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Resumen

La inflamacién de la glandula mamaria, causada generalmente por microorganismos se
denomina mastitis. La mastitis es considerada una patologia infecciosa y es una de las
enfermedades mas prevalentes en los rodeos lecheros bovinos. La mastitis es considerada la
patologia que produce mayores pérdidas econdmicas tanto para el productor como para la industria
lactea en general ya que produce una disminucidn en la produccion, afecta la calidad de la leche, la
tasa de prefiez, posee altos costos de diagnéstico y tratamiento, y reduce la vida util del animal en

produccion.

Los programas de control de mastitis basados en reducir el nimero de nuevas infecciones y
limitar la duraciéon de las infecciones existentes mediante practicas de higiene y el uso de
antibidticos han mostrado eficacia dispar frente a los distintos patégenos. Estas limitantes
promovieron la busqueda de alternativas que permitan minimizar el uso de antibidticos, tanto
mediante la estimulacion de los sistemas de defensa del animal o mediante la seleccién de animales

que muestren mayor resistencia natural a las infecciones.

La prevencion y el control de la mastitis bovina mediante la mejora de las defensas naturales en
los animales es importante para incrementar la calidad de la leche y consecuentemente de los
productos lacteos. La resistencia a mastitis es un rasgo complejo que depende de componentes
genéticos, ambientales y fisiolégicos. Las limitaciones de las medidas cldsicas de control han
llevado a la bisqueda de alternativas para reducir al minimo el uso de antibidticos, siendo una de

ellas la seleccion de animales naturalmente resistentes.

El recuento de células somaticas (RCS) en leche estd directamente relacionado con el nivel de
inflamacién en la ubre, y ha demostrado ser una de las técnicas de diagndstico mds utiles para
detectar la presencia de la mastitis especialmente para los casos subclinicos. Mientras mas alto es el

RCS, més acentuada es la respuesta inflamatoria. A fin de estandarizar los valores para el uso de



métodos estadisticos, el RCS se transforma a Score de células somaéticas (SCS).En este trabajo de
tesis se usaron dos estrategias: 1) identificar polimorfismos en genes candidatos (seleccionados en
base a su funcién bioldgica, fisiolégica, funcional, o evidencia previa de asociacién con la
enfermedad) y 2) utilizar un panel de mas de 50.000 marcadores de tipo SNP distribuidos
uniformemente en el genoma, a fin de identificar regiones cromosdmicas asociadas a la variacién en
el score de células somdticas (SCS), en un estudio de asociacién de genoma completo (GWAS,
Genome Wide Association Study). Los diferentes andlisis se identificaron 8 marcadores
significativamente asociados con el SCS. Se confirmé también que el SCS estd influenciado por
multiples loci distribuidos por todo el genoma, cada uno contribuyendo con un efecto relativamente
pequeiio. Estos resultados contribuyen a obtener un mejor conocimiento sobre las regiones
gendémicas que influyen en el SCS en rodeos lecheros argentinos y a posibilitar el uso de estos

marcadores en el disefio de programas de seleccidn que utilicen informacién molecular.
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Abstract

Inflammation of the mammary gland, usually caused by microorganisms is called mastitis.
Mastitis is considered an infectious disease and is one of the most prevalent diseases in dairy cattle.
Mastitis is considered to be the pathology that produces the most economic losses for both, the
producer and the dairy industry, causing a decrease in production, affecting the quality of milk, the
pregnancy rate, and having high costs for diagnosis and treatment as well as reducing the
productive life of the animal.

Mastitis control programs based on reducing the number of new infections and limiting the
duration of existing infections by hygienic practice and using antibiotics has shown mixed efficacy
against different pathogens. These limitations promoted the search for alternatives to minimize the
use of antibiotics, by stimulating the animal’s defense systems or by selecting animals showing
natural resistance to infections.

Prevention and control of bovine mastitis by improving the natural defenses in animals is
important in order to increase milk and dairy products quality. Mastitis resistance is a complex trait
that depends on genetic, environmental and physiological components. The limitations of classical
control programs have led to the search for alternatives to minimize the use of antibiotics by
selecting naturally resistant animals.

Somatic cell count (SCC) in milk is directly related to the level of inflammation in the udder, and
has proven to be one of the most useful diagnostic techniques to detect the presence of mastitis
especially for subclinical cases. The higher the SCC, the more pronounced the inflammatory
response is. In order to standardize the values for the use of statistical methods, the SCC is

transformed somatic cell score (SCS).

