IFN-y para que pueda ser
detectado por un ensayo inmunoenzimatico empleando anticuerpos monoclonales (Rothel et
al., 1990; Hui-Qi Qu et al., 2011).

2.5 Genotipificacion del patdgeno: Spoligotyping

En la actualidad existe una gran cantidad de herramientas moleculares capaces de
identificar polimorfismos, ya sea en el patdgeno o en el huésped, y es practicamente
imposible enumerarlos todos. Dentro de esta gama de herramientas, las mas utilizadas son:
RAPD, RFLP, Spoligotyping, MIRU-VNTR (Milian et al., 2010; Guilla et al., 2013; Naderi
et al., 2016). La técnica de Spoligotyping (spacer oligonucleotide typing), se basa en la
identificacion de variaciones en los espacios inter de secuencias fijas llamadas “repeticiones
directas” en la secuencia de insercion cominmente conocida como 1S6110. Esta técnica es
de mucha utilidad para la genotipificacion cuando se busca determinar la distribucion de

cepas a nivel regional. (Milian et al., 2010).

2.6 Genotipificacion del huésped

Desde hace un tiempo en los diferentes sistemas de produccién animal se ha vuelto
indispensable el uso de programas de seleccion para la mejora de caracteristicas
econdémicamente importantes y para la produccion animal. Existen herramientas como el
mejoramiento genético, que es de gran utilidad, tanto para los criadores como para los

productores, permitiendo obtener el valor genético de los animales para caracteristicas
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importantes, tales como: produccion de leche, intervalo entre partos, pesos al destete y/o
porcentaje de grasa, entre otras (Angel-Marin et al., 2013). Las caracteristicas
econdmicamente importantes para el mejoramiento genético son controladas por genes que
generalmente son desconocidos, aunque se estima su localizacion aproximada en el genoma
a través del uso de marcadores genéticos (Casas, 2005). Estos marcadores se han utilizado
en la determinacion de identidad genética y el parentesco de los animales (Heaton et al.,
2002).

En la actualidad, existen herramientas disponibles que permiten evaluar
polimorfismos o marcadores genéticos a nivel de DNA desde estadios muy tempranos en el
individuo. Lo que hace posible estudiar la composicion genética de las poblaciones o
individuos para cierta caracteristica (Angel-Marin et al., 2013). Los estudios de genoma
completo, incluyen la genotipificacion de marcadores polimérficos en todo el genoma, por
lo tanto, no tiene preferencia por genes especificos. Este procedimiento tiene la ventaja de
que se pueden identificar otros genes que confieran resistencia, y no necesariamente estén
asociados a respuesta inmune, por lo tanto, la identificacién de genes nuevos (Amos et al.,
2011). El procedimiento a seguir depende de la informacién disponible, en especies donde
el genoma completo es conocido, quiza el mejor método sea el de "genoma completo,” y en
especies con poca informacion gendmica, el método recomendable es el de identificacion de

genes especificos (le Roex et al., 2013).

A la fraccién de la variacion poblacional que puede ser explicada por factores
genéticos se le conoce como heredabilidad (h?). Asi, para evaluar el alcance de la
contribucidn genética a un fenotipo en particular, por ejemplo, resistencia en enfermedades,
que esté controlado por la composicion genética del huésped (Romero et al., 2002; le Roex
etal., 2013), es necesario estudiar la asociacion entre marcadores genéticos y la caracteristica
de interés en las poblaciones. Todo indica que los factores que influyen en el desarrollo de
una infeccion por patdégenos son varios (le Roex et al., 2013), uno de ellos es sin duda el
genoma del hospedero. Por lo tanto, la identificacion de variantes genéticas involucradas en
la susceptibilidad o la resistencia a la tuberculosis proporcionaria informacion de suma

utilidad practica para la identificacion de estructuras blanco para hacer seleccion genética de

14



animales resistentes a la enfermedad. Se sabe que los factores genéticos del hospedero
interactan con factores ambientales y el genoma del patdgeno para determinar el perfil de
la enfermedad. Desde luego, el resultado de la interaccion entre estos factores es la
manifestacion clinica de la enfermedad (le Roex et al., 2013).

2.7 Genes asociados a resistencia

El estudiar el patrén de expresion génica de un fenotipo en particular da lugar a la
identificacion de genes candidatos, como el gen SLC11A1, que media la actividad de los
macrdfagos contra parasitos intracelulares durante las primeras etapas de la infeccion (Finlay
et al., 2012). En los estudios de expresion génica se pretende identificar la transcripcion de
genes que se expresaran diferencialmente en los grupos de animales para identificar los
marcadores de infeccion que garanticen, en conjunto con datos genéticos de la poblacion, la
seleccion de animales resistentes o susceptibles a la enfermedad (le Roex et al., 2013).
Estudios de expresion genica que han usado infeccion natural por Th en ganado han
identificado genes que son expresados diferencialmente entre animales infectados y no
infectados con M. bovis. Los mas frecuentes son: ADAM17, CXCR3, IER5, PHB2, CD84,
TBK1, TLR2, TLR3, BCL2, NFATC4, IFNG, IFNGR1, TNFSF13B, KIAA1971, SLAMFL1,
CASP1, DEFB10, IFNAR1, KIR3DS1, MYD88, PTPN2, STAT1, STAT2, TREM1, TYK2,
TYROBP, CD83, CTLA4, IL1A, IL8, and IL15 (Meade et al., 2006; Meade et al., 2007;
Blanco et al., 2009; Killinck et al., 2011).

Se ha propuesto que algunos otros patdgenos tales como Brucella abortus y
Mycobacterium avium paratuberculosis pueden operar de la misma manera que M. bovis y,
por lo tanto, al seleccionar animales por resistencia a la Th, puede también beneficiar al
control de las enfermedades causadas por estos microorganismos. Varios de estos genes estan
asociados a la respuesta del sistema inmune, muchos de los cuales, VDR, IFNG y TLR2

también se han asociado en estudios de Th en humanos (Bukhari et al., 2015).

2.8 Polimorfismo de Nucle6tido Unico (SNP)

El ADN se compone de cuatro bases nitrogenadas: adenina, guanina, citosina y

uracilo. Cuando se detectan diferencias en una sola base se le conoce como polimorfismos
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de nuclettido dnico (SNP) (por sus siglas en inglés: single nucleotide polymorphism). La
ubicacion de los SNP puede estar asociada a genes relacionados a caracteristicas importantes
en los individuos (Matukumalli et al., 2009). A partir de pardmetros genéticos como
heredabilidad (h?), correlaciones genéticas, varianzas y covarianzas, se identifican los
polimorfismos dentro de las secuencias de genes que pudieran tener efectos sobre los rasgos
productivos, generando pardmetros genéticos mas precisos (Martinez et al., 2012). Los
estudios de asociacion se comparan las frecuencias de los alelos de los marcadores
especificos entre los individuos infectados, los enfermos, los no infectados y los no enfermos.
Los estudios de asociacion se dividen en aquellos que tienen un gen como candidato y los
que estudian todo el genoma. Dentro de los genes candidatos se investigan los SNP,
considerados de importancia biologica. En el caso de tuberculosis se busca seleccionar genes
implicados en la respuesta inmune o aquellos que han demostrado estar asociados a otras

enfermedades infecciosas (le Roex et al., 2013).

Existe evidencia de que la estructura genética de los individuos juega un papel
importante en el desarrollo de la tuberculosis, tanto para humanos como para animales.
Estudios con gemelos han demostrado que el desarrollo de la enfermedad es méas probable
en homocigoticos que en heterocigodticos (Comstock et al., 1978). En 1926, 251 bebes
accidentalmente fueron “vacunados” con una cepa viva virulenta de M. tuberculosis, la cual
mostré una amplia gama de respuestas a la infeccion, lo que demostro la existencia de
factores innatos que influyen en el desarrollo de la infeccion (Rieder, 2003). En el caso
especifico de M. bovis, en los afios 40 se encontré que dos cepas consanguineas de conejos
mostraron dos fenotipos, susceptibles o resistentes, después de la infeccion con M. bovis, lo
que sugirio que el perfil de la enfermedad desarrollada por los conejos tenia un fuerte
componente de herencia genética (Lurie, 1944). La diferencia de susceptibilidad de ratones
a la cepa vacunal BCG de M. bovis llevd a la identificacion del primer locus de
susceptibilidad a la Th, conocido como el gen Nramp1l (Lurie, 1944). En estudios especificos
de resistencia a la tuberculosis, Ameni et al., (2007) demostraron diferentes niveles de

susceptibilidad para cebu, cruzas de Cebu-Holstein y el ganado Holstein en condiciones de
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campo. Se observé mayor prevalencia de Th en el ganado Holstein en comparacién con el

Cebu o Cebu-Holstein. Otros estudios han reportado resultados similares (Biffa et al., 2012).

La identificacién de resistencia genética a tuberculosis se ha intentado en otros paises
(Acevedo-Whitehouse et al., 2005; Naranjo et al., 2008; Driscoll et al., 2011; Kadarmideen
et al., 2011; Finlay et al., 2012) y la informacion generada se ha implementado ya en

programas de mejora genética del ganado para el caso de mastitis (Rupp and Boichard, 2003).

Bermingham et al., (2009) estimé los indices de heredabilidad en 0.14 y 0.18 para la
respuesta positiva a la prueba de la tuberculina y la infeccién confirmada de Th en ganado
Holstein. Asi mismo, estudios en venado rojo han demostrado que esta es una raza muy
susceptible a la tuberculosis, demostrando diferente susceptibilidad y transmision, sugiriendo
fuertes bases genéticas de resistencia; la heredabilidad de resistencia a la Tb fue estimada en
0.48. En venado cola blanca se demostrd que los animales con infeccién eran mas similares

genéticamente entre ellos que los no infectados (Qureshi et al., 1995).

Existen estudios donde se han encontrado SNP en el cromosoma 22 asociados a la
susceptibilidad a Th (Finlay et al., 2012). En otro estudio de casos (592) y controles (559)
realizado en bovinos Holstein, se genotipificaron con marcadores de alta densidad (777,692
SNP), y mediante un analisis de asociacion de todo el genoma (GWAS por sus siglas en
inglés Genome Wide Association Study) se encontraron 3 SNP asociados significativamente
con resistencia a Th en los cromosomas 2 y 13 (Bermingham et al., (2014). Por otra parte
Richardson et al., (2016), utilizando chip de alta densidad (777,692 SNP) en 3,240 hatos
lecheros irlandeses divididos en dos grupos: casos y controles, de acuerdo a sus resultados a
la prueba de la tuberculina, asumiendo el mismo nivel de exposicion obtuvieron un SNP
(BovineHD0100019801) localizado en el cromosoma 1 y asociado a la susceptibilidad a Tb,
y un SNP (Hapmap50596-BTA-121389), con el alelo T mayor en el cromosoma 23 asociado
con la resistencia a Th. Lo que indica que los SNP pueden ser asociados con caracteristicas
de interés en los animales y que pueden tener un efecto protector contra M. bovis (Bhaladhare
et al., 2016), o contra la infeccion de tuberculosis pulmonar causada por M. tuberculosis en

humanos (Qu et al., 2007), o inclusive tienen asociacion con genes como el NOS2, el cual es
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esencial para la regulacion de éxido nitrico que puede llegar a matar o limitar el crecimiento
de M. tuberculosis (Cheng et al., 2016). En el siguiente cuadro se aprecian polimorfismos
(SNP) de interés en la susceptibilidad y/o resistencia a M. bovis en bovinos domésticos y

otras especies de fauna silvestre.

Cuadro 1. Polimorfismos de Nucledtido Unico (SNP) asociado a resistencia y/o susceptibilidad a

tuberculosis bovina.

SNP Cromosoma Asociado a: Referencia
ARS-BFGL-NGS-60576 22
Susceptibilidad a M. bovis. Ubicados Finlay et al.,
ARS-BFGL-NGS-21481 22 en el gen SLCBAG. 2012
ARS-BFGL-NGS-102776 22
rs136617760 2
rs42494357 13
rs110465273 13
rs42494342 13 .
Resistencia a M. bovis Berrr;lnzg]gf;fn et
rs109809949 13 al.,
rs109042660 13
rs137562332 13
rs132841890 13
Hapmap50596-BTA-121389 23 Resistencia a la infeccion de Richardson et
SNP41 12 tuberculosis bovina al., 2016
BovineHD0100019801 1 Asociado a la susceptlbllldad a Richardson et
tuberculosis al., 2016
SNP137 26
Susceptibilidad a M. bovis IZIRg%)igt
SNP144 11 "
SNP en el gen TNF-a asociado con el | Cheng et al.,
9.27534332A>C riesgo de tuberculosis bovina 2016
rs55617172 17 Resistencia a M. bovis Bhaladhare et
al., 2016

NRAMP1 (Natural resistance
associated macrophage protein
1) codificado por el gen
SLC11A1

Asociado significativamente con una
baja incidencia de TB
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2.9 Controles de calidad de SNP
Equilibrio Hardy-Weinberg (HW)

La ausencia de migracién, mutacion, seleccion natural y el apareamiento selectivo se
le conoce como el equilibrio de Hardy-Weinberg (HW), el cual determina qué frecuencias
deben observarse en la poblacion para cada genotipo en funcién de las frecuencias de los
alelos. Antes de realizar el analisis de asociacion se deberd comprobar que la poblacién se
encuentra en equilibrio, las desviaciones en el HW pueden indicar endogamia, estratificacion
de la poblacién o incluso problemas en el genotipado (Iniesta et al., 2005; Wigginton et al.,
2005). Uno de los estadisticos usados para comparar las frecuencias observadas con las
esperadas basadas en el HW es chi-cuadrada, la cual evalta la probabilidad de observar
individuos homocigotos para el tamafio de muestra fijo (Salanti and Loannidis, 2008). En
algunos estudios al realizar el control de calidad, si el MAF es menor a 27% o el HW es 0.2
se descartan esos SNP ya que no cumplen con el control de calidad esperado y asi evitar SNP

que pudieran representar falsas asociaciones (Finlay et al., 2012).

Frecuencia del Alelo Menor (MAF)

La (MAF), como su nombre lo indica es la frecuencia del alelo menor en un
determinado locus dentro de una poblacion, es una medida utilizada para estudiar la variacion
genética y que proporciona informacion sobre las variantes frecuentes 0 menos frecuentes
dentro de una poblacién en estudio. Por tanto, es fundamental entender el efecto de MAF en
la probabilidad de obtener resultados falsos positivos, como lo indica Tabanjin et al., (2009),
donde indica que los loci con bajo MAF (<10%) tienen un poder significativamente menor
para detectar a los verdaderos positivos o los riesgos genotipicos; o como en el estudio
realizado por Richardson et al., (2016), donde SNP con MAF menor a 0.02 y derivados del
HW (P<0.1 x 10-8), fueron desechados. Aunque se encontré también un SNP en el
cromosoma 23 con un MAF de 0.1361, indicando que los animales homocigotos para ese

alelo eran mas resistentes a la infeccion a Th.

19



1. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Determinar la distribucion espacio-temporal de cepas de M. bovis en el estado de
Jalisco y compararlo con la distribucion en el resto del pais, e identificar variaciones
genéticas implicadas en la susceptibilidad y/o resistencia a TBb en el ganado Holstein de
Meéxico.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar la distribucion espacio-temporal de M. bovis en el estado de Jalisco y el

resto del pais mediante spoligotyping.

Identificar fenotipos a traves de la discriminacion de casos (lesion y cultivo positivo)

y controles (no lesion y cultivo negativo).

Identificar variaciones genéticas (SNP) asociados con la resistencia a la tuberculosis

en el ganado Holstein de México.
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 EXPERIMENTO 1
4.1.1 Aislados de M. bovis

Se obtuvieron 337 aislados de M. bovis del ganado en el estado de Jalisco y 1,152
aislados del resto del pais durante los afios 1997-2015.

4.1.2 ADN para spoligotyping

El ADN para spoligotyping fue obtenido por el método de CTAB-cloroformo, segun
de Almeida et al. (2013). En resumen, se transfirieron un total de 500 pl de colonias
suspendidas en el tampon TE 1X a lisozima (10 mg/ml) y se incubaron a 37°C durante 1
hora. Posteriormente, se agregd proteinasa K y dodecilsulfato de sodio al 10%, y la
suspension se incubd a 65°C durante 30 min. Posteriormente, se afiadid una solucion que
consistia en una mezcla de NaCl y CTAB (NaCl 5 M y CTAB al 10%), y la suspension se
incubé durante 30 minutos a 65°C. Finalmente, el ADN se extrajo luego con
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). El sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo y se
afiadio isopropanol. La suspension se mantuvo a -20 ° C durante 2 horas y se centrifugo
durante 15 min a 14.000 g. El sedimento se lavé con 500 pl de etanol al 70% vy se centrifugo

durante 5 minutos a 14.000 g, y se agregaron 50 pl de tampon TE.
4.1.3 Espoligotipificacion

La técnica de spoligotyping se realizé de acuerdo con lo realizado por Kamerbeek et
al., (1997). La region DR (direct repeat) se amplifico utilizando los cebadores DRa
(GGTTTTGGGTCTGACGAC, 5_ biotinilados) y DRb (CCGAGAGGGGACGGAAAC).
El producto amplificado se hibrid6 a una membrana de nailon a la que se unieron
covalentemente 37 secuencias espaciadoras de M. tuberculosis H37Rv y 6 secuencias
espaciadoras de M. bovis BCG (Isogen Bioscience BV, Maarssen, Paises Bajos). Para la
deteccidn de ADN hibridante, se utilizo el sistema de deteccién de ECL quimioluminiscente

(Amersham Biosciences; Piscataway, NJ), seguido de la exposicion a una pelicula de rayos
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X (Kodak) durante 45 min. Los espoligotipos fueron nombrados segun el sitio web M. bovis

spoligotype (www.mbovis.org).