In this thesis two strategies were used: 1) to identify polymorphisms in candidate genes (based
on known biological, physiological, or functional relevance to the disease) and 2) use a panel of
more than 50,000 SNP markers evenly distributed throughout the bovine genome in order to

11



identify chromosomal regions associated with variation in somatic cell score (SCS) in a Genome
Wide Association Study (GWAS). In the association analysis, eight different markers were found
significantly associated with the SCS. This analysis confirmed that the SCS is influenced by
multiple loci distributed throughout the genome, each contributing a relatively small effect. These
results contributed to a better understanding of the genomic regions influencing the SCS in
Argentine dairy herds and together with the use of molecular markers may contribute significantly

to the design of better selection programs.
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I.1 Introduccion general



Capitulo I

I.2 Mastitis bovina

A través de los afos, la produccién de leche por animal se ha visto incrementada
draméticamente. En la mayoria de los paises productores el incremento en rendimiento de
leche por vaca se ha duplicado en los ultimos 40 afios (Oltenacu y Broom, 2010),
principalmente por los rdpidos avances en genética y manejo, implicando un aumento en la
rentabilidad para los productores. Sin embargo, varios estudios han demostrado que las
vacas de alta produccién tienen un mayor riesgo de contraer enfermedades infecciosas
(Uribe y col., 1995; Van Dorp y col., 1998). Entre estas, la mastitis es una de las
enfermedades mas prevalentes en los rodeos lecheros en todo el mundo. La mastitis es la
inflamacion de la gldndula mamaria. Si bien la inflamacién no indica necesariamente la
presencia de una infeccién, en la mayoria de los casos es causada por agentes bacterianos,
por lo cual es usualmente considerada como una enfermedad infecciosa. La mastitis es el
resultado de la interaccion entre varios factores de manejo y del medio, que determinan que
aumente la exposicion a los microorganismos causales, disminuya la resistencia natural de la
vaca hacia la enfermedad y/o se favorezca el paso de los microorganismos a través del canal
del pezon para acceder al epitelio secretor de la glandula mamaria (Schalm y col., 1971). La
magnitud de los cambios patolégicos que se producen dependerd de la severidad de la
inflamacidn; en los casos clinicos la alteracion tanto del cuarto afectado como de la leche es
evidente, mientras que en los casos subclinicos la alteracion, aunque presente, no es
aparente, sino solo detectable por métodos de diagndstico complementarios. Estos casos
pueden caracterizarse por un aumento de las células somdticas, mayormente neutréfilos,

presentes en la leche (Schalm y col., 1971).
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Capitulo I

Figura 1.1: Vaca de la raza Holstein presentando inflamacion y enrojecimiento de la glandula

mamaria (mastitis clinica).

Foto: INTA EEA Rafaela

1.3 Pérdidas Economicas

La mastitis bovina es considerada la patologia que produce mayores pérdidas econdmicas
tanto para el productor como para la industria lactea en general; casi el 70 % de éstas son
debidas a una reduccién en la produccidon lactea causada por infecciones subclinicas
(Philpot, 1999; Calvinho y col., 2001). La mastitis produce una disminucién en la
produccién, no sélo durante la enfermedad sino ain luego de que la infeccién fuera
eventualmente eliminada, ya que los niveles de produccién de la vaca luego de la
recuperacion continuardn siendo mas bajos que los de una vaca sana. Por otro lado también
afecta la calidad de la leche y la tasa de prefiez. Ademads, debe considerarse que, como
consecuencia de la terapia antibidtica que se utiliza para su tratamiento y control, se generan

riesgos para la salud humana por la posible presencia de trazas de antibiticos en la leche de
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Capitulo I

consumo Yy el potencial de generar resistencia en patdgenos humanos por el uso indebido de
tratamientos antibidticos en los animales afectados (Smith y col., 2002). Otras pérdidas
econdmicas asociadas con la mastitis incluyen: costos de medicamentos para el tratamiento;
costos del veterinario para el diagndstico y tratamiento de la enfermedad; aumento de horas
de mano de obra dedicada al cuidado de los animales afectados. La leche descartada por
tratamiento antibidtico es comparable al dafio producido por una baja de produccién, donde
los costos de alimentacién para producir la leche descartada deben ser también tenidos en
cuenta. Finalmente la reduccion en la vida qtil del animal representa una pérdida importante
reflejada por el costo de reemplazar prematuramente un animal en produccién (Seegers y

col. 2003).

La pérdida de produccién no es siempre visible para el productor, ya que es leche no
producida y por lo tanto, nunca vista, convirtiéndose en un costo oculto o una pérdida de

ingresos.

Figura 1.2: Leche aguada y con aparicion de coagulos, signos manifiestos
de una mastitis subclinica.

Foto: INTA EEA Rafaela
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1.4 Calidad de leche

La calidad de la leche se ve severamente disminuida durante la mastitis, en términos de
higiene, composicién y seguridad al consumidor. Desde el punto de vista industrial, la
mastitis genera cambios en la composicion de la leche (Cuadro 1.1) que alteran las
caracteristicas organolépticas de la leche; tiene efectos directos sobre los cultivos iniciadores
y la coagulacion por renina, disminuye el rendimiento de los quesos, afecta la estabilidad al
calor de la leche ocasionando problemas para la condensacién y producciéon de leche en

polvo, y afecta la longevidad de los productos lacteos (Munro y col., 1984).