4.1.4 Anélisis filogenético

Los datos de los espoligotipos se convirtieron en datos de caracteres binarios
(ausentes = 0 y presentes = 1) para las 43 posiciones de hibridacion de la sonda. La relacién
genética entre los espoligotipos se determind utilizando el algoritmo MIRU-VNTRplus
disponible en www.miruvntrplus.org. La relacion evolutiva se determind a través de
spoligoforest en la pagina web de spolTools (www.emi.unsw.edu.au/spoltools/) para todos
los espoligotipos agrupando al menos tres aislamientos. Spoligoforest proporciona un arbol
genético evolutivo que muestra la relacion mas probable de todos los espoligotipos en el
conjunto de datos (Reyes et al., 2008). Este algoritmo usa un modelo que considera las
mutaciones por eliminaciones irreversibles de espaciadores y asigna probabilidades a la
longitud de estas eliminaciones. EI nimero de aislamientos en el clister determina el tamafio
de cada nodo en el arbol. Los bordes entre los nodos reflejan las relaciones evolutivas entre
los espoligotipos con puntas de flecha que apuntan a los descendientes. Los espoligotipos de
Jalisco se combinaron con los espoligotipos de otros Estados de México para determinar el

nivel de diseminacion de M. bovis en el pais.

4.2 EXPERIMENTO 2
4.2.1 Muestras biologicas

Se recolectaron muestras bioldgicas de linfonodos y pelo de bovinos adultos de raza
Holstein de rastros en los estados de Jalisco y Aguascalientes. Estos dos estados estan

ubicados en el centro de México, donde la prevalencia de TBb es aproximadamente del 16%.

Las muestras biologicas incluyeron linfonodos ubicados en cabeza (retrofaringeo),
torax (traqueobronquial y mediastino), abdomen (mesentérico) y pulmon; ademas de pelo
para la posterior extraccion de ADN. Las muestras de tejido se recolectaron en animales con
lesiones visibles y animales sin lesiones visibles en la inspeccion de la canal. Después de la

recoleccion, las muestras de tejido se colocaron inmediatamente en un refrigerador con hielo
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y se llevaron al laboratorio donde se mantuvieron a -20 ° C hasta el analisis. Los datos
epidemioldgicos para cada animal incluyeron localizacion, sexo, edad, y 6rgano afectado, y

se utilizaron para evaluar la homogeneidad de la prevalencia de TBb.

4.2.2 Anélisis bacterioldgico

Todas las muestras de tejido se cultivaron en medios Stonebrink y Lowenstein-Jensen
con piruvato para el aislamiento de M. bovis. En resumen, las muestras de tejido se
descontaminaron primero con una solucion 1: 1000 de hipoclorito de sodio, y luego se
maceraron y se descontaminaron con una solucion al 10% de &cido clorhidrico como se

informé anteriormente.

Figura 2. Ganglios linfaticos retrofaringeos con lesiones visibles de TBb (A). Colonias de M.

bovis en medios Stonebrink (B).

4.2.3 Disefio experimental, extraccion de ADN, agrupacion y genotipado

Se utiliz6 un disefio selectivo de agrupamiento de ADN en este estudio para
identificar las regiones QTL asociadas a la resistencia a TBb en un estudio de casos y

controles.

Un total de 375 muestras bioldgicas se incluyeron en el estudio, 150 casos (muestras

de tejido con lesiones visibles y cultivo positivo) y 225 controles (muestras de tejido sin
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lesiones visibles y cultivo negativo), recolectadas de canales. Todas las muestras procedian
de la misma area geografica y, en algunos casos, del mismo hato, para asegurar un nivel

similar de exposicién al patogeno.

La extraccion de ADN se realiz6 utilizando un kit comercial (Wizard® Genomic
DNA Purification Kit) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El control de cantidad
y calidad en cada muestra de ADN se realiz6 mediante espectrofotometria con un equipo
NanoDrop ™ 2000 (ThermoFicher Scientific). La integridad del ADN se determiné mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium). Todas las muestras de ADN se normalizaron a una concentracion de 50 ng/uL.
Los grupos de ADN se construyeron tomando cantidades equivalentes de volumen de cada
muestra de ADN, por lo que la concentracion final para cada grupo fue de 50 ng/pL de

acuerdo con los requisitos de Illumina.

Un total de 75 muestras de ADN se usaron en la construccion de cada grupo (pool),
y las réplicas bioldgicas. Los grupos de casos se compusieron con dos grupos independientes
de 75 animales positivos a lesiones visibles y positivos al aislamiento de M. bovis por cultivo
(Figura 1). Estos dos grupos representan dos replicas bioldgicas independientes. Los grupos
para los controles se compusieron con tres grupos independientes de 75 animales (es decir,
tres réplicas bioldgicas) sin lesiones visibles y aislamiento negativo de M. bovis por cultivo.
Cada una de las agrupaciones se produjo en dos réplicas para tener en cuenta los posibles
errores en la agrupacion de individuos (es decir, agrupacion de réplicas técnicas). Ademas,
cada uno de los grupos de ADN se genotipo tres veces para tener en cuenta el error técnico

de la matriz (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Esquema de agrupaciones para casos (CA), controles (CT) y genotipado.

CASOS CONTROLES
Bioldgica Técnica Bioldgica Técnica

Bio_rep® Pool Rep® Array Rep® Bio_rep® Pool Rep® Array Rep®
CT 1A 1

CTLA CT_1A 2

CT_1A_3

CT_ 1 -

CA 1A 1 - CT_1B_ 1

CAl_A CA 1A 2 CT1. B CT_1B 2

CA 1A 3 CT_1B 3

CA 1 -7 -
- CA 1B 1 CT 2A 1
CAl1 B CA 1B 2 CT2_A CT 2A 2

CA 1B 3 CT_2A 3

- CT_2 -

CA2A 1 - CT 2B 1

CA2_A CA 2A 2 CT2_B CT 2B 2

CA 2A 3 CT_2B 3

CA 2

- CA 2B 1 CT 3A 1
CA2 B CA 2B 2 CT3_A CT_3A 3

CA 2B 3 CT_3A 3

CT_3

CT 3B 1

CT3_B CT_3B_3

CT_3B_3

aPool_Ind = Pool independiente; "Pool _Rep = Réplica del pool; ‘Array Rep = Réplica

técnica del pool.

Las 30 agrupaciones (réplicas bioldgicas y técnicas) se procesaron en tres repeticiones
de matriz cada una, en los BeadChips de Illumina BovineHD (777,962 SNP), siguiendo el
protocolo Infinium Ilumina, obteniendo un total de 30 conjuntos de frecuencias de alelos B
para cada SNP. La posicion de los SNP se determin6 de acuerdo con el conjunto bovino
UMB 3.1.

4.2.4 Andlisis estadistico del agrupamiento de ADN

Los valores de las frecuencias alélicas B (BAF) para cada SNP se obtuvieron a partir
del algoritmo de auto-normalizacion del software Illumina BeadStudio® para cada una de

las 3 matrices de réplicas técnicas de las 10 agrupaciones.

Primero, se realizd6 un control de calidad en la réplica técnica de la matriz,
comparando la distribucién SD de las frecuencias del alelo B entre cada triplete de réplicas

técnicas de la matriz. Dos matrices de réplicas, un caso y un control se eliminaron del anélisis
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porque el valor de su frecuencia de alelo B divergié de las otras dos réplicas de matrices
técnicas. En segundo lugar, se realizé un control de calidad en la estimacion de BAF a nivel
de SNP de la siguiente manera: se calcul6 la desviacion estandar (SD) entre los ensayos de
repeticion (réplicas técnicas bioldgicas, agrupadas y de matriz) dentro de los casos y
controles, y los marcadores. Se excluyeron del analisis las mayores 10% de SD. Finalmente,
solo se retuvieron los SNP con frecuencia de alelos menores (MAF) > 0.05. Después de la
edicion, se utilizaron un total de 438,555 SNP (de los cuales 10,034 estaban en BTX) en el

analisis de asociacion.

El GWAS se realiz6 comparando en cada marcador las frecuencias alélicas obtenidas
para las agrupaciones de casos con las obtenidas en las agrupaciones de control para cada
marcador (promediado sobre las repeticiones dentro del caso y dentro del control) de acuerdo
con el disefio y los métodos de agrupacion selectiva de ADN (SDP) descritos detalle. El
GWAS se realizo después de excluir los SNP monomorficos, los SNP asignados en BTY, los

SNP mitocondriales y los SNP sin posicién cromosdmica.

Se utiliz6 una prueba de marcador Unico para la asociacién marcador-rasgo, y el valor

de P para cada marcador se calcula como:
Ztest = Dtest / SD (Dnull)

Donde: Dtest es la diferencia de las frecuencias de alelo B entre las colas, y Dnull es

la diferencia de las frecuencias de alelo B dentro de las colas.

4.2.5 Definicion de region de loci de rasgos cuantitativos (QTLR)

Los valores nominales de P en diferentes umbrales de PFP, es decir, 1%, 5% y 10%,
se han identificado segin Fernando et al., (2004) y el correspondiente —log10 (valor P)
calculado, que resulta: i) para PFP al 1%, 4.58; ii) para PFP al 5%, 3.17; iii) para PFP al 10%,
2.53. Como en Lipkin et al., (2016) los promedios moviles de —logl0 (valores P) se
calcularon considerando una ventana de 16 marcadores SNP, que corresponde a un tamafio
promedio de ventana de aproximadamente 100 Kb. Como se muestra en Lipkin et al., (2016)

la PFP es el enfoque apropiado para corregir pruebas multiples cuando el enfoque de
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promedios méviles propuesto por los mismos autores se utiliza para identificar las regiones
QTL. Como tal, los valores promedio de la ventana por encima de los umbrales de PFP de
1%, 5% y 10% se han considerado como el promedio de QTL principal. Una caida de 1
registro en los valores promedio flanqueantes definid los limites de la region QTL (QTLR).
EI SNP principal es el que muestra el mayor —Log10 (valor P) entre los de cada QTLR.

4.2.6 Anotacion funcional del QTLR

La base de datos en linea SNPchiMp se utiliz6 para hacer coincidir el nombre de
[llumina SNP con el SNP rsID. El navegador de variantes del Archivo de Variacion Europea
(EVA) de EMBL-EBI permiti6 anotar todos los SNP principales a través del rsID. Se utiliz6
el conjunto completo de genes (Bos taurus: Ensemble Gene 92). Se realizd una anotacion
funcional de ontologia de genes (GO) y andlisis de la ruta KEGG utilizando la ontologia de
genes (GO) y analisis de rutas utilizando el software DAVID Bioinformatics Resources,
version 6.8. Ademas, las QTL bovinas disponibles de la base de datos de Genoma Animal se

catalogaron en nuestras QTLR por superposicion.

STRING se us6 para investigar la existencia de redes de genes en el ganado bovino
entre las QTLr identificadas con PFP al 10%. Los que se encuentran en la red de genes fueron

anotados por STRING utilizando tanto bases de datos bovinas como humanas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 EXPERIMENTO 1

De los 337 aislamientos se obtuvieron 59 espoligotipos, diez de estos incluian el 48%
de todos los aislados de Jalisco: SB0673, SB0971, SB0669, SB0140, SB0145, SB0121,
SB0663, SB0269, SB1116 y SB0119. Al comparar los espoligotipos de Jalisco con los de
otros estados, se encontrd que los espoligotipos mas frecuentes en Jalisco también fueron los
mas frecuentes en otros estados de México. Cinco espoligotipos de Jalisco fueron comunes

entre ganado de carne y lechero, lo que sugiere cepas relacionadas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Espoligotipos mas frecuentes de M. bovis en Jalisco y el resto del pais por funcion zootécnica

Estado Fun,cié_n Espoligotipos (SB)
Zootecnica | 0673 | 0971 | 0669 | 0140 | 0145 | 0121 | 0663 | 0269 | 1116 | 0119 @ Otros | Total
Leche 35 14 30 15 18 10 10 8 7 9 163 319
Jalisco Carne_ 0 0 0 1 0 0 2 0 0 0 2 5
Desconocido 2 0 0 0 0 0 0 1 2 1 7 13
Total 37 14 30 16 18 10 12 9 9 10 172 337
Otros Leche 148 60 67 75 66 70 27 | 21 | 13 11 | 284 842
Estado
Carne 8 19 13 4 0 0 7 5 10 1 24 91
Desconocido | 22 33 13 14 10 4 4 7 10 3 99 219
Total 178 112 93 93 76 74 38 33 33 15 407 1152
%gl‘ 215 126 123 109 94 8 | 50 42 | 42 | 25 | 579 | 1489
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De los 1,152 aislamientos del resto del pais se obtuvo un total de 159 espoligotipos,
que incluian el 56% de todos los aislamientos en el conjunto de datos, 98 no pertenecian a
ningun patron de espoligotipos. De todos los aislamientos en el conjunto de datos, 1.161
provinieron de ganado lechero y 96 de ganado de carne; el resto no tenia registro (Cuadro 3).
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Figura 3. Arbol filogenético de aislados de M. bovis en el estado de Jalisco. (Los nimeros en

parentesis indican el nimero de aislados por funcidn zootécnica).

La Figura 3, muestra el arbol filogenético de espoligotipos de Jalisco, que contiene
grupos de al menos tres aislamientos cada uno. Se formaron ocho grupos en este arbol: uno
con tres subgrupos con nueve aislamientos cada uno, todos de ganado lechero. Cuatro con
dos aislamientos, que incluyen ganado lechero y de carne, y tres con un subgrupo; uno que
incluye un aislado de ganado de carne. Los aislamientos de otros estados que coinciden con
los espoligotipos de Jalisco se describen en el cuadro 2. Todos los espoligotipos de Jalisco
se encontraron en otros estados, cuatro de los mas frecuentes de Jalisco: SB0673, B0971,
SB0669 y SB0140, también fueron los mas frecuentes en otros estados, algunos espoligotipos
son comunes al ganado lechero y ganado de carne, sugiriendo cepas relacionadas de
tuberculosis entre estas.

La Figura 4 muestra la disposicion jerarquica (spoligoforest) de aislados de M. bovis
del estado de Jalisco, donde la continuidad de las lineas indica hipotéticamente la relacion

evolutiva entre los espoligotipos. La linea continua indica una relacion mas fuerte. El
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spoligoforest muestra dos arboles con componentes conectados. El arbol mas grande, el que
tiene la mayor cantidad de ramas, esté arraigado por la cepa SB0140, lo que sugiere que esta
es la cepa mas antigua del arbol.

Un total de 141 aislamientos descendieron de SB0140 en cuatro grupos claramente
definidos de 9 a 37 aislamientos cada uno. La hipotética relacion evolutiva entre los
spoligotypes SB0140 y SB0673, el espoligotipo con el grupo mas grande en el conjunto de
datos, es fuerte, lo que sugiere un pequefio nimero de cambios en la secuencia de la region
DR. el espoligotipo SB0669, el segundo clister més grande, tiene una relacion fuerte con
SB0673, pero no esta conectado directamente al SB0140, lo que sugiere una nueva ruta
evolutiva. Los espoligoptipos SB0145, SB0269 y SB0971 descienden directamente de
SB0140. SB0145 y SB0971 tienen su propia ruta de evolucion, ya que otros espoligotipos se
derivan de ellos (SB0663 y SB1116, respectivamente). Desde el segundo arbol, enraizado
por el espoligotipo SB0121, solo se forma un linaje, dando origen a la cepa SB0119.
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Figura 4. Spoligoforest de M. bovis, espoligotipos obtenidos en Jalisco, México. Los nodos
estan etiquetados con el identificador SB como se indica en mbovis.org; los nimeros entre
paréntesis indican el tamafio del grupo. Las lineas entre nodos reflejan relaciones evolutivas
hipotéticas entre espoligotipos con flechas que denotan descendencia. Las lineas continuas

indican una relacién mas fuerte.

La Figura 5 muestra el arbol filogenético de aislamientos de M. bovis de Jalisco y del
resto del pais. Al igual que los espoligotipos de Jalisco, los otros estados muestran dos arboles
separados, que se originan también de SB0121 y SB0140. La Unica gran diferencia entre los
dos arboles es la presencia del espoligotipo SB0971, con un gran nimero de aislamientos en
una rama separada, lo que sugiere una nueva linea genética. Como ya se habia mencionado,

el espoligotipo SB0140 parece ser el mas antiguo en el pais.
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Figura 5. Relacion filogenética de los espoligotipos de M. bovis obtenidos en Jalisco
y en el resto del pais. Los nodos estan etiquetados con el identificador SB, como se indica en
mbovis.org; los nimeros entre paréntesis indican el tamafo del grupo. Las lineas entre nodos
reflejan relaciones evolutivas hipotéticas entre espoligotipos con flechas que denotan
descendencia. Las lineas continuas indican una relacion mas fuerte. Fuente:

http://spoltools.emi.unsw.edu.au/.

Los espoligotipos SB0673 y SB0669 fueron los espoligotipos mas frecuentes en
Jalisco. Estos espoligotipos SB0971 y SB0669 también fueron los mas frecuentes en el resto
del pais; sin embargo, este hecho no significa necesariamente que Jalisco sea la fuente de
infeccidn, ya que no se pudo obtener evidencia epidemioldgica que relacione estas cepas. Se
sabe que Jalisco es una fuente importante de reemplazos (vaquillas) para hatos en otras
regiones de México en circunstancias especiales; sin embargo, esto no se pudo confirmar
debido a la falta de informacién sobre el movimiento de ganado. Se sabe de manera
extraoficial que Jalisco actudé como una fuente de reemplazos lecheros para otras regiones
durante los afios 2003-2006, cuando Meéxico cerr0 la frontera a la importacion de ganado de

Estados Unidos (EE. UU.) y Canada debido al brote de encefalopatia espongiforme bovina.
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Los EE. UU. y Canada son las principales fuentes de vaquillas de reemplazo para México.
Sin embargo, no se sabia cudl era la distribucion de cepas de M. bovis en el pais antes de ese

evento, para comparacion.

El ganado de carne y lechero se mantiene bajo diferentes condiciones en México. El
ganado lechero se cria en entornos intensivos cercanos con una gran cantidad de ganado por
metro cuadrado; en algunas regiones es posible observar 10,000 vacas en una sola unidad de
produccion. Por el contrario, el ganado de carne se cria en areas extensas abiertas con un
nimero bajo de ganado por hectarea. Debido a esto, la prevalencia de TBb en el ganado
lechero es aproximadamente del 16% Yy en el ganado de carne 0.5% (Plan Estratégico de la
Campafia Nacional de la Tuberculosis Bovina en México, 2008-2012). Por lo que, las
poblaciones de ganado lechero infectado puede ser un riesgo para las poblaciones de ganado
de carne. Catorce de los aislados del ganado de carne tenian espoligotipos SB0673 0 SB0669,
dos de los mas frecuentes en el ganado lechero, sugiriendo la transmision entre las razas.
Desde el punto de vista epidemioldgico, esto es relevante porque la transmision del ganado
lechero al ganado de carne podria poner en peligro los objetivos del programa nacional para
erradicar a la TBb, y la exportacion de terneros, una fuente importante de divisas para la
industria ganadera mexicana, puede verse amenazada. En este estudio, no se sabe, sin
embargo, si los animales de carne que se encuentran infectados son de ganado para
operaciones de carne o de lecherias, donde a veces, los toros de carne se utilizan para criar
vacas con problemas reproductivos, y los terneros se crian para el engorde en la misma
granja.

A pesar de que se produjo la agrupacion de aislados, la diversidad de espoligotipos es
amplia. Esto concuerda con informes anteriores (Cobos-Marin et al., 2005; Santillan-Flores
et al., 2006; Reyes et al., 2008; Pérez-Guerrero et al., 2008; Bobadilla-del Valle et al., 2015;
Sandoval-Azuara et al., 2017), donde a pesar de estudiar muestras de diferentes regiones
especificas de México, la diversidad de cepas ha sido evidente, lo que sugiere un intercambio
intenso y continuo de animales, y nuevas lineas genéticas emergentes como consecuencia de

la alta prevalencia de tuberculosis en el ganado lechero.
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El spoligoforest demuestra todas las posibles relaciones de espoligotipos bajo el
supuesto de mutacion del espoligotipo, con la inestabilidad genética que se extiende de 10 a
20 afios (Brosch et al., 2002; Gutiérrez et al., 2005; Smith et al., 2006). En el conjunto de
datos, la raiz mas grande del arbol fue el espoligotipo SB0140, este ha infectado bovinos,
venados, tejones, personas en Irlanda y ganado en el Reino Unido (de la Rua-Domenech et
al., 2006; McLernon et al., 2010), también se ha descrito como el espoligotipo mas frecuente
en cerdos (Barandiaran et al., 2011), ganado bovino y gatos en Argentina (Zumarraga et al.,
2009) y humanos en los Estados Unidos (Rodwell et al., 2008) y México (Bobadilla-del \VValle
et al., 2015). El espoligotipo SB0140 se ha estudiado a fondo en el Reino Unido (Smith et
al., 2003). Se concluy6 que la frecuencia de las cepas con SB0140 en ese pais no puede
explicarse por una deriva aleatoria sin seleccion. Se ha concluido que algunos genotipos
aumentan en numero en una region especifica en una "expansion clonal” mediante la
seleccion de mutaciones favorables cuando algunas células encuentran nuevas especies
huésped o nuevas regiones geograficas. En Mexico, se cree que ambas situaciones son
posibles al menos para los espoligotipos mas frecuentes: seleccion de mutaciones favorables
debido a la alta prevalencia de M. bovis en la poblacion y oportunidad ecoldgica por el

movimiento indiscriminado de animales entre regiones.

Los grupos con espoligotipos de M. bovis similares o0 muy similares se consideran el
resultado o transmision reciente, y aquellos que no presentan un patrén de espoligotipo
surgen de la migracion o reactivacion de infecciones adquiridas (Luciani et al., 2008). Sin
embargo, otros factores pueden estar involucrados en esa agrupacion, es decir, el muestreo y
la tasa de mutacion del marcador molecular utilizado en la toma de huellas dactilares (Tanaka
y Francis, 2005). En el estudio actual, se producen tanto agrupamientos como una alta
frecuencia de espoligotipos sin patron especifico. La agrupacion podria ser una consecuencia
de las condiciones en las que se mantiene el ganado lechero, en poblaciones de alta densidad
y como resultado del movimiento indiscriminado de animales entre regiones o de la alta
prevalencia de la enfermedad, lo que da lugar a nuevos linajes genéticos. Algo que queda
claro en el estudio actual es que la informacion molecular en si misma no es suficiente para

explicar la epidemiologia de una enfermedad. En el presente estudio, no se pudieron obtener
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datos sobre el movimiento de los animales de Jalisco a pesar de una bdsqueda intensiva de
datos, y esto es claramente una debilidad de este estudio. Esto sugiere que se requiere mas
conocimiento sobre metodologias epidemioldgicas, especialmente el mantenimiento de bases
de datos por parte de los organismos responsables de la atencién de la salud animal en
México.

5.2 EXPERIMENTO 2

De los 375 animales incluidos en el estudio, 33% eran machos y 63% hembras, de 12
a 108 meses; 44 meses fue la edad més frecuente (22%). Del grupo de casos, las lesiones se
encontraron principalmente en los ganglios linfaticos de la cabeza (retrofaringeo 51%) y
torax (mediastinico y traqueobronquial, 61%); algunos animales tenian lesiones en mas de

un ganglio linfatico.
QTLRs asociados con resistencia/susceptibilidad a TBb

Se identificaron un total de 154 QTLR al 10% de PFP (Apéendice Al, Figura 6). En
general, todas estas regiones se distribuyeron homogéeneamente en todos los autosomas
(excepto en BTA15 y BTA17), y en el cromosoma X (n. 2), definidos por 3.296 SNP. La
longitud promedio de los QTLR fue de 93,446 pb. Del total de QTLR encontrado, 154
estaban en el 10% de PFP, 42 en el 5% de PFP y 5 en el 1% de PFP, El apéndice A1, también
incluye informacion sobre el SNP principal para cada QTLR, el namero de SNP que definen
las regiones, su posicion en el cromosoma y su ubicacion en los genes anotados dentro del
QTLR, y el nimero de SNPs pertenecientes a las regiones sobre cada uno de los Tres
umbrales de PFP.
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Figura 6. Manhattan para todos los cromosomas. Las lineas horizontales representan
el 1% de PFP (azul), el 5% de PFP (azul claro) y los umbrales de 10% de PFP (negro).

172 genes (incluidos 2 miARN y 5 ARNL) se catalogaron en los QTLR utilizando el
gen Bos taurus Ensembl Anotacién del gen de liberacién 92 (Apéndice A2). Para todos estos
genes (excluyendo miRNA y tRNA), la base de datos DAVID proporciona la informacion
anotada de acuerdo con los términos de las vias GO y KEGG segun se informa en el cuadro
4 (valor de P nominal <0.05). Como se muestra en el cuadro 4, la mayoria de los genes se
refieren a la respuesta inmune y los términos estructurales. El cuadro 4 reporta: i) la lista de
genes anotados en los QTLRs (Lista de genes); ii) la anotacién del gen segun la clasificacion

de la base de datos DAVID reportada como genes agrupados y no agrupados.
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Cuadro 4. Resultados del analisis de GOy de la ruta (KEGG) para todos los genes incluidos en QTLR

significativos (valor de P<0.05).

Término

G0:0006334~nucleosome
assembly

G0:0006335~DNA replication-
dependent nucleosome
assembly

G0:0051290~protein
heterotetramerization

G0:0098792~xenophagy

G0:0002230~positive
regulation of defense response
to virus by host
GO0:0046627~negative
regulation of insulin receptor
signaling pathway
G0:0042742~defense response
to bacterium

G0:0000786~nucleosome

GO0:0000788~nuclear
nucleosome
G0:0000784~nuclear
chromosome, telomeric region
GO0:0030176~integral
component of endoplasmic
reticulum membrane

GO0:0005615~extracellular
space

G0:0005788~endoplasmic
reticulum lumen

G0:0046982~protein
heterodimerization activity

G0:0042393~histone binding

bta05322:Systemic lupus
erythematosus

bta05034:Alcoholism

bta05203:Viral carcinogenesis

bta00514:COther types of O-
glycan biosynthesis

Conteo

Valor de P

Genes

Procesos Bioldgicos

7 9.42E-05
3 6.12E-03
3 6.81E-03
5 2.27E-03
5 3.68E-03
3 9.09E-03
4 1.63E-02

HIST1H2BB, HIST1H1C, HIST1H1A, H2B,
HIST1H3G, HIST1H3I

H4, HIST1H3G, HIST1H3I

H4, HIST1H3G, HIST1H3I

TMEMB39A, SNRPB2, CPA3, HIST1H3G,
HIST1H3I

TMEMB39A, SNRPB2, CPA3, HIST1H3G,
HIST1H3I
PRKCD, KANK1, PRKCB

STAB1, FCGR1A, PRKCD, TMF1

Componentes Celulares

7 1.60E-05
5 2.47E-04
4 2.30E-02
4 1.50E-02
13 3.32E-02
3 4.77E-02

H4, HIST1H1C, HIST1H1A, H2B,
HIST1H2AK, HIST1H3G, HIST1H3I

HIST1H2BB, H2B, HIST1H3G, HIST1H3I

H4, TNKS, HIST1IH3G, HIST1H3I

PIGG, SARAF, MBOAT4, SLC27A2

A2M, H2B, HFE, FSTL1, CTSS, OVOS2,
ESF1, VEGFC, GPI, CTSK, CPA3, CPB1,
SMARCA4

EOGT, SLC27A2, POGLUT1

Funcién Molecular

5 7.15E-03

3 3.67E-02
Via KEGG

12 7.64E-08

11 4.32E-06

8 1.92E-03

3 2.18E-02
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AGTR1, HIST1H2BB, H4, H2B, FOXP1
H4, PRKCB, SMARCA4

HIST1H2BB, H4, CD80, FCGR1A,
HIST2H2BF, H2B, HIST1H2AK,
HIST1H3G, HIST1H3I

HIST1H2BB, HRAS, H4, HIST2H2BF, H2B,
HIST1H2AK, HIST1H3G, HIST1H3I

HIST1H2BB, HRAS, H4, HIST2H2BF, H2B
ST6GAL2, EOGT, POGLUT1



En la Figura 7, la red de genes obtenida para los genes anotados con STRING, se
muestra para las proteinas anotadas Bos taurus y Homo sapiens. Los genes que se muestran
son solo los de los QTLr que formaban parte de una red. El apéndice A3, reporta el analisis
de GO y de la ruta para los genes incluidos en las redes de la Figura 7.
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Figura 7. Redes genéticas en el ganado bovino entre las QTLR identificadas con PFP al 10%

(bases de datos bovinas y humanas).

La tuberculosis bovina es una de las enfermedades mas prevalentes e importantes en
la industria ganadera, la vida silvestre y la salud publica. Su erradicacion sigue siendo una
prioridad para muchos paises. Las estrategias actuales para reducir la prevalencia en los

rebafios se centran principalmente en la prueba y eliminacion de reactores y la vigilancia de
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mataderos. Sin embargo, en los paises en desarrollo, el éxito de estos programas ha sido
parcial debido a la poca sensibilidad de la prueba de la tuberculina y la dificultad para rastrear
a los animales infectados identificados en los mataderos. Se han recomendado nuevas
estrategias, como la vacunacion, ya sea en el ganado o en la vida silvestre 0 aumentar la
resistencia del huésped mediante las practicas de reproduccién. De hecho, estudios recientes
han revelado la variabilidad genética que afecta la resistencia a la bTB, lo que sugiere la
posibilidad de implementar la seleccién gendmica para esa caracteristica en el ganado.

El GWAS realizado con un disefio de agrupacion de ADN selectivo de casos y controles
reveld QTLr implicados en la resistencia a bTB que se analizan a continuacion de acuerdo

con sus umbrales de PFP y por cromosoma.
QTLR_1% PFP

Se identificaron cinco QTLr distribuidos en diferentes BTA (7, 10, 13, 30 y 31), pero el
mapeo de tres genes dentro de estas regiones no esta involucrado en las rutas metabolicas

asociadas a la TBb.
QTLR_5% PFP
BTA1

EI QTLr_10 y el QTLr_16 incluyen genes involucrados en la respuesta inmune a la
enfermedad. En detalle, la primera region alberga el gen TIGIT (inmunoreceptor de células
T con dominio Ig y ITIM), un inhibidor de la proliferacion de células T, la produccion de
citoquinas en células T CD4 + vy la actividad citolitica de las células NK (Kurtulus et al.,
2015). Segun lo informado por Joller et al., (2011), el equilibrio alterado entre la activacion
y las sefiales inmunes inhibitorias puede resultar en una mayor susceptibilidad a la infeccion

0 a la induccién de autoinmunidad.

El gen NAALADL?2 (similar a la dipeptidasa acida 2 ligada a alfa N-acetilada), cuya

funcion no se conoce bien, se encuentra dentro del QTLR_16. Este gen promueve un fenotipo
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pro-migratorio y pro-metastatico en el cancer (Demy et al., 2017), y se asocio recientemente

con la enfermedad respiratoria bovina (Lipkin et al., 2016).
BTA3

El gen TRIM33 (motivo tripartito que contiene 33), localizado en QTLR_27 en BTA 3,
esta involucrado en la migracién de macréfagos y neutrofilos hacia estimulos inflamatorios
en tejidos de vertebrados (Demy et al., 2017). Weng et al., (2014) informaron las funciones
de TRIM33 en la regulacién transcripcional durante la hematopoyesis, la actividad supresora
de tumores en maltiples tejidos, la eritropoyesis y la reparacion del ADN.

BTAS5

En este cromosoma, el QTLR_37 alberga el gen CD163 (molecula CD163). Este gen,
expresado en monocitos, macrofagos y subpoblaciones de progenitor hematopoyético, esta
involucrado en la eliminacion de los complejos de haptoglobina-hemoglobina al mediar la
endocitosis, y previene los efectos toxicos y oxidativos de la hemoglobina libre. Diferentes
mediadores regulan la expresion del gen CD163: regulacion positiva por glucocorticoides e
IL10, y regulacion negativa por lipopolisacarido, interferon gamma y factor de necrosis
tumoral alfa (Fjeldborg et al., 2014).

BTA13

Curiosamente, de 8.1Mb a 10.2 Mb, se encuentran cinco QTLRs (QTLR_95,
QTLR 96, QTLR_97, QTLR_98 y QTLR_99): los primeros cuatro ubicados dentro del gen
MACROD2 (dominio MACRO que contiene 2), y el quinto se encuentra entre el final de el
gen MACROD?2 y un segundo gen KIF16B (Kinesin Family Member 16B) (Figura 4). Los
valores individuales de -Log10P muestran picos muy claros que apoyan la indicacion de que
en esta region de 2 Mb, el gen MACROD?2 vy el gen KIF16B pueden jugar un papel en la
resistencia a la TB. De acuerdo con la Figura 4, la ubicacion de los intrones MACROD2 y los
exones del gen 105 de NCBI refseq, tres exones (lineas verticales azules) se encuentran en el
QTLR_3. Ademas, el gen MACROD?2 es muy largo y su anotacion ain necesita validacion

adicional (National Center for Biotechnology Information). El gen KIF16B codifica una
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proteina similar a la kinesina que podria estar involucrada en el trafico intracelular
(GeneCards®).

QTLR_10% PFP
BTA2

El gen DNER (que contiene repeticiones EGF delta / notch-like) dentro del QTLR_21
en BTA 2, se encuentra entre los expresados diferencialmente para enfermedades
inflamatorias, trastornos del tejido conectivo y enfermedades inmunolégicas en bovinos
(Newman et al., 2011). Ademas, se ha demostrado que el nivel de expresion del gen DNER
disminuye en el ganado de carne de vacuno muy veteado (Clark et al., 2011).

Seis QTLRs albergan siete genes que ya han sido asociados con la
susceptibilidad/resistencia a la tuberculosis: QTLR_12 en BTA 1 (CD80), QTLR_25 en
BTA3 (CTSS), QTLR_26 en BTA 3 (FCGR1A), QTLR_127 en BTA 23 (HFE), QTLR_13
en BTA 25 (IL21R) y QTLR_152 en BTA 29 (ANO9 y SIGIRR). Todos estos genes estan

involucrados en la respuesta inmune contra Mycobacterium spp.

Las catepsinas, incluida la catepsina S (CTSS), son enzimas proteoliticas que
funcionan principalmente en los lisosomas, donde contribuyen a la eliminacion de patdgenos
por su participacion en las vias de presentacion de antigenos. Pires et al., (2017) demostraron
el papel de esta clase de proteinas en el control de M. tuberculosis mediante la manipulacion
de la expresion de catepsina por micobacterias patdgenas para favorecer su supervivencia

intracelular.

La proteina codificada por el gen CD80 (molécula CD80), el antigeno de activacion
de los linfocitos B B7-1, es un receptor de membrana que afecta la reactividad inmunolégica
de los linfocitos T cuando su expresion disminuye. Ademas, el CD80 tiene un papel en la

mejora de la inmunidad contra la tuberculosis (Bragina et al., 2016).

La expresion del gen FCGR1A (fragmento Fc del receptor la de 1gG), junto con la del

gen BLRL1, se ha considerado como un marcador potencial para monitorear la extension de
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la enfermedad y para predecir el resultado del tratamiento en nifios afectados por M.

tuberculosis (Jenum et al., 2016).

Booty et al., (2016) informaron que la citoquina IL-21, producida predominantemente
por las células T CD4 + activadas y las células T CD8 +, es un marcador de sefializacién
esencial para la resistencia del huésped a la infeccién por M. tuberculosis a través del receptor
IL-21 (IL-21R).