Cuadro 1.1. Influencia de la inflamacién de la glandula mamaria
bovina en la composicion de la leche (adaptado de Oliver y
Calvinho, 1995).

Componentes aumentados Componentes disminuidos

Lactoferrina Lactosa %
Inmunoglobulinas Proteina

Seroalbimina Caseina
a-macroglobulina -lactoglobulina
Antitripsina a-lactoalbumina
Colesterol Grasa % - Acidos grasos

1.5 Mastitis clinicas y subclinicas

La mastitis bovina puede clasificarse como clinica o subclinica. La mastitis clinica esta
caracterizada por una respuesta inflamatoria aparente de la glandula mamaria (Figura 1.1) o
cambios macroscépicos en la leche. Los cambios mds caracteristicos en la leche son la
apariciéon de codgulos, grumos, cambios de color o una apariencia aguada de la misma
(Figura 1.2). Se presentan los signos cardinales de la inflamacién: temperatura elevada

(calor), hinchazén, enrojecimiento (rubor), sensibilidad al tacto (dolor) y funcién alterada.
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Capitulo I

Cuando no se aprecian signos clinicos en la glandula mamaria ni cambios en la leche se trata
de una mastitis subclinica. En estos casos las vacas producen menos leche y de menor
calidad. Las técnicas de laboratorio tales como el cultivo bacteriolégico y el recuento de
células somdticas (RCS) son entonces necesarias para detectar la infeccion y la inflamacién,
respectivamente. El RCS estd directamente relacionado con el nivel de inflamacién en la
glandula mamaria, mientras mas alto es el RCS, mds acentuada es la respuesta inflamatoria.
Por otro lado, los cultivos bacterioldgicos pueden ser negativos cuando la concentracion de
patégenos en la glindula mamaria es baja; sin embargo, un RCS superior a 200.000
células/ml predice inflamacién ain en ausencia de infeccion detectable (Dohoo y Leslie,

1991; Schepers y col., 1997).

1.6 Microorganismos causantes

Los microorganismos causantes de mastitis se pueden clasificar en ambientales y
contagiosos en funcion de sus caracteristicas de distribucion e interaccion con el pezon y su
canal. La transmisién de patdgenos contagiosos hacia cuartos no infectados ocurre
principalmente durante el proceso de ordefio. La leche de cuartos infectados puede
contaminar las unidades de ordefio, manos de los ordefiadores y toallas utilizadas para la
higiene pre ordefio, que luego actian como reservorios de agentes infecciosos. Los
principales patdgenos contagiosos son Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae y
Mycoplasma spp. (Fox y Gay, 1993). La fuente primaria de patégenos ambientales es el
ambiente de la vaca (estiércol, material de cama, material vegetal, tierra, y agua
contaminada). La exposicién de la gldndula mamaria a los patégenos ambientales ocurre
principalmente entre ordefios. Los patégenos ambientales mds frecuentemente encontrados
son varias especies de estreptococos y bacterias Gram negativas, siendo Escherichia coli el

patégeno ambiental mas prevalente en esta categoria (Smith y Hogan, 1993).
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Dentro de las mastitis de causa bacteriana, més del 95% de los casos son producidos por
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae 'y
Streptococcus uberis. Desde hace algunos afios se ha reportado un aumento en la incidencia
de infecciones intramamarias (IIM) por bacterias Gram negativas como Escherichia coli y
otros coliformes (Blood y col., 1992; Bray y Shearer, 1993); mientras que entre los
patégenos menores predominan Staphylococcus coagulasa negativo y Corynebacterium
bovis (Timms y Schultz, 1987; Nickerson y Boddie, 1994). En los paises de alto desarrollo
lechero, donde los productores han aplicado sisteméticamente programas de control basados
en higiene y terapia antibidtica, se ha observado una disminucién de la prevalencia de los
organismos patdgenos contagiosos, S. aureus y S. agalactiae, y un incremento relativo de los
patégenos ambientales, Streptococcus no agalactiae y coliformes (Todhunter y col., 1995).
En el caso de la Argentina, donde la produccién lechera es predominantemente basada en
pasturas, en las mastitis subclinicas se observa una mayor prevalencia de Staphylococcus
aureus y distintas especies de Streptococcus y, en menor proporcion se aislan organismos
coliformes (Tabla 1.1) (Calvinho y col., 1991; Chertcoff y col.,, 1996). En algunas
localidades de nuestro pais, los valores de prevalencia de mastitis alcanzan el 58%.
(Calvinho y col., 1991; Chaves y col., 1996; Tirante y col., 1998; Calvinho, 1999; Calvinho

y Tirante, 2005).
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Tabla 1.1: Frecuencia de aislamiento de algunos organismos patégenos mayores obtenidos de mastitis
subclinicas en distintas cuencas lecheras de la Argentina.

Organismos A B C D E F G H I

S. aureus 54 432 21,7 17 253 31,5 166 219 139
S. agalactiae 234 13,5 27 - 8.8 11,6 54 5.8 1,6
S. uberis 2,8 19,2 5,9 - - - 9,2 - -

S. dysgalactiae 1,8 5,3 2,2 - 3,6 - - - -
Streptococcus spp. 4,1 1,7 234 193 582 133 434 6,5
Coliformes 2,8 1,6 0,9 - 2,7 3,1 59 2 -

Referencias: los datos se expresan en porcentajes, que fueron calculados sobre las muestras con
aislamientos positivos. A: Tessi y col. (1978) (Cuenca central santafesina), B: Gonzdlez y col. (1980) (Cuenca
de Cérdoba), C: Calvinho y col. (1991), (Cuenca Central Santafesina), D: Giraudo y col. (1995) (Cuenca de
Cérdoba), E: Chertcoff y col. (1996) (varias cuencas); F: Tirante y col. (1998) (varias cuencas); G: Acufia y
col. (2001) (varias cuencas); H: Chaves y col. (2001) (varias cuencas); I: Amand de Mendieta y col. (2001)

(Cuenca Mar y Sierras).

En un estudio mas reciente se relevaron 51 tambos de la provincia de Cérdoba, Argentina,
con rodeos de entre 100 y 250 vacas en ordefio, de donde se recolectaron més de dos mil
muestras de leche (Dieser y col., 2013). La prevalencia de mastitis subclinica en estos
rodeos, detectada en base a RCS >200,000 células/ml, fue del 53,9%. Los resultados de los
andlisis bacterioldgicos se muestran en la tabla 1.2. Los Staphylococcus coagulasa negativos
(SCN) fueron el grupo de bacterias mds comunmente aislado, seguido de Staphylococcus
aureus y Corynebacterium spp. Entre las Gram negativas, Enterobacter spp. y Escherichia
coli. fueron las bacterias mas frecuentemente observadas, seguidas por Pseudomonas spp.,

Klebsiella spp. y Serratia spp.
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Tabla 1.2: Frecuencia de patégenos aislados de casos de mastitis subclinica en
rodeos de la provincia de Cérdoba

Bacteria aislada n % (95 % CI)
SCN 582 52.1 (50.6-53.6)
Staphylococcus aureus 238 21.3 (20.3-22.3)
Corynebacterium spp. 58 5.2(4.9-5.5)
Streptococcus agalactiae 49 4.4 (4.1-4.6)
Streptococcus dysgalactiae 49 4.4 (4.1-4.6)
Staphylococcus intermedius 43 3.8 (3.6-4.1)
Enterobacter spp. 26 2.3 (2.2-2.5)
Escherichia coli 23 2.1(1.9-2.2)
Streptococcus acidominimus 21 1.9 (1.8-2.0)
Arcanobacterium spp. 8 0.7 (0.7-0.8)
Enterococcus spp. 7 0.6 (0.6-0.7)
Streptococcus uberis 5 0.4 (0.4-0.5)
Pseudomonas spp. 5 0.4 (0.4-0.5)
Serratia 3 0.3 (0.3-0.3)
Total 1117

Tabla adaptada de Dieser y col., 2013.

I.7 Recuento de células somaticas

El recuento de células somaticas (RCS) ha demostrado ser una de las técnicas de
diagndstico més ttiles a la hora de detectar la presencia de mastitis subclinica (Dohoo y
Meek 1982; Schukken y col., 2003). Actualmente, la industria lactea en algunos paises se
basa en este método para los sistemas de pago por calidad de la leche (Viguier y col., 2009),
donde los niveles elevados de células somaticas en leche de tanque de frio son penalizados.
Desde el punto de vista genético, el RCS presenta una heredabilidad mayor que la de la
mastitis clinica (Lund y col., 1999) y una correlacién estadistica con las infecciones

bacterianas casi igual a la unidad, lo que indica que el RCS es un excelente predictor de las
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infecciones subclinicas (Weller y col., 1992). Para determinar el nimero de células
somadticas (CS) en la leche existen métodos directos, que son aquellos que cuentan particulas
o células y los indirectos, que estiman la cantidad de células sobre la base de reacciones
quimicas que ponen en evidencia componentes celulares. Los dispositivos automaticos de
conteo de células permiten la determinaciéon de forma directa y rdpida. EI método directo
mas difundido para contar CS en leche es el método fluoro-opto-electronico. Los contadores
“Fossomatic” y el “Bentley” son los mds utilizados, donde las células se tifien utilizando
tintes fluorescentes antes de contarlas (Dohoo y Meek, 1982). En las pruebas indirectas para
detectar la mastitis se destaca el “California Mastitis Test” (CMT) que fue desarrollado por
Schalm y Noorlander en 1957. El CMT utiliza un reactivo que lisa la membrana celular de
las células somadticas presentes en la muestra de leche y asi el ADN en las células reacciona
con el reactivo del producto formando un gel que refleja el recuento de células de la leche
(Fig. 1.3). Es una técnica sencilla pero muy util para la deteccién de mastitis subclinica en el
tambo, y proporciona un resultado inmediato. No es un reemplazo para el RCS de
laboratorio, pero tiene varios usos importantes. La reacciéon del CMT es negativa hasta un
nivel de recuento de células de aproximadamente 400.000 células/ml, por lo tanto, es una
prueba util para indicar la presencia de la mastitis subclinica al pie de la vaca. La
interpretacion de los RCS se basa en el nimero total de células presentes, incluyendo células
epiteliales y glébulos blancos. En la leche de una glandula mamaria sana, se considera que el
10 al 20% estd compuesto por células epiteliales y el resto por macréfagos, linfocitos y