Gomes-Pereira et al., (2008) informaron un aumento en la susceptibilidad a M. avium
en ratones deficientes en proteina hemocromatosis HFE. ElI HEF (regulador de hierro
homeostéatico) es una proteina fundamental involucrada en la regulacién de la absorcion de
hierro celular y la homeostasis del hierro. Los estudios indican que los monocitos con HFE
mutado han disminuido los niveles de hierro intracelular (Moalem et al., 2004). Ademas,
Wang et al., (2008) demostraron que la hemocromatosis afecta la regulacion de la traduccion

de citoquinas de macrofagos y, en consecuencia, la respuesta inflamatoria.

El gen ANO9, también conocido como TMEM16J (anoctamina 9), junto con los genes
SIGIRR y PKP3 constituyen un complejo polimérfico asociado con la susceptibilidad a la
tuberculosis (Horne et al., 2012). El gen SIGIRR, también conocido como Toll IL-1 receptor
8, es una proteina reguladora que actta para inhibir la sefializacion de ILRs y TLRs (Riva et
al., 2012). La PKP3, la tercera parte de este gen complejo, mapea 6.2 Kb lejos del final del
QTLR_152.

Ademas, tres QTLR identificados en nuestro estudio (QTLR_43 en BTAG,
QTLR 115y QTLR_118 en BTA 21) se superponen con los encontrados por Richardson et
al., (2016) en un estudio sobre la susceptibilidad a la tuberculosis bovina realizado en una
poblacion de toros Holstein (ID: 96694; 96508, 96511, 96525, 96514, 96517, 96411, 96549
y 96497). Ademas, el QTLR_84 en BTA12 y QTLR 139 en BTA26 estan incluidos dentro
de la "QTL de susceptibilidad de la enfermedad respiratoria bovina (ID: 95663)" y el "QTL

de tolerancia al calor (ID: 31198)", respectivamente.
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VI. CONCLUSIONES

Se determind que los espoligotipos de aislados de M. bovis en Jalisco también son los
mas frecuentes en el resto del pais, sin embargo, no hay suficiente evidencia para concluir
que el estado de Jalisco es la fuente de infeccidn y diseminacién del patdgeno por falta de
evidencia epidemioldgica sobre la movilizacion del ganado. En relacion al estudio de
asociacion de genoma completo, se revelan nuevos QTLR, y se confirman loci mapeados
para la resistencia a tuberculosis. Los nuevos QTLR se ubican en los cromosomas 1, 3, 5, 25
y 29 los cuales albergan genes relacionados con la respuesta inmune del huésped. Las
regiones gendmicas y los genes identificados en el presente estudio con un enfoque de
agrupamiento de ADN selectivo de casos y controles, se asociaron significativamente con la
resistencia a la tuberculosis en el ganado. Los hallazgos de este estudio podrian utilizarse
para mejorar el conocimiento sobre la respuesta inmune de TBb contra Mycobacterium bovis,

y asi proporcionar la base para mejorar el control genetico de esta enfermedad en el ganado.
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VIII. APENDICES

8.1 QTLRs identificados en Chrs y en Chrx, y la lista completa de todos los genes mapeados
dentro de los QTLR. Las regiones destacadas y resaltadas son aquellas que se encuentran por
encima del 5% de los umbrales de PFP y del 1% de PFP.

QTL_ID CHR Inicio Fin  Longitud Total de SNP por QTLR S'?i.'fﬁ’)er Genes dentro de QTLR
Total  PFPL0% PFPS5% PFP1%
N. (253  (317) (458)
1 1 1304562 1363932 59370 18 11 0 0 15134011154  DNAJC28, TMEMS0B
2 1 4026586 4045652 19066 13 11 4 0 rs109811373 KRTAP7-1
3 1 13488340 13610104 121764 18 10 0 0 rs109318600
4 1 13782669 13917812 135143 19 2 0 0 rs133040804
5 1 14204261 14252567 48306 18 3 0 0 rs137280353
6 1 20826405 20997781 171376 26 26 26 0 rsi36465876 USP25
7 1 22661125 22775418 114293 19 7 0 0 rs134498590
8 1 23115580 23196602 81112 36 31 0 0 rs137719887
9 1 23564627 23667178 102551 15 9 0 0 rs134037994
10 1 59225019 59386653 160734 33 30 9 rs110920528 DRD3, TIGIT
11 1 63002264 64004080 101816 24 16 0 0 rs136553464
12 1 64779746 64929822 150076 21 13 0 0 1543243234 PO@T_’J%?M&"S&?%ASSO
13 1 65643822 65794875 151053 20 16 3 rs43031148 LRRC58, FSTL1
14 1 73052001 73117518 64527 37 2 0 0 rs136208860 XXYLT1
15 1 76000691 76062082 61301 11 10 2 0 rsi33137010
16 1 92501521 02785448 193927 50 a1 0 0 rsl10651607 NAALADL?2
17 1 120240981 120445289 204308 20 1 0 0 rs137530439 '-007811926351' AGTRL,
18 1 121556035 121716898 160863 19 1 0 0 rs110945331 TRNAC-ACA
19 1 122431430 122474911 43481 23 15 0 0 1529024142
20 2 56807237 56825850 18613 16 11 0 0 rs137485996
21 2 118330066 118398436 50370 16 12 0 0 rs134077742 DNER
2 2 130652581 130750850 107269 20 11 0 0 rs132818112
GONAL, LOC784055,
23 3 15038246 15343632 305386 111 111 111 0 rsl09032486 MSTO1, DAP3,
LOC101906276, ASH1L
2% 3 17882498 17937300 54802 14 6 0 0 15109742956  IVL, SMCP, LOC786364
2 3 19925850 20043459 117609 14 6 0 0 rs41256309 Loc?mgéscs?é%ss
H2B, HIST1H2AK,
2% 3 20809678 20906408 96730 20 2 0 0 5133793098  HIST2H2BF, LOC788142,
FCGRIA
27 3 28052891 29166653 213762 68 66 6 0 rsl10086950 TRIM33
28 3 20205576 29269072 43496 16 4 0 0 rs134228290
29 3 32084085 32169687 85602 33 5 0 0 rs135685694 LOCT786961, PIFO
30 3 60005861 60946804 41033 15 5 0 0 1543339199
31 3 103789453 103891369 101916 17 14 5 0 rs134753289
32 4 34811054 34883057 72003 15 15 15 0 rsl10668777
3 5 17343776 17407165 63389 17 9 0 0 rs136710589
N 5 18586765 18650048 64183 21 6 0 0 rs136391289

57



LOC787601, LOC787640,
LOC787659, LOC100140428,
LOC507560, OR6C68,

35 5 58682687 58888621 205034 17 13 5 0 miomsrees | GO
LOC787787, OR6CT6,
OR6CT5
36 5 101175264 101298140 122876 47 2 5 0 rs37226853 OVOS2, LOC506828, A2M
37 5 102222892 102305255 82363 21 18 3 0 rsl10972503 CD163
3 5 116001794 116068330 66536 18 5 0 0 rs133599593
39 6 10720467 10760779 40312 14 14 11 0 rs132955682
40 6 28838341 28008259 69918 18 2 0 0 rs110158536
4 6 80476583 80732463 255880 62 3 0 0 1542896813
2 6 82381476 82451684 70208 15 8 0 0 rs41654988
e 6 84869452 85007655 138203 16 7 0 0 rs134872758 CENPC
44 6 85650841 85683005 32164 12 12 7 0 rs134927295 '-Tol\%ggls“ffég’
45 6 01512050 01549572 36622 18 4 0 0 r1sA2774732
46 6 104726135 104763230 37095 19 5 0 0 1543044326 LOC100298890
47 6 107845502 107903912 58320 17 17 1 0 rs135115548 GRK4
48 6 108623334 108740949 117615 32 0 0 1542624901 POLN, NATSL, PIGG
49 7 3568757 3587977 19220 12 12 12 5 rs136833045
50 7 16689904 16733735 43831 20 0 0 rs110620230 SMARCA4
51 7 33656596 33705245 48649 18 14 1 0 rsi35531936
52 7 76083679 77118545 134866 18 4 0 0 1542579108
53 8 34862648 34982320 119681 31 4 0 0 1542478189
54 8 42211650 42333050 121400 18 6 0 0 1542678212
55 8 44212250 44292707 80457 20 4 0 0 rs43552481 KANK1
LOC104969363,
56 8 53461897 53643528 181631 16 7 0 0 1543049982 LOC100336482,
LOC104968682
57 8 53815437 53020147 113710 25 3 0 0 1541634707 GNAL4
58 9 2750033 2791818 33885 13 6 0 0 1542695697
59 9 13574584 13620436 45852 15 15 14 0 rsi34834443
60 9 26447854 26480812 32958 20 4 0 0 rs136207066 RNF217
61 9 102503776 102636881 43105 20 5 0 0 rs133117860
62 9 104919444 104960154 40710 12 12 2 0 rsi36568929 WDR27
63 10 3208756 3261100 32353 16 10 0 0 1542386368 KCNN2
64 10 3952206 4077902 125606 21 8 0 0 15135043741 TRIM36, PGGT1B, CCDC112
65 10 5300482 5415368 24886 17 14 0 0 rs136013481 HRH2
66 10 6201016 6272200 71184 18 16 1 0 rs133836425
67 10 7018082 7100125 82043 22 5 0 0 15109109386 POCS5
68 10 7474687 7508600 33913 15 3 0 0 rs135078433 svac
69 10 55311677 55374089 62412 22 4 0 0 1543635236
70 10 60218145 60523777 305632 15 12 0 0 1543750820 SLC27A2, ATP8B4
7 10 74265979 74308342 42363 17 8 0 0 rs109882793 SYT16
72 10 74500599 74545091 45392 15 15 15 6 rsl10448276 SYT16, MGC148318
73 10 75315200 75510806 195516 46 7 0 0 rs110143019 KCNH5
74 10 78177540 78229376 51836 25 7 0 0 rs110323413
75 10 78386174 78411687 25513 12 7 0 0 rs110540195
76 10 82300925 82397429 87504 20 2 0 0 rs132906430 SYNI2BP, COX16
7 10 95068699 95140079 71380 18 5 0 0 1542977980
78 11 32382191 32438618 56427 16 8 0 0 15137048779 NRXN1
79 11 45384069 45465231 81162 15 15 13 0 rsl32951089 ST6GAL2
80 11 57040853 57120276 79423 26 8 0 0 15109558527 TRNAC-GCA, LOC100139625
81 11 00856348 99931538 75190 32 6 0 0 rs136462854
82 11 102091479 102204989 113510 38 11 0 0 rs133084668
83 12 5837583 5873762 36179 22 15 1 0 rs110310667
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84 12 7302652 7416616 113964 27 27 2 0 rsl33048122

85 12 9878413 0930278 51865 17 10 0 0 1542256666

86 12 24418683 24494680 75997 19 4 0 0 rs134750202

87 12 51285361 51350413 74052 27 3 0 0 rs136178759

88 12 55006047 55961149 55102 15 13 4 0 rs43735273

89 12 61220440 61473450 244019 45 5 0 0 rs43177113 LOC100139019

90 12 62228153 62319903 91750 23 14 0 0 1543085766 LOCT781157

91 12 74840021 75246806 406785 11 1 5 0 rsi34728526 Locsofgsé'l'gggéf?g”%&

92 12 83838362 83874415 36053 14 14 6 0 rs109973403 TRNAF-GAA

03 13 7283523 7386045 102522 21 4 0 0 5133467315 TASP1

4 13 7410202 7554605 144403 13 8 0 0 rs136921339 ESF1, NDUFAF5

95 13 8347568 8492707 145139 15 14 9 0 rs134887973 MACROD2

9% 13 8897823 8046381 48558 16 16 10 0 rs41679483 MACROD2

o7 13 0450895 9543500 83605 18 18 11 0 rs110573227 MACROD2

98 13 9813082 9806616 83534 18 11 0 0 rs136583689 MACROD2

99 13 10175301 10246568 71177 27 27 27 25 rs133694898 KIF168

100 13 10626250 10730137 112887 16 1 0 0 rs133148931 SNRPB2

101 14 27600843 27774924 84081 22 9 0 0 15109480499 cA8

102 14 44757936 44828842 70906 17 2 0 0 rs110460153

103 14 47632982 47688254 55272 20 1 0 0 rs135075562

104 14 56763847 56814467 50620 15 12 0 0 rs109689027 LOC521950

105 14 66606311 66938037 241726 22 1 0 0 rs137680059 VPS138

106 14 77178901 77349755 170854 31 2 0 0 1541803313

107 14 79273648 79315318 41670 15 4 0 0 rs110299481

108 16 45160222 45267006 106874 33 26 3 0 rs109489540 MIR34A, GPR157, SLC2A5

109 16 61923229 62021571 98342 15 9 1 0 rs109229980  TRNAS-GGA, ABL2

110 18 44882227 45014582 132355 29 2 0 0 1541880501  KIAAO355, GPI, PDCD2L

111 19 30784868 30822697 37820 23 14 0 0 rs135826377 SHISAG

112 20 10810842 10914469 103627 34 14 0 0 rs135249862

13 20 11976679 12120408 143729 20 10 0 0 rs110250878

114 21 10963281 11038991 75710 20 1 0 0 rs135896205

115 21 11847014 11965876 118862 22 1 0 0 rs109859745

116 21 1443038 14588500 149141 18 2 0 0 rs137845197 "Lg(éll%éigﬁig

17 21 15520116 15548346 28230 13 11 5 0 1542033044 SLCO3AL

118 21 32100619 32307624 198005 23 5 0 0 rs135757504 ISL2, SCAPER

119 21 58574204 58662617 88413 13 12 4 0 rs41592383 UNCT9

120 21 63377756 63521261 143505 18 4 0 0 1541585292

121 21 70257462 70382041 124579 17 2 0 0 rs110857469 ASPG, KIF26A

122 22 25282014 25345740 63726 35 15 0 0 rs109834037 CNTNG

123 22 30652758 30732916 80158 21 7 0 0 rs109780010 FOXP1

124 22 32600431 32724871 124440 24 8 0 0 5109694677 UBA3F';|{\A"1F;'AEOGT'

125 20 48314554 48348037 33483 14 14 7 0 rs42837215  PRKCD, TRNAG-UCC

126 22 48840147 48916958 76811 16 10 0 0 rs133596675  oMIM4, N,\LZ%?_'Z' STABL,
HFE, HISTIHIC,

127 23 31590170 31701073 111803 18 10 0 0 5110591378 H'SJ |1sHTzliB3'| ’HF:ISSTTlﬂflGA’H“'

TRIM38

128 24 o7s6729 9823020 66291 20 8 0 0 15134691821 DSEL

129 24 23448982 23550706 101724 23 15 0 0 rs110692086 NOL4

130 24 27621842 27651384 20542 16 12 1 0 rs43073661 TRNAS-GGA

131 25 14523680 14557642 33962 17 9 1 0 1542063418 ABCC1

132 25 20044319 22084450 40131 27 3 0 0 rs109114447 PRKCB

133 25 25201204 25266159 64955 14 8 0 0 rs41649641 IL21R
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RSPH10B, PMS2, AIMP2,

134 25 38525087 38605030 79943 18 1 0 0 rs135271887 ERoAKL ANKRDEL
135 26 21954328 22110190 155862 35 33 20 0 rs42087658 BTRC

136 26 27440728 27505928 65200 16 0 rs109423850

137 26 28496105 28574329 78224 26 26 26 18 rs109238880

138 26 36039746 36079865 40119 12 12 12 0 rs42312936 ATRNL1

139 2 49655897 49785241 129344 25 1 0 0 rs134314701 TRNA?\;“GRCQ'gfLRXS'
140 27 2834288 2847436 13148 13 11 3 0 rs110381464

141 27 4258506 4291401 32805 16 16 13 0 rsl09717329

142 27 6938210 7002623 64413 32 23 0 0 rs133437413 VEGFC

143 27 10919524 10941983 22459 10 10 10 0 rsi36908583

144 27 24563424 24666608 103184 20 2 0 0 rs109886320 TNKS

145 27 25403611 25537729 134118 19 11 0 0 rs42118979 S,\AAFég'ZTLfFBRCOTTI\ILGL
146 27 20650426 29724595 74169 19 11 0 0 rs109075449

147 27 43106057 43144854 38797 12 12 11 1 rsa2940278

148 27 43201605 43369058 77363 20 5 0 0 rs109267705

149 28 1942221 1968468 26247 15 12 4 0 rs42862115

150 28 16523087 16571746 48650 14 11 0 0 rs43292144 LOC100337251
151 29 34306008 34347544 41536 16 9 0 0 1542165565

152 29 51072002 51200688 137506 16 5 0 0 rs135730007 "F'\,"T'\[')TS[S’% ;T\n%%?g] onas
153 X 21763521 21830252 66731 14 14 8 0 rs110568944 MAGEAIL

154 X 32024345 33163688 239343 16 11 0 0 rs136433507 TMEMI85A
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8.2 Articulo 1. Resistencia natural contra la tuberculosis en ganado. Revision
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Resumen:

La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad crénica del ganado y otras especies
animales. Es causada por Mycobacterium bovis, y su importancia radica en el riesgo que
representa para la salud publica y en las severas pérdidas ocasionadas a la industria ganadera.
Actualmente, muchos paises tienen programas de control pero de éxito parcial; por lo tanto,
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son necesarias nuevas estrategias contra esta enfermedad. En México la prevalencia de
tuberculosis bovina se estima en 16 % en ganado lechero, y poco menos de 1 % en ganado
para carne; sin embargo, observaciones de campo indican que a pesar de las altas prevalencias
en algunos hatos (25-35 %) y la exposicion prolongada, la prevalencia nunca llega al 100 %,
lo que sugiere que algunos animales son naturalmente resistentes. Considerando que la
manifestacion clinica de la tuberculosis depende de la interaccion de varios factores, es légico
pensar que las variaciones genéticas en el hospedero pueden estar asociadas a resistencia o
susceptibilidad. En este trabajo se presenta el resultado de una revisién minuciosa de reportes
en la literatura sobre este tema. Se describen de manera resumida trabajos cuyo objetivo es
identificar variaciones genéticas entre individuos con y sin la enfermedad, con el propésito
de determinar variacién genética asociada con resistencia a enfermedades. Se hace mencién
de los genes frecuentemente relacionados con resistencia. Se concluye que la resistencia a la
tuberculosis en el ganado presenta una variacion genética que puede ser identificada, medida
e incorporada a procesos actuales de seleccion en ganaderia para obtener animales resistentes
a la infeccion.