neutréfilos polimorfonucleares (PMN) (Harmon 2001).
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Figura 1.3: Paleta de cuatro pocillos para realizar el “California
Mastitis Test”. El reactivo del test forma un gel al entrar en
contacto con una determinada concentracion de células somaticas

en la leche

Foto: NMConline

1.8 Score de células somaticas (SCS)

Para facilitar el manejo de los datos obtenidos de los valores de RCS de vacas
individuales, es conveniente transformarlos usando el logaritmo en base 2, a través de la
siguiente ecuacion propuesta por Shook (1982): SCS = log, (RCS/100.000) + 3. De este
modo, un RCS de 100.000 células/ml se convierte en una puntuacién de 3. Cada aumento (o
disminucién) en 1 unidad en la puntuacion se asocia con una duplicacién (o reduccién a la
mitad) del RCS. Por ejemplo: un SCS de 2 es equivalente a un RCS de 50.000 células/ml, y
SCS de 4 y 5 corresponden a 200.000 y 400.000 células/ml respectivamente (Tabla 1.3).
Este método de puntuacién se ha utilizado desde 1983 en todos los controles lecheros
oficiales en los EE.UU vy paulatinamente se ha adoptado en todo el mundo. EI SCS
proporciona valores estandarizados para el uso de métodos estadisticos convencionales, por
ejemplo: 1) media igual a la mediana, 2) distribucién normal, y 3) varianza uniforme entre

muestras dentro de la lactancia, entre vacas dentro de un tambo, o entre hijas de un mismo
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toro (Shook y Schutz 1994). Estas propiedades no se cumplen usando el RCS. El SCS tiene

una distribucién normal de manera que la media, mediana y la moda tienen el mismo valor.
Por lo tanto la media divide el 50% superior de la parte inferior del 50 % de los datos, y la
media se encuentra a corta distancia de la mayoria de las observaciones. La ventaja de la
varianza uniforme puede ser dificil de apreciar, pero es una de las razones mds importantes.
Brevemente, si las varianzas difirieren entre grupos, tanto la media y la varianza tendrian
que ser estimadas para cada grupo. Sin esta propiedad, una varianza tendria que ser
calculada para cada grupo y las varianzas calculadas para un pequefio nimero de
observaciones no son confiables y tienen grandes errores. Estas propiedades permiten
obtener un promedio mensual de SCS vy asi calcular un promedio por lactancia. El promedio
por lactancia es la medida bdsica que se utiliza para los programas de evaluacién genética

(Shook y Schutz, 1994).

Tabla 1.3 Relacion entre el
“Score” (SCS) y el recuento
(RCS cel/ml) de células
somaticas en leche.

SCS RCS
0 12.500
1 25.000
3 100.000
4 200.000
9 6.400.000
10 12.800.000

Tabla adaptada de NMConline.
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El aumento del nimero de CS estd sujeto a distintos factores independientes de una
infeccién. Sin embargo, la mayor influencia en el contenido individual de células de un
animal la ejerce la inflamacién como respuesta a una infeccion. Las células presentes en un
cuarto sano son fundamentalmente macréfagos, mientras que durante la inflamacién se
produce un aumento en la proporcioén de leucocitos polimorfonucleares (PMN) neutréfilos.
En casos de mastitis, mas del 90% de las CS pertenecen a esta serie de células blancas
(Calvinho, 1992). Las principales funciones de los PMN son fagocitar y destruir los agentes
infecciosos. Las bacterias que atraviesan el canal del pezén (primera linea de defensa) entran
la cisterna del pezén y se encuentran con la segunda y principal linea de defensa: los
leucocitos. Una vez que se ha iniciado una respuesta inflamatoria, los PMN son las primeras
células en ser reclutadas al sitio de infeccion. El reclutamiento de los PMN hacia la glandula
mamaria es una funcién normal del mecanismo de defensa de la vaca y suele ser muy eficaz
para erradicar la mayoria de las infecciones que se producen (Kehrli y Shuster, 1994; Riollet
y col., 2001). El SCS caracteriza en cierta medida la salud de la ubre durante la lactancia y
puede considerarse como indicativo de la presencia o ausencia de infeccion, la cantidad y
duracién de las infecciones, la gravedad y el nimero de cuartos infectados. Un bajo SCS
indica un nivel bajo o ausencia de infeccién en toda la lactancia. Los aumentos en SCS entre
lactancias y entre meses dentro de la lactancia son atribuibles al aumento de la mastitis. En
ausencia de infeccion, el SCS se mantiene bajo, atin con el avance en la edad o el estado de
lactancia. También. SCS bajos se asocian con una baja probabilidad de mastitis clinica

(Shutz, 1994; Shook y Schutz 1994).