Palabras clave: Tuberculosis, Resistencia, Genética, Ganaderia, M. bovis.
Abstract:

Bovine tuberculosis (bTB) is a chronic disease of cattle and other animal species caused by
Mycobacterium bovis. The importance of bTB is that it represents a risk to public health, and
causes economic losses to the livestock industry. Because of this, many countries have
established control and eradication programs with partial success. Therefore, the search for
new strategies to control this disease is relevant. In Mexico, the prevalence of bTB is
estimated in 16 % in dairy cattle and in less than 1 % in beef cattle; however, field studies
have proved that in spite of the high prevalence in some herds (25-35 %), and long periods
of exposure (3 to 5 yr average), the prevalence never reaches 100 %; this suggests that some
animals are naturally resistant to tuberculosis. Considering that clinical manifestation of bTB
depends on the interaction of various factors, it is reasonable to think that genetic variations
in the host can be associated to resistance to this disease. This review, presents the state of
the art in this matter; it describes the results of studies performed in different animal species
and humans with the purpose of detecting genetic variation associated with disease
resistance. The main genes associated with resistance are described and discussed
individually. The conclusion is that genetic variation in cattle is associated with resistance to
tuberculosis, and that this variation can be identified, measured, and incorporated into the
current process of animal selection in the livestock industry to obtain animals more resistant
to infection.

Key words: Tuberculosis, Resistance, Genetics, Livestock, M. bovis.
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Introduccién

La tuberculosis bovina (TBb) es causada por Mycobacterium bovis, patdgeno
filogénicamente cercano a Mycobacterium tuberculosis, el causante de la enfermedad en el
humano (TBh). La TBb representa un riesgo para la salud publica, puesto que entre el 3 y el
15 % de los casos de TBh son causados por M. bovis®? y tiene un fuerte impacto econémico
en la ganaderia debido a bajas en la produccion, al decomiso total o parcial de animales en
rastro y las limitantes en la comercializacién del ganado y sus productos. En la actualidad
existe interés en muchos paises por erradicar la tuberculosis del ganado; sin embargo, a pesar
de los multiples esfuerzos y la enorme cantidad de recursos invertidos, la enfermedad esta
lejos de ser eliminada. Aunqgue los paises desarrollados han logrado llevar a niveles minimos
la prevalencia en el ganado, en la fauna silvestre la tuberculosis se ha convertido en un
problema mas dificil de resolver®4),

En el caso de México la prevalencia de la TBb se estima en 16 % para el ganado productor
de leche, y en poco menos del 1 % para ganado de carne en la mayor parte del territorio
nacional®. En el ganado lechero, el problema se agrava por la baja participacion de los
productores en actividades de campafia, la cual es menor al 30 %, como consecuencia del
pobre comportamiento de las pruebas de diagnostico in vivo y la falta de esquemas de
compensacion por los animales sacrificados®.

Observaciones de campo indican que, a pesar de la alta prevalencia en algunos hatos lecheros,
que llega a ser de 25 a 35 %, ésta nunca alcanza el 100 %®. Parte de la respuesta a este
fendbmeno es la alta tasa de desechos sustituidos por nuevos reemplazos, libres de la
enfermedad(™. Se ha observado que algunos animales nunca presentan la enfermedad, a pesar
de estar expuestos al patdégeno por periodos prolongados (meses e incluso afos), lo que
sugiere que estos animales pueden ser naturalmente resistentes a la tuberculosis, y quiza a
otras enfermedades frecuentes en el hato. Experimentalmente se ha reportado que algunos
animales inoculados con altas concentraciones de M. bovis no desarrollan lesiones,
reforzando la hipotesis de que en estos animales existe una resistencia innata a la
tuberculosis”). Investigaciones recientes han intentado identificar marcadores genéticos de
resistencia a enfermedades, de modo que se puedan incorporar a la mejora genética de
animales con fines comerciales. Es asi que ya existen marcadores que Se usan para mejorar
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los indices de produccidn, reducir el intervalo entre partos, incrementar los pesos al destete
y mejorar el porcentaje de grasa en leche, entre otros®,

Factores en la infeccion de Mycobacterium bovis

Los factores que influyen en el desarrollo de infecciones son: el hospedero, el patégeno y el
ambiente®!9. Todos ellos interactGian e influyen en la manifestacion de la misma®. En el
caso de la TBb se ha determinado que existe una heredabilidad significativa para la
resistencia del huésped a la enfermedad en el ganado; este parametro es de gran importancia
ya que es uno de los factores que determinaran el éxito potencial de los esquemas de seleccién
en la produccion ganadera®!!2. Potencialmente el seleccionar individuos genéticamente
resistentes a la TBb, puede contribuir a reducir el problema*?,

Estudios de resistencia

Tanto en humanos como en animales se han realizado estudios tratando de diferenciar
individuos genéticamente resistentes a la tuberculosis. Estudios en gemelos proporcionan una
prueba definitiva de que los factores hereditarios son determinantes para el desarrollo de la
enfermedad, es decir que existe una mayor tasa de concordancia entre gemelos
monocigdticos versus dicigdticos, lo cual indica que la susceptibilidad hereditaria es un factor
determinante para el desarrollo de la tuberculosis en los seres humanos®®).

En 1926, 251 infantes fueron accidentalmente “vacunados” con una cepa viva virulenta de
M. tuberculosis, los cuales mostraron una amplia gama de respuestas a la infeccion,
demostrando la existencia de factores innatos que influyen en el desarrollo de la infeccion®®.
En el caso especifico de M. bovis, en los afios 40s se encontrd que dos cepas consanguineas
de conejos mostraron dos fenotipos, uno susceptible y otro resistente a la infeccion, lo que
sugirio que el perfil de la enfermedad desarrollada por los conejos tiene un fuerte componente
de herencia genética®. La diferencia de susceptibilidad de ratones a la cepa vacunal BCG
(Bacillus de Calmette y Guérin, vacuna contra la tuberculosis a partir de extracto atenuado
de Mycobacterium bovis) de M. bovis llevo a la identificacion del primer locus de
susceptibilidad a la TBb, conocido como el gen Nramp1®®,

La resistencia genética a enfermedades se ha explorado en varios paises“®??, vy la
informacion generada se ha implementado ya en programas de mejora genética en el ganado,
como ha ocurrido con mastitis®®. En tuberculosis, algunos estudios han reportado razas de
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ganado con diferente nivel de susceptibilidad; la raza cebl demostro ser méas resistente que
la Holstein y las cruzas de Holstein con cebu, a diferencia de las razas europeas que mostraron
un patron de lesiones mas severo(®22),

Bermingham et al® estimaron indices de heredabilidad entre 0.14 y 0.18 para la respuesta
positiva a la prueba de la tuberculina y la infeccion confirmada de TBb en ganado
HolsteinFriesian. Estudios en ciervo rojo han demostrado diferencias en susceptibilidad y
transmision de la especie, sugiriendo fuertes bases genéticas®; la heredabilidad de
resistencia en esta especie fue estimada en 0.48. En venado cola blanca se demostro que los
animales con infeccion eran genéticamente mas similares entre ellos que los no infectados¥.

En ganado cebl se han reportado dos alelos asociados significantemente con una baja
incidencia de TBb en una region microsatélite del gen Nramp1 (25)*%. De igual manera, en
ganado europeo (Bos taurus) se encontraron dos microsatélites, BMS2753 y INRA111
fuertemente asociados con una respuesta positiva a la prueba de la tuberculina®®; este tltimo
(INRA111), también ha sido asociado con la susceptibilidad de padecer mastitis®®.

El escaneo del genoma completo tambien ha sido utilizado con éxito en el ganado
HolsteinFriesian®®. Un estudio revel6 tres SNP (polimorfismos de un solo nucleétido) en el
cromosoma 22 asociados con susceptibilidad a la TBb®?, También se ha encontrado
asociacion significativa entre el receptor TLR1 en el sitio TLR1-G1596A y la susceptibilidad
a la TBb®),

Un estudio reciente que incluye el analisis de diferentes fenotipos (animales reactores a
tuberculina, lesiones visibles y aislamiento de M. bovis por cultivo) en la susceptibilidad a
TBb, identifico 2 SNP, en los cromosomas 2 y 23, asociados significativamente con
diferentes rasgos de susceptibilidad, los cuales proporcionan posibles marcadores para la
seleccion de individuos susceptibles, diferenciandolos de aquéllos con el potencial de
resistencia a la enfermedad®?.

Genes asociados a resistencia

En estudios de expresion génica se han identificado genes diferencialmente expresados entre
animales infectados y no infectados con TBb. Los mas frecuentes son: Adam17, Cxcr3, ler5,
Phb2, Cd84, Tbkl, TIr2, TIr3, Bcl2, Nfatc4, Ifng, Ifngrl, Tnfsfl3b, Kiaal971, Slamfl,
Caspl, Defbl0, Ifnarl, Kir3dsl, Myd88, Ptpn2, Statl, Stat2, Treml, Tyk2, Tyrobp, Cd83,
Ctla4, IL1A, IL8, e 1L15(831),
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Se ha propuesto que algunos otros patégenos, tales como Brucella abortus, Mycobacterium
avium y Mycobacterium paratuberculosis pueden activar genes similares®?; por lo tanto, al
seleccionar animales con resistencia a la TBb, se podria beneficiar también el control de las
enfermedades causadas por estos microorganismos. Varios de los genes mencionados,
ademas del \dr y el TIr2, también se han asociado a respuesta inmune y a TBh®,

Cuadro 1: Polimorfismos de nucledtido unico (SNP) asociados a resistencia vy
susceptibilidad a tuberculosis bovina

SNP Cromosoma Asociado a: Referencia

ARS-BFGL-NGS-60576 22

ARS-BFGL-NGS-21481 29 Susceptibilidad a M. bovis. Ubicados en el Finlay et al.,
gen Slc6ab. 20129

ARS-BFGL-NGS-102776 22

rs136617760 2

rs42494357 13

rs110465273 13

rs42494342 13

Resistencia a M. bovis Bermingham et

rs109809949 13 al., 201449
rs109042660 13
rs137562332 13
rs132841890 13
Hapmap50596-BTA-121389 23 Resistencia a la infeccion de tuberculosis Richardson et al.,
bovina 201664
SNP41 12
. Asociado a la susceptibilidad a tuberculosis Richardson et al.,
BovineHD0100019801 1 201664
SNP137 26 le Roex et
Susceptibilidad a M. bovis al., 20139
SNP144 11
SNP en el gen TNF-o asociado con el riesgo  Cheng et al.,
9.27534932A>C de tuberculosis bovina 20169
] . ] Bhaladhare et
rs55617172 17 Resistencia a M. bovis al., 2016
Nrampl (Natural resistance
associated macrophage protein Asociado significativamente con una baja Kadarmideen et
1) codificado por el gen Slc11A1 incidencia de TB al., 201149
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Estrategias de estudio de marcadores asociados a resistencia

En general, los estudios de asociacion genética a la TBb se dividen en dos grandes grupos:
1) de genes candidatos especificos y 2) de genoma completo®®. Los primeros estudian SNP
u otras variaciones en genes de relevancia bioldgica. Por ejemplo, se han seleccionado genes
relacionados con respuesta inmune o asociados a otras enfermedades. En este tipo de estudios
se utiliza un nimero relativamente bajo de marcadores®. Los estudios de genoma completo,
por su parte, incluyen la genotipificacion de marcadores polimérficos en todo el genoma.
Este Gltimo procedimiento posee la ventaja de que en el proceso se pueden identificar otros
genes que confieran resistencia y no necesariamente estén asociados a respuesta inmune®”:
No obstante, el procedimiento a seguir depende de la informacion disponible, y de si se
conoce o0 no el genoma completo de la especie de interés. Aunque el mejor método de estudio
es el de "genoma completo”, en especies con poca informacion gendémica, el metodo
recomendable sera el de identificacion de genes especificos®.

Limitantes en el disefio de los estudios de resistencia

Los estudios de asociacion genética en ganado no estan libres de errores. Uno de los
principales riesgos es el de encontrar asociacion ficticia entre variacion genética y resistencia
0 susceptibilidad a la tuberculosis, por lo que es necesario que toda asociacion sea verificada
por la replicacion de los resultados®®. Varios son los factores a considerar en estudios
genéticos de susceptibilidad y resistencia. Es vital la precision del diagndstico de la
enfermedad utilizando las pruebas diagndsticas con la mejor sensibilidad y especificidad para
definir casos y controles, es decir, animales verdaderamente enfermos y animales
verdaderamente sanos. La identificacion de fenotipos debe ser precisa de acuerdo a la
pregunta de interés; por ejemplo, en el caso de TBb si se tiene interés en determinar la
enfermedad activa, la prueba de la tuberculina no es la mejor opcion debido a su baja
sensibilidad; el grupo de casos (animales verdaderamente enfermos) debe estar conformado
Gnicamente por animales que presenten lesiones sugestivas de tuberculosis en rastro, y que
la enfermedad sea posteriormente confirmada por el aislamiento del Mycobacterium por
cultivo (prueba de oro)®. El grupo control, por su parte, debe estar conformado por animales
gue no presenten lesiones sugestivas en rastro y que sean negativos al cultivo. Ambos grupos,
casos y controles deben tener exposiciones comparables al patégeno para clasificar
correctamente a los fenotipos de susceptibilidad y resistencia, y ser ajustados por otros
factores tales como edad, medio ambiente, etc.®¥. Es muy recomendable que ambos grupos
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provengan de los mismos hatos, de los cuales se tenga la tasa de incidencia de la
enfermedad®®.

El tamafio de la muestra es también importante, y debe ser lo suficientemente grande para
asegurar potencia estadistica en la deteccion de variantes con efectos pequefios. El poder
estadistico es una funcion del tamafio de la poblacion de estudio, asi como de la frecuencia
alélica del SNP y del tamafio de su efecto sobre el fenotipo evaluado. En este aspecto el
tamafo de la muestra debe estar en el orden de los cientos y hasta de los miles. La falta de
potencia estadistica debido a tamafios de muestra inadecuadas es una de las causas mas
frecuentes de resultados de asociacion no reproducibles®®,

Uso de SNP para asociar resistencia a tuberculosis

El ADN esta compuesto por cuatro bases nitrogenadas: adenina, guanina, citosina y timina.

Cuando se detectan diferencias en una sola base se le conoce como polimorfismo de un solo
nucleotido o SNP. La ubicacion de los SNP puede estar asociada a genes relacionados con
caracteristicas importantes de los individuos para mejorar diferentes parametros productivos,
por ejemplo, produccion y porcentaje de grasa y proteinas en leche, intervalo entre partos y
peso al destete, entre otras“?. Estos marcadores se han utilizado también con éxito en la
determinacion de identidad genética y del parentesco de los animales®). Incluso, existen
estudios que utilizando esta herramienta han identificado ya fenotipos de resistencia y
susceptibilidad a enfermedades en ganaderia, como es el caso de la mastitis®44243),

En estudios de asociacion se comparan las frecuencias alélicas de marcadores especificos
entre individuos infectados, enfermos, no infectados y no enfermos. Los estudios de
asociacion se dividen en aquéllos que tienen un gen como candidato y los que estudian todo
el genoma®. Dentro de los genes candidatos se investigan los SNP considerados de
importancia bioldgica. En el caso de tuberculosis, generalmente se seleccionan genes
implicados en la respuesta inmune o que han demostrado asociacion a otras enfermedades
infecciosas®.

Como ya se menciono, la estructura genética de los individuos juega un papel importante en
el desarrollo de la tuberculosis, tanto para humanos como para animales. El estudiar el patrén
de expresion génica de un fenotipo en particular, da lugar a la identificacién de genes
candidatos, como el Slc1lal (Solute Carrier Family 11 Member 1), que modula la actividad
de los macrofagos contra parasitos intracelulares durante las primeras etapas de la
infeccion®®?. En estudios de transcriptémica se identifican las diferencias en los perfiles de
expresion génica entre los grupos de animales seleccionados para identificar los marcadores
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de infeccion que garanticen, en conjunto con datos poblacionales, la seleccién de animales
resistentes o susceptibles a la enfermedad®).

Los SNP también se han utilizado para determinar asociacion de genes con la resistencia a
medicamentos utilizados en el tratamiento de la TBh; uno de los principales es la isoniazida
(INH). Algunos estudios han indicado que la tasa media de resistencia primaria a INH es del
7.3 %%, Con el analisis de 20 genes (FurA, KatG, MabA, InhA, AhpC, Rv0340, IniB, IniA,
IniC, SrmR homolog, FabD, KasA, AccD6, FbpC, FadE24, EfpA, Rv1592c, Rv1772, Ndh,
NhoA) implicados en la resistencia a INH y secuenciados para obtencion de SNP, se
encontraron 17 (44.7 %) aislados resistentes a INH, con mutaciones en los genes KatG, MabA
y Rv1772. Setenta y seis (76) por ciento de todos los aislados resistentes a INH mostraban
una mutacioén en el gen KatG, confirmando variabilidad genética de individuos resistentes y
susceptibles al farmaco, igual que ocurre con las enfermedades“®.

Los estudios de resistencia a TBb son escasos pero muy informativos. Bermingham et al®?,
utilizando 592 casos y 559 controles, y marcadores de alta densidad (777,692 SNP),
encontraron tres SNP significativamente asociados a resistencia a TBb en los cromosomas 2
y 13. Richardson et al®¥, con 3,240 hatos lecheros irlandeses divididos en casos y controles,
de acuerdo a resultados a la prueba de la tuberculina, y asumiendo el mismo nivel de
exposicion, obtuvieron un SNP (BovineHD0100019801) asociado a susceptibilidad a TBb,
localizado en el cromosoma 1, y un SNP (Hapmap50596-BTA-121389) en el cromosoma 23
asociado con resistencia a TBb. Ello demuestra que existen SNP asociados con caracteristicas
de interés, y que pueden tener un efecto protector en las infecciones por M. bovis®®, o contra
la infeccion de tuberculosis pulmonar causada por M. tuberculosis en humanos®. Un
ejemplo claro es el gen NOS2, esencial en la regulacion de 6xido nitrico, que puede matar o
limitar el crecimiento de M. tuberculosis®.

M. bovis posee una amplia gama de huéspedes, incluyendo especies de vida silvestre®, por
lo que estudios en estas especies también son relevantes. En un estudio relativamente reciente
donde se estudiaron 198 casos y 670 controles de bufalo africano (Syncerus caffer), definidos
como positivos 0 negativos, respectivamente a la prueba de ELISA (Bovigam) y la prueba
de la tuberculina, se buscaron marcadores SNP situados en genes relacionados con el sistema
inmunoldégico y el estado de la infeccion de la tuberculosis. Como resultado, se encontraron
los polimorfismos SNP41, SNP137 y SNP144, en los genes Slc7al3, Dmbtl e IL1A,
respectivamente, asociados a la susceptibilidad a TBb®.

69



Variaciones en el nimero de copias (CNV)

La secuenciacion del genoma completo esta abriendo una nueva era en la gestion de los
recursos genéticos en las poblaciones de ganado. El genoma bovino esta constituido por 29
autosomas y los cromosomas sexuales, con un tamafio estimado de 3,600 mpb y al menos 22
mil genes®). La variacion en el nimero de copias (CNV, por sus siglas en inglés) son
segmentos de ADN que miden desde una kilobase hasta varias megabases. Los CNV
representan otra fuente de variacion genética que puede complementar al SNP en la seleccién
de animales. Los resultados de la genotipificacion con SNP estan disponibles y pueden ser
utilizados para la identificacion de CNV®", Las variaciones en estas regiones pueden ser por
eliminacion o duplicacion, lo que produce ganancias o pérdidas especificas de ADN
gendmico, que a su vez resulta en un nimero anormal de copias de una 0 mas secciones de
ADN. Los CNV son segmentos de repeticiones en tandem, que incluyen genes y otros
elementos conservados con funciones potenciales, ademas de la alta tasa de mutacion®®),

Se ha encontrado que los CNV pueden proporcionar una mayor cobertura al SNP del genoma.
Esto ayuda en estudios de asociacion para la identificacion de variabilidad fenotipica®®. De
acuerdo con resultados recientes en humanos, las variaciones estructurales que incluyen a los
CNV afectan la expresion génica y estan relacionados con la aparicién de varias
enfermedades; cerca del 12 % del genoma humano esta afectado o cubierto por CNV®9),

Actualmente se cuenta con varios métodos para identificar CNV; uno de ellos es el método
aCGH (array comparative genome hybridization), que necesita la secuenciacion de todo el
genoma para disefiar matrices de mosaicos con oligonucledtidos regularmente espaciados®?.
Dos muestras de ADN genomico se hibridan en la misma matriz de oligonucleétidos vy la
informacion de los CNV es relativa a una muestra de referencia. Los paneles de alta densidad
de SNP actuales permiten obtener facilmente informacion relativa de los CNV®Y,

Liu et al® realizaron un analisis sistematico de CNV de 539 bovinos con el chip
BovineSNP50, donde identificaron 682 candidatos de CNV con 139.8 megabases, asociados
significativamente a inmunidad, produccion lactea y reproduccion. En ganado Holstein chino
se han identificado 367 regiones de CNV, 1.61 % del genoma bovino, con 218 CNV
conteniendo 610 genes, considerados de alta funcion molecular®®,

La mayor parte de los reportes sobre CNV y su asociacion con susceptibilidad o resistencia
a TB son de estudios en genoma humano; los estudios en ganado productor de leche son
escasos®?; sin embargo, algunos autores reportan que los CNV en ganado son comunes.
Algunos estudios de asociacién han sido realizados usando aCGH (array comparative
genome hybridization)®2%9, otros con informacion de genotipos provenientes del
BovineSNP50 BeadChip“®®). Dos estudios han identificado 855 nuevos CNV en 256
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muestras en Bos taurus coreanae®. En bovinos, con marcadores de mediana densidad (50K
SNP), s6lo se ha podido identificar una fraccion de los CNV, y se espera que con el uso de
marcadores de alta densidad (770K SNP) se logre identificar un mayor nimero de CNV en
el genoma bovino®?,

Ventajas de los estudios de asociacion genéticay TBb en México

Exceptuando a los paises africanos y algunos sudamericanos, una de las ventajas de México

sobre los paises que han realizado estudios de asociacion genética de resistencia a la TBb, es
la alta prevalencia de la enfermedad en el ganado para leche (~16 %)®, con tasas de
exposicion al patégeno muy uniformes y la facilidad de identificar fenotipos de manera
precisa. Mientras que en la mayoria de los paises la identificacion de los casos (animales
infectados) y los controles (animales no infectados) se hace a través de diferentes pruebas
indirectas, lo que resta precision al disefio®®, en México se pueden hacer estudios de
resistencia a la TBb con un alto grado de precision. Dada la prevalencia de la enfermedad en
algunas regiones del pais se puede identificar perfectamente a los casos por la presencia de
lesiones visibles en canales en rastro confirmados por aislamiento del patogeno en el
laboratorio, y entonces identificar a los controles, animales provenientes de los mismos hatos
que los casos, pero sin lesiones visibles y negativos al aislamiento en el laboratorio. La
informacion sobre tiempo de exposicidn se puede obtener de los registros de produccion de
las unidades de produccion®.

Uno de los problemas fuertes en estudios de asociacion entre estructura genética y
susceptibilidad o resistencia a la TBb actuales es precisamente la identificacion confiable de
los fenotipos, algo que en México puede lograrse sin dificultad como se explica en el parrafo
anterior, y asi poder realizar estudios donde se comparen los genomas de casos y controles
para encontrar variantes alélicas que pudieran asociarse con fenotipos de interés®?,

Conclusiones

Debido a la dificultad de erradicar a la TBb se deben considerar medidas adicionales o
complementarias para su control. Una estrategia puede ser la identificacion y seleccion de
animales naturalmente resistentes, ya sea por medio de genes especificos relacionados con
respuesta inmune o por estudio del genoma completo, mediante la identificacion de SNP y
CNV asociados. La informacion actual indica la existencia de bases genéticas asociadas a
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resistencia y, por lo tanto, la posibilidad de seleccionar individuos de manera natural. México
tiene ventajas sobre paises que han realizado estudios de asociacion genética con resistencia
a la TBb por su alta prevalencia de la enfermedad, las tasas uniformes de exposicion y la
facilidad de identificar fenotipos de manera precisa. Mientras que en la mayoria de los paises
la identificacion de fenotipos se lleva a cabo a través de pruebas indirectas, en México se
pueden detectar por presencia/ausencia de lesiones caracteristicas de la enfermedad
confirmadas por cultivo, incluyendo informacion sobre tiempo de exposicion a través de
registros de produccion.
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| COOASRC TR AT SRAAAT arplfed  predud wes
hytridmed 4o @ Aylsn membane o which 57 soecsl Sedlsnde
Trosen M Fubsrcaskears HITRY and B Shaosr yusncoss from M S
B wene xrembennily Bxnoned [leogen Beiscencs By, Maarssan, The
Nefherdands) For ihe delesion of hyibeidzing DRA,
T TRl ™| E::_d-m#nm | BThi i . B e T
Fiacsalarwary, BoJ] wisi imed, Tolkowed By enposas bo X-ay fm
[Hodak] for 45 min Spolgolypes waie Named acbonding 1o B
webaile U bessis spobgoivpe dalalase (Wb miboeil ongl

Porglogenetic anayais

Epdligobyping daba were onwerisd o charaser  daila
[@baerE=0 and present=1) for the 43 probe hybrdmaon positons
Cansly: elhioehip bebvesn spoligohypes wis delemmined By
using the algodim MRELWVNTRoUS aweilable o www mine
vilrpis ong. Eveluionany r-lhﬁu'-rln-au delermrined thiroughou
o ighniesl in Sl Took et b
|mﬂmﬁmm1rﬂﬂlwmma
|t thres solaies Spoligoforesl prowides an swolufonary geneic
T showing e Mo probade datorship of all the Spokgoty e
In O ke sl (Fioves o al, 20020 This algorkhm e & modsl
ihal oordihens misbord by imevemible celeions of S{osns
iy probabilifes io e engite of Dese debsloons. The number
of molales in D clster debermines the size of each node in He
inee Sdgess befwesn rodes refesd eesloionany neabonships
bebwien sooigobes with arrowvhesds poiniing o descendanis.
Epodigotypess from Jaksos wene malched 1o & frzen offeer
Examte of Mo in dedermrns the el of dissemination of d b
in e Exasniry

RESULTS
. of 337 lsolates from Jalsco, 3 bl of 58

catfie, suggesting related strains between these two
breeds [Tadke 1)
Oult of the 1,152 lsniabes from states other than Jalksen,
atotal of 158 were obtaned, which Incluged
SE% of all Isoiates In the data set, 58 were mphans. The
1en most Sequent spoligotypet I Jallsco were 3iso the
ten most mhmmumm
shiy-ix  were found I the
m.nm-umpmaaﬁmammamhm

:

M%EMWMH“MM
thnee
cattis
cattia

Jalsco: SBOSTI, SHOST1, SBOGED and ,
aiso fhe maost frequent ones In omer stales. Some
SO0IQUNYDEE afe COMMON B dalry and beef catie,
SUgDEEng =ided Si@s of UTE Detwesn Mese to

Hgnzmwmmmmmmmu
Eniates Som Jalsco, where the comuly o Ines

ndicaies the weight of Me Mypothetical evoiubionary
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e 3
'

_|,

] o
Figura 1.

oyl
Erachets indicates the rumber of Bokies per biesd

IE'EIHIHHP [Defwean . confpuols  line
|mmmlp5!ﬁmmmm
bwo trees with connected components. The Digoest free,
the one with the lamest number of branches, & rooted by
sirain 550140, suggesting s 35 the oidest siin In the

A total of 141 isniales descendad Som SBO140, In four
defined clusiers wiih 9 to 37 lsoiates each. The
evoiutionary  relalionship  batwean

SB0140 and SB0573, the spoligotype with

the Iargest clusier In the data set s sTong, suggesting a
smal number of hh&ﬂ#m
Spoligotype SBOEED, fie second ciuster, has a
strong relatiorship win spoiigotype SBOST3 but Is not

direcdly connected o spolgotype SB0140, suggesting a

rnew route.
sq:ug:qpesgeum& SEQ252 and SB09T1 all dreclly
descended from SB0140 SB0145 and SBOST1 have

fhelr own evoluton mule since omer =
derfvar from Mem (SB05E3 and S811156, respectively).
From the 5econd e, moted by Spo SBOTH,

criy one lineage Is formied, ghing origin 1o sirain 580119,
hieranchical of

3 shows the spoligoforest
ﬁmmmmmnm the
Jaisco's spoilgobypes, the ofer Stales spollgofonest
shows two Separsied fees, onginating aiso fom SBO0121
and SBO140. The only big diference betwean the o
5 the pregerce of spol SBOET1
will 3 |arge numDer of lS0iEeE In 3 Separ@ed branch,

SE140 shems o b4 he unlzf“;':u“ﬁ:qpe h'm

DISCUSSION
Spolgotypes  SEDGT3 and SBOSED were the most
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an

o e o B Boreds iaclabes obfained from cadle in the Stale of Salson Ruomies® in

SB0571 ant SARLS were 360 e Mo requert bk

the rest of the country, however, this fact does not
mmmamﬁnm{ﬂlm
snce no epideminiogical evidence sirains
from different sources I Mexico could be ltis
own that Jalsco I5 an Imporant souce of dairy
10 oihar In Mexico under
MEpiacEments : oo ame-ﬂ:l:
io the Iack of IMfonmaton on movement of catbe. It Is

hosesver, what the disirioution of M Bovis sirsins In the
wmmmnmmm
condiions In Mexco. Dairy catte ane raksed In closa
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Tabla 3 Frequency and relafonshin of M bows selaies fnom Jeison and oiver Siabes of Mexioo by bread

2pallgotypec Mumbsr of _ Etabs (number of lcolatec by 3taie for Stabec other than Jalcoo)
from Jallkeoo IGolates  Dairy Eeel

Ags (3], B [3), Chih (6], Coal (18], Edolex (17], Ghz

Chih (1}, Dgo (1], Gio (2.1, Z2ac

Ags (T), Toah 25, Col (1), Gro 1],

SEOETI Es 15, Hpo (171, Gro (851, 3in (), BLF (1), Ver (1), Zac (11 41 Rdich (4], Mor (T}, @ (7).
F— - Ags (51, BC (1), Chis (1), Egobex (10), Gt (8], Hoo (21, Gt (), Mich (1), @re (15), 5o Ags 63, Edolex (7], Gi9 (3], Gre (1),
; Mich (4], Gro (22, BLF (1), Ver (1], {4, Wer (1), Mhor (1], By (21, 2o (7, 5LF (3,
P— 3 Ags (11), BG (1), Coah (10}, Cof (13, Dgo (3), Edokex  Gio (23, Mich (1], May (51 y2ac  Gro [2), BL (1], Fust (41, SLF (3,
° | 18], Gro (), G (<), Hgo 5], Gro jd), 1P (3}, Taw {(1]. {31 Bon (1), Zac (1L
Ags (10, Chim (3], Soah (Z), Edo Mex (5], Gio (3], Hgo : ) )
SE0%ED ) A et 3, G i3t 2ae Ghe (91, MicR (1], 3¢ 21 Ags 15, EtoMe (2, Gt (), Mor (1)
SEOHAE - Ags (4], BC (), Edoblex {15, 3o i), Hae (51, Sro - Ags (2], My (1], Gro (2, Sin 2}, Ver
: {2, Ve (Z), Zac 1] {1}
Ags (11, BC.(1), Chih (29), Cosh (21, Ededders (31, Hgo
SE0NZY 74 e 1 MCh (31, Nay (11
Ags (51, BC [90), GRR (1), Do (1), So Mew (31, G0 (2L Mar (1], May [£), San 1)y ver ) .
SECES3 a7 Pty o SIn (1], Son (1], Ver (1.
Ags (5], Cod (11, Dipo (1), Edo Mex (71, Mich (1], & (2, . Fue [}, ELP [3), Sin {1}, Tamps
SE111E 3z 22 1) Gro (1, Bay (1], Ver (51 (e (2.
EBO25D EE Egm:iﬁwmiﬂommll Groith B naep 3, @0 (1L SRTL Cai (1], My (1), Pue (), 5LP (3L
SEC119 12 i 423, Ceah 123, Dgo (1, Hoo @y ML (1L Gte (1L ol (15, =N (1)
SECa8: 10 Edo Mex (3], G0 (1], Hgo (@) @0 (1], ELP (2], - -
SEIDLL 3 Edo Mex (31, Hge (2, S0 (2. - @ro 1}, Zac 1),
SEIT1E 1 Ags (1] - -
BEIHA 1 Edo Mex (1] - -
Even though clustering of lsolates ocoumed, the  lines emanging as a consequence of the high

:ur_.-m beef cattie might jeopardize the godls of
the rational program io eadicate bTE, and Te
sxportation of caEves, an Imporant source of
[l.lTEl'l}fl'ﬂ' famens. In his s
not koW however [T best animals Tound |
are from cattie for beef oparations o fom oalry
WheTe GOmESmes, beet buls e used
fOr Dresding COWS Wi DmOiSTE,
ani best calves are Kept fof fattening I Mg same
famm.

divessty of spoligotypes |s wide. This agress win
DrEWiOUE reports (CobosMarn & al, 2005
SantiEanfiores ef al, 2006; Reyes ef al, 2008
ParEr-GUEED 8t &l 2004, Bobalia-oel Vale ot
al., 2015; Sandova-AzZIEn et A, 2017), where In
spite of sampies Tom dfferent and
£Dacic regions o Mexco, the diversiy of stirains
hat besn evident, suggesting an Intense and
continuous exchange of animals, and rew genstic
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Figuen ¥ Spolgolonsst of M bowis spoligobyees oblained Trom calfle in Jalson, Medoo
Modes are labeled » fhw SE denifer e irdicsied in oo oty ranbens in
parerthesis ndicale cusier sire. Lints Bebaeen nodes nefbect hypoifsiical svolufonarny

Tk (P, AR
i st ETOer ol alicreben
Bosien. FEp tasollook e ufee i i

oe |3 Fua-Domenech e al,
a 201 ].a-nmmelnmummg:m[nela

{Bobadila-del Valie et al, 2015).
Iﬁ:u SB0140 has been studed In e
U {Smith et al, 2003). I was conciuded
that the frequency of sirains Wwith SB0140 In that couniry
cannot be expiained mmnmrtﬂmrtaﬂeﬂm It
has been concluded Increase In
mnt-erhaq:-eﬂﬂ-r.regcﬂlna'ﬂu'la by
selection of Tavorable muistons when some cells fnd
new hiost o W . In
Mexico, It I5 mmmwmmz
least for the most frequent spol
favorable mutations due o e o M
mmslnmmutnmemmaﬁmmmmmm
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sokgoty e Wil anmces dendling descendence Conbinucis Fnes

ndiscriminate movement of animals betwean
Cusiers Wi smiiar or highly similar bowis
Eolginypes are consideted e result of recem
transmission, and Mat Me orphans arise from

or reactvabion of acquired Infections (Lugdianl et al,
200E). However, oiher factors may be Involved In hat
guEtEning, that i, samping and the mutaton rae of the

molecilar marker ussd In 1l [Tanaka ard
Francis, 2005 In the: curmen , Doth clustering and a
high frequency of orphian spol oo, CIOSEng

mighi well e 3 consequence of the condtions In which

gy catiie are malmzined, In densty populaions

mmmnlﬂmmmmd
animais betwasn regons of M Nign prevalencs
diseane, whikch gives s to new genelic Ineages.
Someming that Is cear from the cument
moiecular Its&if |5 not enough o
epigeminiogy of @ disease. In the present stuty,
on maesEment of animas from Jalsco could be
In spfie of Indenshee search of data, and this & dearty a
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8.4. Articulo 3. Genome-Wide Association Study in Mexican Holstein Cattle Reveals Novel
Quantitative Trait Loci Regions and Confirms Mapped Loci for Resistance to Bovine
Tuberculosis.