1.9 Control de la mastitis

Los programas de control de mastitis estdn basados en reducir el nimero de nuevas
infecciones y limitar la duracién de las infecciones existentes. El plan de control de los cinco

puntos es un conjunto de cinco principios que, si se siguen, pueden ayudar a reducir la
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incidencia de mastitis y disminuir los RCS. Los cinco principios son: 1) registrar y tratar
todos los casos clinicos, 2) rutina de ordeno higiénica que incluya la desinfeccion de
pezones post-ordefio, 3) utilizacion de terapia antibidtica vaca seca al finalizar la lactancia,
4) eliminar las vacas con mastitis crénica y 5) realizar un mantenimiento regular de la
maquina de ordefiar. Estos principios han existido por afios (Neave y col., 1969), tras haber
sido formulados en la década del 60 y han sido, al menos, parcialmente responsables de
disminuir la incidencia de mastitis, principalmente por patégenos contagiosos (Neave y col.,
1969; Hillerton y col., 1995), pero han sido menos exitosos con los patégenos ambientales
(Shukken y col., 1990, Lam y col., 1997). El plan de los cinco puntos fue actualizado,
proponiéndose una ampliacién a un programa de diez puntos formulado por el National
Mastitis Council en 2001, que incluye como medidas adicionales (1) el establecimiento de
objetivos de control, (2) el mantenimiento de un medio ambiente limpio y confortable, (3)
llevar registros y monitorear la salud mamaria, (4) realizar medidas de bioseguridad para
evitar el ingreso de patdgenos contagiosos y (5) revisar periddicamente el programa de

control.

Si bien estos programas han contribuido en forma sustancial a reducir la prevalencia de la
enfermedad, la terapia antibiética ha mostrado eficacia dispar frente a los distintos
organismos patogenos (Erskine, 2004) y la mastitis ha ido en aumento en muchos paises
durante los dltimos 30 afios, a pesar de los avances en los tratamientos veterinarios. Ademas,
el uso indiscriminado de los antibidticos promueve la aparicion de cepas bacterianas
resistentes a los antibidticos. Estas limitantes han determinado la bisqueda de alternativas
que permitan minimizar el uso de antibidticos, tanto mediante la estimulacién de los
sistemas de defensa del animal para controlar las infecciones o mediante la seleccion de los
animales que muestren mayor resistencia natural a las IIM (Denis y col., 2009; Rupp y

Boichard, 2003).
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1.10 Factores que afectan la incidencia de mastitis

La incidencia de la mastitis estd influenciada por varios factores externos al manejo.
Algunos de los factores mds influyentes son: la estacion del afio, el nimero de lactancias (o

partos), los dias en lactancia, la raza, la velocidad de ordefie y la conformacién de la ubre.

Estacion del afio: Las mastitis generalmente se detectan con frecuencias
aproximadamente iguales a lo largo del afio, pero hay diferencias entre los patégenos
causantes. Generalmente los ambientales se afslan mds frecuentemente en los meses del

verano, y los contagiosos en los de invierno (Dohoo y col., 1983; Schukken y col., 1989).

Lactancia: El nimero de lactancia o numero de parto de la vaca ha sido identificado como
un indicador de riesgo en varios estudios (Schutz y col., 1990; Weller y col., 1992; Barkema
y col., 1998; Pryce y col., 1999). Todos estos estudios concluyeron que la incidencia de

mastitis aumenté con el nimero de partos o lactancias.

Etapa de la lactancia: La etapa de la lactancia también influye en el riesgo de aparicion de

mastitis, que incluso es diferente entre vaquillonas y vacas multiparas (Barkema y col.,
1998). En tambos de bajo RCS, existe una mayor incidencia de mastitis durante el primer
mes de lactancia, pero por el contrario, entre los tambos de alto RCS, no se observa un

efecto de la etapa de la lactancia (Erskine y col., 1988).

Raza: Se encontraron s6lo pequefias diferencias entre las razas. Bannerman y col. (2008)
determinaron que vacas de raza Montbeliard y Abondance del Este Francia y Simmental y
Brown Swiss de Europa central tienen RCS mds bajos y menor frecuencia de casos de
mastitis comparadas con la raza Holstein. Comparando las razas Holstein y Jersey se han
reportado varios estudios donde se concluye que las vacas de raza Jersey tienen una menor
susceptibilidad a mastitis, aunque los RCS son generalmente mds altos que los de Holstein

(Bannerman y col., 2008; Youngerman y col., 2004).
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Velocidad de ordefie: Rupp y Boichard (1999) describieron que la velocidad de ordefie se

correlaciona negativamente con el RCS pero no con mastitis. Por otro lado, Waage y col.
(1998) demostraron que vaquillonas con una velocidad de flujo de leche més baja son maés

susceptibles a la mastitis que las que presentaron una velocidad media a alta.