. animals ﬁPJ

Genome-Wide Association Study in Mexican Holstein
Cattle Reveals Novel Quantitative Trait Loci Regions
and Confirms Mapped Loci for Resistance to

Bovine Tuberculosis
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Simple Summary: Buowcine bubedoslos i an infiectuoes diars: of oo sued by Myoobotesn boms
charasch: Tiesd by B fofvsaton of buberdes in @iy ofgam of oo Bov e bubeioslosis fopicsoits
a mignifEen] veleritary sl pebdic ealth problan momary parks of Be woerkl B o acooeiss
iansEtid do b theugh omsemption of infocio] e and e atile products. 5 lihosgh
ey Sachers il i infection e paogieseson of e diuass, e sl By ad i gonnl bed
et coimponedd el caplade wihy e animels get sich s olbsers fomain healty We pacsend
e vmlern of g i Varsns deeid b weillh fois et b babeicokses i Mocan Hidlsben dairy caltle
Loy @ e coiblcl appooach with o seheciv TN pooling, Hiere, v identifeed fovel quaniita v
trait lo degions harboring genes envolved in Mpobneeroon spp. imdaone fspoose This is & Gl
sy il fesis b b fubeiulos s @l o Moo Hobbesn ik B o b sy
procheotiche pelydiorpbism chip The ideniified gedes belong, bo Both, e alieedy ks, and b
wefisacburseed aqushiti i trait loci npgicorns.

Absiract Bovine tubsiculosis (BTHE) & 6 disss: of cattle bl sepacsends o tisk o public health amsd
Caus e wdoieaid ke b e Bvaslook idusiry. Focently, peoieie studss, B g -woals
i e sbmelies (COAAS) Purve: gically dmpeoved B sivcsiggabion of o ples. dessies aleiisfying
s of dssse assect sl gereaic Vaisite Hide s plosid evadenoe of gedeis vt
axehed wath s bo TH i Mossan dairy il veeig o oo condne] approech with e sdedave
DA polifiy e il desmgen. & bobal of 158 QTR (g ative Bail koo nogiado) a1 10FS PR
{propeition of fals: posstives]. 42 al 5% PFP amnd 5 at 1% FFP have been idenifind, w hach harbonsd
Tlarsectaicd pares. Cn BTALL, fve e (TTLRS wei aboniifed e e MA CRODT Gl KIFTEE g,
saapporiay e nVolveail o fesstsnoe b BT S (TR el aeved asobaied gedes that
hiie ety o Wil ficpoied aa arirodvid i i fopooe: o gaafed Mymbacimam sppe BTA (Bes
b gruiosoime) 1 CDST) AT (CT55), BTA 3{FCORIA L BTA 3 (HFE} BTA 25 (ILIIR], amd FTA
29 [ANOT and SITRRL We ilentificd ovel QTLEs harboring gemes svelved in A yoobacterton spp

Arrmals 3019, T LW dhak ] TR e FRFAN L WA Lt P ot Vil
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i e Deponse Thas is & Grst sonashing for nedstence o TH wdoctbon on M daisy cabibe busand
oot cdhenee SNP [Single Mudeotide Poly osphisos) chip.

Keywarde bovioe tubereadoss mmmmm,mnﬂ“:&mmly

L Imbredoctisn

Bovine tuberculosis (BTHR), comwed by Myobaoterium bomis i a chroede sfectGous diee s
characterized by granclosnas i affecind lisiues [1,2]. M beois infects o wide range of masnenalian
mﬂﬂ'ﬁhﬂﬂdwm:ifmln:ﬁ. ard husnaine; bhencfoa, iiinarhkhpnhl.'l'ﬂ]ih[!-]. It bz
by esimnaked that meacly 10 millicn peeple ane affecked by tubercubosis woeldw ide every year,
and that the proporfion of cases due e M boms in hoowas during the Lot beee decades woms from
QLS bo 13, deperuding cn the sbady popalaton [--£] Additiesally, bTB cones soonamhe b bo
thee lavsstiowk endusbry: indectind amioals have poor producton performencs, die of ase disposad of
pcenabanely [7.8] Cartle TH & consiade and the fousth mest significent livestock dissass i berms of
mtmh;mhﬂmh&iﬂﬁfﬁlﬁmhﬂﬂiﬁmhMﬁpﬁﬂbuﬂmtﬁudh
u-ukl].ﬁ-q:-n_[':"l. m&&nwﬁhhhﬂﬂhwﬂhmﬁﬁrwmw
s by wsbabbiahird. Thee prvsgram el on o stk and-alosghler sbrabgy in bieads of cattle, and caress
i.rnp-ﬂ.i.mﬂ.ﬂ:-.itﬂiu[!l.'l].

Rercunthy, pene lia: st Bl jpanome widse assesistioan studies (GWAS:) have gacathy impooved the
whdersbandang of complon diseaurs identifying tensands of dissaw-assosioked posomd: varients [111
Evidbenoe supgneats that genelie vasialicen and fesistoncs bo bTT exisls in meny specis, inclading
mm&ﬂnﬂﬂﬂr[]ﬂ:ﬂ.}hiahiliyvahumde[nﬂ[iuuﬂﬂilm i
hawe ahiree s that andividual varsakality for bt fesstance to TB bas a genetic basis [1415]. Other studies
Mvnhﬂmnnmﬁ:vmluhilumrduﬂlrbn-ﬁlﬁl:hi*dnﬁtmmhnhrulrpﬂ'hnl
ien Bos tmrus indinus comnpanad e Bos tasms [16,17]

I Mevica, bTR = still an endemse disease, and the availabality of genomie tocls, such as
haghrdensaty SNF (Snghe Muckotide Folymoenphiam), allowe disclosiog OTL {quantitative brait leci)
repions harboring gees iovahied i the e s pode sgaenst THL as previoesly sported io diffenent
cabtle populabices. Several shudiss bhave i et dentifed pemetic bes associatod with bTE neidance
They ircludind palyeorphisms in condidate genes e SLOT1AD in Adricen Selbn cattle [15], TLED @
Chaimese Holsteins [150 SMF on BTA2S in Lrish dainy herds [ 20, and thoae othier g tie ko cn BIAZ and
13w et @bty psmenciabind [21] A& GTWAS s olving Irich [—]ahl-—.i:u'::l-—;ﬁl"-dn&-fml‘-.' h-ﬁi-.:-'i'-n'ﬂ-'[lﬂ
coilaindny the L Dansporker g SLOBAS, w hichwas sugpotive by associabed with e lance [ 221
&.;mmw,mﬁmdmuymmmmp pnm&ﬂhmw
Mn@nmmamnmmn}mmﬂm ﬂﬁﬂhﬂ:mﬂpmiﬁ‘ﬂm
af genetic boct v ohvement i.nhunwn.llnp-m.n- e MATF [23]

The recbiooree, ithee aim of this shody weas o idenbify OTL aegions isvalved in resistenoe to TH in bexicen
dairy catthe using o GWAS case-control approach with o sedective DNA poolang experinsantal desge
2 Makerials and Methods

This progect wis approved by the Boethies Commitin of the Mabare] Seinoes Department of the
Anboneanoas University of Chaetaso ander segistoy emmber 23PCHN 016

21 Tissue Somples

Tasense sarples wete collacind froo carcasecs of sloughlerhoases in the Stk of Jalisceo and

ke Thise bw o sbales ane bocabind in aentral Mesico wheae the w ithio-beend prevakones of

buabue perad i irw iy catibe is abwat 16%. [24.25] Animals shanaghienand wene Holsbein cows froe small
Faily- e beords with on overage size of 70 head
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e s This 3 @ Brsl scranning for nedstence e TH wdection on Meoceen daisy cabile basend
cet i ke SN (Sanggle Muckeotidse Pobymosphisms) cap.

Keywarde bovicss habseredogs mmmmm,qm”ﬂ“mmmjp

L Imtredoctsn

Bovine fubercolosis (bTH), cweed by Mycobaotedum bomis is o chooede infecbous dieeso
characterimed by E‘Hﬂmmhnﬁnﬂndﬁummlll{his anﬁwﬂfw
}uhdmuhcudwﬂuﬂ;lusf-:-::, ard husnans; bhenefeas, iihnrhkhpuhh.'l'ﬂ]:l.h[ﬂ. 1i b
by rslimabed that mearly 10 milion people are affacked by ubsrculosis workdw ids every yoas,
anwd that the proporGon of cases dus te M bos in hasane daring e Last teee decadios wom from
(LF bo 1%, depending cn the stady popalaton [E-£] Additionally, BTB causes econombe boesses o
b 1w emstoeck sndusbry- hﬁ&daﬁnukhﬁtpﬂu::.mdmf-mp:rﬁum d‘-ara.td:‘i?m-ﬂal
peenabanely [7.8] Cartbe TH s conside snd thee fourth mest significent livestock diseass in berms of
h@ttmhmhﬂhhh&hﬁﬁ*mﬂﬂiﬂﬂiﬁtkhhnpﬁﬂbﬂhiuﬂhuﬂh
wildlie sperciss [7]. Thee disnasr pecsista in Evestock i spribe of the on-goang eradication proggam that
s b estabrbishied . Thee program neies on a ek end-slosghler sbrakegy in bends of cattle, and caress
i paction at abatteirs [10]

Fercunthy, o tie situsaivns Bk gpestvintme weide asseccia tioe sbudies (CWASS) have gaca thy impoovied the
underibanding of comple: diseurs identifyog thousands of disaur-amociaked gaomds variznts [111
Evidnee cupgpats tha genete vasiatiod ahd feactenes bo bTE exdels i sy speces, includieg
mm&ﬂnﬂﬂﬂr[lxlﬂ}hihhiﬂpvahuumde[nﬂ[ﬁnl'uulﬂrpa ;
harvie dhireem Bhat andividual variabality for besl redstance to TH bas & genetis basis [14.15] Other studies
havie also shinen grestic varistion for sesieno of cattle bo T8 [15]; highser st has b e postiod
ie Bos tmurus inadious comnpanad Lo Bostaums [16,17]

In Mevica, bTE & still an endemic disrase, and the availabality of genomie tooks, such as
high-density SN Fangle Nuckeotide Polymorphisnm), allow diselosiog OTL {guantitative trait loci)
repgic haboring gpones invahed in the o e podis agaanst TH, as prev imsly soporbed in different
cabthe populatiors. Syl studies have in Gt adentified genstic b associabnd with BTH nosistancoe
They iveladead palysorphismes in condidote gones like SLOTLAD in Al Zelne cattle [15], TLED @
Cheiniie Holsteins [15] SMF on BTAZS in Drish dainy heeds [20], and thoae othier gune e boei cn BIAZ and
13 were also sssociated [21] A GWAS wwolving lrish Holseins idenfiind o gonomnie negion i TR 22
wosfibisincnyg the s tansporker geos SLESAS, w hichwas suggprstive by ass ociabind woith meistance [22]
himﬂdﬁhﬂgﬂ“‘ﬁmﬂhﬂ}uﬂnﬂmmm'&. Pinhahmhﬂhﬂuuﬂidnui&d
chromioonal regions [FTAS, BTAT] and BTA1Z) asscciabd with this discase; and provides evidano
of gpemedic loc 2 ohweoment i.nh-..-nwn.l-np-m.n- e MAT [23]

Thee nefore, ithee aion of this shady weas o sdentify OTL agions invahed in nesistsnoe to TH in M
dairy cabitle wsing o GWAS cas-conbral approach with a selective OMA pooling eperimental g
Z Makerials and Methods

This preiact wis approved by the Boethaes Comnnitin of the Nabarsl Sessnoes Department of the
Autornomimas Undversity of Qs tare under segistny enmber 29PN 15

21 Tissmue Seeples

Tissnas saveplis wese collacind from concasees ab sloughberboases in the Stk of Jalisce and

ki Therir bero sbales ane bocatind in central Moo whae the within-beerd prevalones of

tubse pewalosias an dairy cabile @ abouat 16% [24,25]. Animals shnaghierand waene Holsbein cows from small
Fasidy- i berds with an overage size of 70 head.
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DA extrachon was performed nsing 2 commerdal kit |"||"||'|z.'.|.:'|:'|E Cemomic DA Punfication Eit,
Thermao Fisher Scientific, Waltham, M4 | USA) following the manufactumer ecommendations. Q1.1.1.11I:i|.'_!.'
and guality cantral on each DMA sample was performed by spectophotometry with ManoDropt™
000 exquipmnent | Thermo Fisher Scientific]. Integrity of the DMNA was deermined by clectrophonesis
an 3 1% sgarcee gel pre-stined with GelRed™® Nuckic Add Gel Stain (Biotium, Fremant, CA, USA)L

Al DA samples were normalined at 2 concentration of 30 ngful. TMNA peals wes: then built by
taking equivaliont amounts of volume fromeach DMNA samplie, s the final concentration far zach
pial weas 50 ngfull. sccording to Mlumdns array nequinmernts.

A total of 75 DMA samples wem wsed in building e=dh peal, and biclagical, schnical and army
replicaes wem designed as suggested [55.54]. Pools for cases were composed af two independant
Froups of 75 animals (average age of & + 1.5 months and the proportion was 754 emales and 25%
miakes} positive for visible lesions at carcass inspection and positive for M. boois isalation by culture
{Figume 1) Thess two |:||:u:||.: Tepresent two i.nliptnd.m.t I:l:in]l:-;;;il:al.m]:-li:atn::. The pl:-u|5 for comtrols
weme compomd of thee independent groups of 75 animals (avenge age of 43 + 28 months and the
proportion was 62 females and I8 makes) with no visibke ksiors and negative for M. boos isolabon
by culture. Each of the pools was produced in two e plicates to account for possible errors in poaling
the indmviduals [echmical pooling mplicaks, ie., Pool_Kep “_A™ and *_B” in Table 1) and respectve by
Frnatyped thrae times to sccount for array ednical emor (echnical array replicates, ie, Array_Fep
“ 17,7 2", and ™ ¥ in Table 1)

Tabde 1 Schueime of coe (04 amd controls (CT) pood definilions, and of gty pang.

CASES CONTRIMS

Biological Techaical Baalogizal Technieal
Bi_nep * Pool Rep®  Advay Hep® Hin_sep Foal Rep®  Acay Rep®
CAC1A 1 Cr1a1
CAMLA " Ca1az CA  ~ Ccriaz
caa @ o i
CA 1B 1 CriBed
CMB " Catez CrME ~ Crigz
A A1 Crza 1
CAZA CA_28_2 T2 A Cr_zA_z
e “Gims crs —Crms
' CA_z81 ' Cr 81
CAzE  CAZEz CrzB ~—oramaz
"~ CAE3 IEEE
O 341
CraA =~ CraAs
et s BN
Cragil
CraB ~ Craga
T Craa

# Bio_wp= biccgral neplirabe: ® Pool Rep = brbmiol] pooling nepliceis ;¢ sy Rep = echessd arwy arphicaie.

The 10 P-:n:l]: {biological and techndcal mpl.i:.:h:)mre Prum:'.:-a:] m thmse m:!,rmpli:al:-:s each,
an the lhomine BovineHD Bead Chips (777, %62 SN}, following the Infininm profocal cbtaining a tatal
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af 3 sets of Ballele frequency fareach SN SPs position was de ermined according o the UMD

2.4 Shatistical Analysis of Pool

ﬂuE—thhfraqmtia (BAF) values for each SN weme chtaned from the self-normalizration
algarithm of Mlumina BeedSudio softwam® foreach of the thiee arrays technical meplicaies of the
lirpools. The BAF is a very accure measum: of the frequency of the alleles in all individuals together
in a poc as previcusly mporied [24].

First aquaﬁl:!.rmlun]mp:rfm'md narrq.rhdmizlnpﬁcat i:nmpari:nﬂ;ﬂ:n standard
deviation (50 distribubion of Fralkle frequencies amang each triplet of array echnical replicxtes.
Two array-replicates, one case and one control, were diminated from the anabsis becauss the value
af their B-allele frequency diverged fram the ather two technical array-replicates. Second, a qualihy
control on the BAF estimation was performed at SNE kevel as follows the S0¥ among BAF from
the replicate assays (biological, pool and array techmacal replicaies) within cases and controls was
calculated, and the markers showing the largest 10 SDwere excluded from the analysis Fnalhy only
SMPs with minor allele frequency (MAF) 20005 were retained. A fierediting, a total of 438 555 SNPs
Ifnl'v.r]'l:il:hIﬂ.m“mmmtﬁmtmnmxaum]wmuwdh'EEMHmmﬂ;h

GIWAS was |:|nrl'|:|:r|:rn1:| I:"D:IIIP.‘I'I.‘i.I.‘IE ateach marker the allelk: fnqu:m-:i:u obtaimed for the cascs
poals with those abtained in the control peols for each marker {mreraged oner replicates within case
and within contral] accarding to the sdective DMNA poaling (S0 design and methods as described
in dietail [31,32]. GWASwas performed after exduding monomiorphic SNPs, SNPs mapped an BTY,
mitachondrial SMs, and SMPs withoot dhromosome: position

ﬁ.l:i:'gh—nurht:tl’m’mfmuha.it association was used, and the p-valse for each marker
cabculated as

Fest= Dhest/SD (Doaall) (1)

whaem- I]:athﬂ'nﬂ&u‘um-:fﬂuﬂ-alhhfmti:umm mlung;l:.ih, and Dmull 1= Swe difference
af the E-thlefmcFerl:iﬂma.mwiﬂﬁnih.

25 Chumtitetine Trait Loci Region Definitiom

The nominal F values at difieent FFF (proportion of false positives) theshalds, ie, 1%, 5%
and 10, have been identified accarding to Femandoet 2l [24,35] and e commesponding —logld
fp-value) calculaied, wsultingg (i) for PFF at 1%, 4 588 (i1) for FFP at 5%, 317; (iii} for FFP at 10%,
253 As in Lipkn etal [31] moving averages of —logl0 (paralues) were caloulabed considering
a window af 16 SN markers, cormspanding to an average-window-swe of abowt 100 K. As shown
in Lipkinet al [31], FFF* is the appropriate approach to comect for multiple esting when the moving
averages approsch proposed by the same authors is used to identify QTL regions. As such the windomw
average values above the PFF thresholds of 1%, 5% and 10% have boon considened as kading OTL
average. A 1 log drop m flanking average values defined the boundares of the OTL region (QTLE]L
The keading SNF is the one showing the Large st —log 10 (pvaloe) among those ineadh OTLE

26 Funchimmal Amnmotation of #ee (JTLE

The SKHPchiMp oniine database [36] was utilmed to match the Mumina SME name with the
SNF rsll} (Befemnce SNF cluster 1), The Eurcpean Vanation Archive (EVA) variant browser of
EMEL-EBI [37] allowed annaotating all the: keading WP through the rs1D. The full genes set (Bos torus
Ensemble Gene %2} was used [38] Gene ontology (GOH functional annotation and KEGG patine oy
analyses using the Gene ontology (09 and patiway analyses weme performed wsing the DAVID
Hipinformatics Eesounes software, version 6.4 [39] In addition, bovine (JTL available from Andmal
Ceenome: Diatabase [ 40] wene catalogued into our TLEs by overlapping.
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ETRING [Search Toal for the Hetreval of mmgﬁumm:mmdmm:ﬁﬁamh
axistence of geme networks in cattle mmgm:hﬂm tdemtihied wath PEF at 107, Those foand
ithe gene newark wes anmeataied by STRING using both bovines: and human databases.

3. Fesults

Fram the 375 animals incheded in the snady, 34% weme males, and 65%, females, ages 12 to 108
manths; 4 morths was the most fequent age (Z2%). From e cases group, kesions were found mainly
in lymiph nodes of head [retrophanmgeal 51%) and thora (mediastina] and tracheobronchial, 61%),
somae animals had lesions in mose than one lymph node

{TLEs Associsted aith KeostamesSuscrpbillity o bTE

A kofal 154 OTLEs at 1075 FFP were idenbfed (Figume 2, Table 51). In general, all these regions
wam disribued homogeneously aver all autosomes (with the eception that none were found on
BTALS and BTAIT), and on chromosome X (. 2}, defined by 5296 5WPs. The averapge kengih of the
E'l'Lhwal'ﬂ,l-IE-'bF. Table 51 alsa includes informabion a]:lﬂ.l.rl:lu]:uﬂ'.l:im of the keading SMF for
sach JTLE an the chromosome, the nomber of 5MPs defming the regaons, and its locabion in the gemnes
annotaied within ﬂﬁﬂunrdhmmhaafm[nﬂzﬁﬁiﬁm I:I'Emg;i.-::ru abowve each of the e
FFF theesholds

Tagin P-wes|

i E i 1 L i L ] L] i il i i = I H iE Moo O MM E ]

Chreresa s

Figare L Manhaiten plots of OTLR Chantstive Trast Lo Faggens) for all dheanosanes. Hortzontal
lirwes e ithe 1% PP (propantion of fels: posibives) (blue], the 5% PFP (Bght blos), and the 10%
PEP (black) thieaholds

Ure hundmed and sevenity-tw o genes (including 2 miBNA and 5 tRMA) were catalogoed m the
QTLEs using the: Bos tmurus Ensembl Gene annintation release 92 (Table 52). The DAVID {The Datnbase
for Annaotation, Viswlirabon and Inkgraied Checovery) Database mecognired all Sese genes (sxchuding
maEMA and tRMA L but not for all of them provided the annotated information accarding to the GO
(Gene Untalogy ) and the KEGG (Kyoto Encrcdopedia of Genes and Genomes] pathways ferms as n
Table 2 [reporting only gere fonction dassificatiors resolied with 2 nommnal p valoe < 008)] As shown
in Tablke 2, most genes refer to the immune response and structural erms. Table 52 reports: (i) the
list of genes annotated in the TLEs {hst of genes); [1i] the gene annotation sccording to the DAVTD
databam classithcabon mporied as dusred and not closemd genes including those with 2 nominal
pvale > (L05.
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Tabke X Fawadis of e e anolal s PAYT GO aesd palbray anadyes (EEGG)

Term Caunt -¥ales Cames
Bl ogical prsccss
HISTT HIBR, HISTIHIC,
GOHMOEEH: muckos o s mibly & w2 10 HISTTHIA, HIB, RISTTHEG,
HISTTHE]
GUHIEEYS [INA noplication-tependent U
S 3 12 10 4, HISTTH 3G, HISTTHT
COHIS1 G prokin , U
el a EEL 3 0¥ 14, HISTRH G, HISTTHE
BTV menophagy 5 297w 1 TMEMIZA, SNEPED, (T3,

HISTTHIG, HISTTHE
(OO positive negpalation of S 1 TMEMTOA, SNETEL (T3,
theferee mospeoros: ko oviros by bt " HIETT HAG, HISTTHE
(LT regtnre negralaiion of
ireaslin menephor signading ety
GO EE defonm: mospoes: . START, FOGERA, FRECTD,
bos baste S ‘ i ™I

i

3 wars 1 FEECD, KANKT, FRECH

Cellubar Compunents

Bl HISTTHIC, HISTTHT A,

TGN SE: nuckemsme: /] Lo 107 HIH, HISTT HIAK, HISTTH G
HISTTHE
o P ] B i 1 HIETT HIRE, HTE, HISTTHILG,
R B : = HISTTHE
COHNT B ol chrmcsoe: 4 Y3 I Hd_ THNES, HISTTH R
wlo—yric mgen s HISTIRE
Lol e imbgrral comporent of . - TIGG, SARAF, MBOATY,
wredcplasmic nobiodo memiran: " ELCTTAT
AZM,HTE HIT, FSTLI, CT5S,
(o056 S extmulular span: 13 A% 1 OVOSE ESFT, VEGRC, GIL,
CTSK, CTM3, CPEL, SMARCA4
(O-OCETR: mndoplmemic 3 47T EQGT, SLCTAL POGLLTT

rehicaloe humes

Maola-aiss Fasectioes

G E prokcin ACGTRI HISTTIHIEE, B4 HIE,

beo i atioe. sty ify 3 7 A5x T FOKFT
ORI bt Binding 3 LT 1P 14, PRECE, SMARCA

EBGL Pathreranys

HISTTHIER, B4, C0E
FOGETA, HISTIHIEF  HIB,

EtallSiE Sywemic lupus coythemabeus o 74w 10® HISTT AR, HISTTHAC,
HISTTHE
HISTTHIBE, HRAS, Hd,
hesifirt- A kohclmm H 50w HISTHHIBF, OB, HISTTH
HISTT H3G, HISTTHE
_ . . - HISTTHIEE, HRAE, Hd,
- R 1 . .
05N Vil o noge s 5 JEE iy HISTIHTEF, HIR
b5 Deberr byprw of k| 18w 1 STEGALT, EOGT, POGLIFTT

Diprhycn Bionyr e

[n Fagam 3, the gene netwark ohiained for genes annotated with STEING = shown for Bestaurus
and Hamo sgrimes profeirs. The genes shown ame only the ones in (T Es that were part of a network
Tabke 53 reports. the (30 and pathway analysis for the genes included in the networks of Figuame 3.
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Bos taurus

Homo sapiens - L e
2 & e

Figrate 3. Gere mebwocks in catthe amony the ones in OTLRs identifird with FFP at 10% (Bovies and
Husan databaws)

4. Discussion

Bovine TB 1s one of the most prevakent and important diseases i the livestock mdustry aswell as
in wildlif and human population [3]; its eradication is still 2 priarity for many countmes. Cunent
strategies to reduce the prevalence in the herds of livestock focus primarily on test-and-disposal of
reactors, and abattoir survellane. In developing countries, however, the sucoess of these programs has
been partial because of the poor sensitivity of the tuberculin test and the difficulties tracing back infeced
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amimials identified at slanghterthouses Mw:h’atngit:hambatmm‘dd such as vaconation,
n gither cttle or the wildlide speces [41], estimation of direct genomic estmated breeding values
(EBVs) in UK dairy cattle [41], or to inceas host resistanoe through beeding prachaes [45] Becent
studies in fact have disclosed genetic variability afiecting msistance to bTH [2041 43-4%] suggesting
the: possibality of implementing genomic s baction for that feature n cattle.

The gencs presenitin the niovel QTLEs scconding to the FEF, 1%, 5% and 1076 pvalues thieshald were-

41 (JTLR_ 1% _FFF

Frve {JTLEs distrbuoted on difieent BTA {7, 10, 13, 50 and 31) wee identified, but the thres gemes
maprping within these megions am not imrabed inmetabolic pathways associved with bTE.

42 TLR 5% PFP
421 BTA1

The QJTLE_10 and QTLE_18 include genes imrohned in imomune esponse to disease. In detadl,
the frst region harbars the THIT gene (T cell immamomeceptor with Ig and TTIM {(Immunonecepior
tymasine-based mhibitory motif) domain), an inhibitor of the T cell profiferation, the cytobane productian
in T+ T cells, and of the ME azs cytolytic activity [49]. As mpored by Joller et al. [507], the alemed
balane betwan activation and inhibatory immuone signals can result in inoeasd suseptbality to
indection or to inducbon of aatai i

The NAALADL? gere (Wracetylated alpha-linked acidic dipeptidase-like 2), whose function & nat
well known, 1= located within the QOTLE_16 ﬂﬁ:mprnmnh:aprn—nﬁgu‘h::y uldl:lt'n-nulnﬂ:l:i:
phenotype m cancer [51], and was e contly assodated with bovine sespmatory dsease suscephbility [31]

422 BTA S

The TRIM33 gene (Tripartie mobf containing 53], lomied in OTLE_E on BTA 3, is invohed in
magration of macrophages and neutophils towards inflammatory stimulus invertebrate tmeoe s |52
Weng ot al [53] mpored TRIM33 roles in franscriptional regulation during hematopoiesis, mamor
l{rﬁuﬂmmmmﬂuphnummyﬂuupmﬂu,mﬂﬂhﬁmpm
423 BTA R

Un this chromesome, the OTLE_ 37 harbors the CING3 gene (CD163 malecule). This gene,
expresaed on monooyies, macrophages and subpopalations of hematoposebc progenitor is immohned
m the ckearame of h.a.]:-'mlul:-:i:ri—]'mrmg'l.n'l:-:i:n i:n'l:l'l.pl-a:-a 'I:l_'!.r nudialing -:mdn-l:_!.rl'nl:i.:_. and prevents
the boxcic and owidative efiects of free hemogicbin.  Difemnt mediators mgulae the CI1E6F gene
expressio up-regulation by glcocorticoids and 1110, and dowrn-megulabon by Bpopolysacchande,
Famma-interferon, and fmor necrosis factor alpha [54]

424 BTA I3

Interestinghy, fram 8.1 Mb to 1002 M, free QTLEs (QTLE_ 95, OTLE 96, QTLE 57, OTLE_28 and
CTLE_95) am foumnd: the: first foor bocated within the gene MACROD2 (MACRD domam containing 2,

and the fifth one s in between the end of the gene MACROD? and a second gene FIF168 (Kinesin
Family Member 16 B) (Figume 4). The mdividual —lagld pvalues show very clear peaks supparting
'I:hEi.|1.|:'|.i1l:'|-:l1|ﬂla.l"lllhi.l2hﬁr@mh]ﬂfﬂﬂﬂigﬂmdﬂuﬂFlﬁEEmmyph}rnmhin
resistance to TH According to Figure 4 showing the introns and ocans of MACRODT gerse: (OB refueg
Feene: 105) ared the CIWAS resules for thas chrompsomal wgian, the OTLE 26 indudes thoee exons (blee
vertical lirnes). Mevertheloss, the MACREOD? gene is very long and its annotation still neseds additional
validatian [55]

The EF168 gere encodes a kanesin-bike prowein that could be imrobmed in intreoeDular
traffidking [36].
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Figure 4. The location of MACRODZ geow is spocad over the QTLR: 95-98 (NCHI aefaeg geoe 105)
43 QTLR_10%._PFP

BTA 2

The DNER gene (delta/notch-hike EGF wepeat contaiming) within the QTLR_21 on BTA 2, is among
those differe ntially expressed for inflammatory diseases, connective tissue disorders and immunological
diseases in cattle [57]. In addition, the DNER gene expmssion kevel has been shown to decrease in
tughly marbled beef cattie [55].

Stx QTLRs harbor soven genes that have baen alieady associated with susceptibility fmesistance to
T8 QTLR_12 on BTA 1(CD80), QTLR_25% on BTA3 (CTSS), QTLR_26 on BTA 3 (FCGR1A), QTIR 127
an BTA 23 (HFE), QTLR 133 on BTA 25 (IL2]1R), and QTLR_152 on BTA 2% (ANO9 and SIGIRR).
These genes are all v olved in immune response against M ycobactaium spp.

. Cal}npmmdudmg&ﬂnpnnS(CrSS]mpmdytrczyunldmhnmmmm!ym
lysosome s, wheme they contribuke to pathogen klling by their involvement in presentation
pathways. Pires et al [59] demonstrated the role of this dass of proteins in the control of
M. tubarculod s by manipulating the cathepsin ex pression by pathogenac mycobacernia to favor its
mtracellular survival
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&= The protein encoded by the COED gene (CDE0 molecule), the B-lrmphooyie actvabon antigen
H7-1 is 2 membrane moeptor that affects the immunalogical eactivity of T-hmphooytes when its
expression decmeases [nadditian, CIE0has a role in enhancing the ant-hobe reulosis Emmumity |60

& The FCGRIA gene (Fo fragment of Ig(s moephor la) expeession, together with that of the BLE] gene
has been considered xs potential marker for monitoring, the extent of TH dissase and to predict
eabment cotoome inchilden afieced by M. tubsanoulasis [51].

= Hooty et al [52] reparted that the ortokine [L-21, produsd predominantly by activased CD4+
T lls ard CEA+ T ells, is a.n-zmnl:i.aln'ﬁnal:ingmarl:erfm‘ host msistance to M tubsrouloss
infection vis the [L-21 moeptor (TL-21E)

&  Comes-Pereiract al [63] mpored an imcreased suscephbality to M. svium in Hemochromatosis
Protein HFE-Deficient Mice. HEF (hameostatic iron regulator) is a fundamental prosein imvaheed in
the regulation of cellular iron uptake and iyon homecstasis. Stodies mdicate that moncoyies with
mutzied HFE have decmased miracedlular ron levels [64]. Also, Wang atel [65] demonstrated that
hermochromatesis I.I:I'I.FII:I e ngu.'lal:im n-fmal:mphage -:y'h:]-:i'n translateon and, :-u.'mqmﬂ}l
the inflammatory response.

& The ANOS gene, also known as TMEMIE] (anoctamin 9, topether with the STGIRE and the
FEF3 genes constitate 2 polymorphic complex associated with susceptibility to tobereulosis [66].
ﬂuﬂﬂﬁkﬁa‘nahnhmmumH_-innwm&ham_guhmpumrthﬁmirﬂﬂitm
a.miTL'H'.'r:i_El:Lali.ng[E'."'l.MFKFS,&n&mdpmtnfﬂﬁJmTp]ummF:ﬂrbfmﬂuend
of the QJTLE_152.

In addition, three QJTLEs identified in our stody (JTLE_43 on BTAS, JTLE 115 and QTLE 115
an BTA 1) overlap with thom found by Richardson et al. [20] in 2 stwdy on bovine tuberculosis
susephbility performed in 2 population of Holsein-Friesian bulls (T0: 6694 G650, 46511, 96515,
6514, 6517, w6411, 9654%, and 64571 Alsa, the OTLE 84 on BTA12 and OTLE 1329 on BTAS are
inchaded within the * Bovire mspiratory diseass suscepSbility OTL (I0k 95663)" and the * Heat toleranoe
L (IDx F1158)", respectively
= Conclusions

T}umﬂupumhﬂ}mumnu]mnﬂﬂTLEImdcmhmppndhdfmmmm
'tl:l]:nmﬂu-:i.!-'llda.i.l_-,luﬂhMMdmmndeﬂLliﬂmﬂHhubmanhhdm
h‘mmnm%mﬂhmﬁmﬂﬂlmﬁiﬁrﬂpﬂﬁmﬂ}lmppedmmlﬁ.lllLl'lud:H
related to msistane: tobTH in other daary cattle populations.

Ganomic myrions and genes identified in the pesent study with a case-control slective DMA
pooling appraxch were significantly associabed with resistance to TE in cattle. The findings of this study
coudd be used to improve the knowlkedge on the BTH immume response against Myoobachedum boris,
and thus provide the basis for genebic confrod of this diseese in catie.
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