Conformacién de la ubre: Existen altas correlaciones genéticas entre la longitud de los

pezones, la longitud y profundidad de la ubre, la insercién anterior, y casos de mastitis en
varias poblaciones de vacas lecheras (Lund y col., 1994; Rupp y Boichard, 1999; Sgrensen y
col., 1999). En general, los resultados indican que la seleccion para mejorar la conformacion

de la ubre también disminuye el RCS y la mastitis clinica.

I[.11 Genética de la mastitis

Los parametros genéticos, como la heredabilidad, las correlaciones fenotipicas y
genéticas, son parametros estadisticos utiles para medir la componente genética de un rasgo
o un grupo de rasgos. No requieren ningin conocimiento sobre el nimero o la naturaleza de
los genes implicados y se estiman a partir de los datos fenotipicos por la correlaciéon entre
parientes (Falconer, 1989). La heredabilidad es la parte de la diferencia fenotipica entre los
animales que, en promedio, es atribuible a la diferencia genética. Una mayor heredabilidad
indica una importancia genética relativamente mayor y en menor grado una influencia del
medio ambiente como causales de la variabilidad entre los fenotipos. Una alta heredabilidad
también indica la oportunidad de hacer mdas rdpida la mejora genética y una mayor

confiabilidad (Falconer, 1989).

La genética es complementaria a las herramientas del manejo usadas para combatir la
mastitis. La seleccidon genética es un proceso que resulta en un cambio sostenido en la
composicion genética del rodeo, que es acumulativo y permanente. La variabilidad genética
para la resistencia a la mastitis representa s6lo una pequefia proporcion de la varianza total,

pero no es despreciable y proporciona una oportunidad interesante en la seleccion, por lo
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tanto, debe ser considerada como una herramienta complementaria para mejorar la

resistencia a la mastitis en el ganado lechero bovino (Rupp y Boichard, 2003).

La heredabilidad de la mastitis es relativamente baja, y generalmente han sido estimadas
por debajo del 5% (Mrode y Swanson, 1996). Las heredabilidades estimadas a partir del
promedio por lactancia fue del 6% para RCS, y entre el 10 y 12% para SCS (Monardes y
col., 1983), por lo tanto, una mayor heredabilidad es otra de las ventajas del uso de SCS en
lugar de RCS para las estimaciones en las evaluaciones genéticas. Por otra parte, se encontr
que la heredabilidad es similar para los rodeos con SCS medios, bajos o altos (Banos y
Shook, 1990; Boettcher y col., 1992). Si bien las heredabilidades de la mastitis, RCS y SCS
son medias o bajas, esto no quiere decir que la genética no tenga un papel importante en la
caracteristica, ya que la efectividad en la seleccién de caracteristicas de baja heredabilidad se

puede mejorar utilizando mas hijas por padre.

I.12 Resistencia a mastitis

La resistencia a mastitis es una caracteristica compleja que depende de un componente
genético, pero también de factores fisioldgicos, anatémicos y ambientales. En una escala
mas global, la resistencia podria definirse como la habilidad del individuo de impedir la
infeccion o de sobreponerse rapidamente a la misma. La selecciéon genética en los rodeos
lecheros se ha enfocado principalmente en el aumento de la produccion, hasta hace 20 afios
los principales caracteres a seleccionar eran los de composicion de la leche (contenido de
grasa y proteina) y algunas caracteristicas morfolégicas, como capacidad de la ubre y forma.
Esta seleccion basada s6lo en produccion ha actuado en detrimento de los caracteres
relacionados con la sanidad, evidenciada por ejemplo, por las correlaciones negativas entre
la produccion y la incidencia de mastitis clinicas (Uribe y col., 1995). La resistencia a
mastitis y el RCS también estdn asociados a otros caracteres, como por ejemplo la

longevidad de los animales, ya que se hallaron altas correlaciones entre mastitis y RCS con
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la esperanza de sobrevida de las vacas (Sander-Nielsen y col., 1999; Pryce y col., 1999). La
tendencia desfavorable en fertilidad y sanidad, producto de los programas de mejoramiento
enfocados sélo en la produccién, fue cambiando los objetivos de seleccion en los dltimos
afios. De este modo, los paises escandinavos fueron pioneros en implementar la seleccion
basada en la inclusién de muchos rasgos funcionales, ademds de los productivos, y, sobre
todo, la resistencia a mastitis (Heringstad y col., 2000). La inclusién de la resistencia a la
mastitis en los objetivos de seleccion ha demostrado ser eficaz en estos paises. En Noruega,
la incidencia de la mastitis clinica fue de 0,44 (1994) a 0,23 (2002) vacas tratadas por vaca-

afio (Osteras y col., 2007).

La seleccion para aumentar la resistencia genética a mastitis se puede hacer directamente
o indirectamente. La seleccion directa significa que el rasgo real se mide en el animal o sus
parientes; en la selecciéon indirecta se mide un rasgo indicador que estd altamente
correlacionado con la enfermedad. El RCS promediado en una lactancia es una medida
indirecta muy importante para el control de la mastitis. Es la medida mds cominmente
utilizada, porque estd disponible a través de la mayoria de los sistemas de control lechero y
estd correlacionado con la mastitis. Se han estimado moderadas a altas correlaciones
genéticas entre mastitis y RCS (0,3 - 0,9) lo que indica que la seleccién por bajo RCS puede
aumentar la resistencia a la mastitis en un rodeo (Weller y col., 1992; Zhang y col., 1994;

Mrode y Swanson, 1996).

Una manera de mejorar la efectividad de la seleccion para caracteres con baja
heredabilidad seria, en el caso de la mastitis, la de incluir més hijas de un toro en prueba de
progenie. Esto conlleva a mayores costos para los productores y a largos periodos de espera
a que las hijas de un toro en prueba empiecen su etapa productiva. Una alternativa a la
prueba de progenie es el uso de marcadores moleculares de ADN. La identificacion de
marcadores genéticos que permitan implementar programas de seleccién animal teniendo en

cuenta la resistencia a mastitis, permitiria disminuir las pérdidas producidas por esta
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enfermedad, disminuir el uso de antibidticos y mejorar la tasa de cambio genético. Distintas
regiones cromosOmicas han sido asociadas a resistencia a mastitis, sin embargo, existe
mucha discrepancia sobre los marcadores moleculares que se podrian utilizar. Esta
controversia puede ser debida a las diferencias entre poblaciones y la complejidad de la
mastitis, ya que la resistencia o susceptibilidad podria depender de distintas vias moleculares
y estar regulada por diferentes genes (Rupp y Boichard, 2003). Ademads de las diferencias
genéticas, las diferencias en el manejo de los animales pertenecientes a diferentes sistemas
de produccién, podrian determinar variaciones en los marcadores moleculares asociados a

caracteristicas productivas y/o de resistencia a enfermedades.

Los sistemas de produccién de leche en Argentina son muy diferentes de los de Europa,
Estados Unidos y Canada. Mientras que los paises con lecheria mds desarrollada tienen
sistemas intensivos, en nuestro pais la produccién de leche estd ligada a la utilizacién de
pasturas, aunque la participacion de las mismas ha mostrado una disminucién en los dltimos
afios (Gastaldi et al., 2015 incluyendo también suplementacion estratégica con silajes y
concentrados, comparables a los sistemas de Nueva Zelanda. Es por estas diferencias que los
estudios de asociacion de caracteristicas genéticas con la enfermedad realizados en otros
paises no son siempre extrapolables al nuestro. M4s atin, en la Argentina no existen estudios
sobre resistencia/susceptibilidad genética a la mastitis (Poli y Rold4n, 2009). Por lo tanto, es
importante contar con estudios locales para la identificacion de marcadores moleculares que

se puedan aplicar a la poblacién bovina de nuestro pais.

I.13 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares representan la variaciéon a nivel del ADN, tales como
deleciones, duplicaciones, inversiones y/o inserciones. Los marcadores pueden mostrar dos
modos de herencia, dominante/recesivo o codominante. Si el patron genético de

homocigotas puede ser distinguido del de los heterocigotas, entonces un marcador se dice
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que es codominante. Generalmente los marcadores codominantes son mds informativos que
los marcadores dominantes. Un marcador molecular de ADN es una posicién fisica
identificable en un cromosoma, cuya herencia puede ser monitoreada (Hyperdictionary,
2003). El uso de marcadores moleculares que revelan las variaciones (polimorfismos) a
nivel del ADN en una poblacién es una herramienta fundamental en genética animal (Vignal

y col., 2002).

A diferencia de las situaciones mds simples, donde las enfermedades o condiciones son
causadas por la alteracion de un solo gen, en las enfermedades/condiciones complejas varios
genes tienen una pequefia contribucién al fenotipo, y es por esto que deben realizarse
estudios de asociacion gendmicos. Para esto deben detectarse individuos susceptibles y
resistentes y utilizar marcadores moleculares distribuidos a lo largo del genoma con el fin de
localizar las variaciones que estarian asociadas con la condicién (Risch y Merikangas,
1996). Recientemente, se han realizado esfuerzos para localizar los genes que afectan
caracteristicas de importancia econdémica en el ganado lechero. Los marcadores genéticos
asociados con estos genes se pueden utilizar eficientemente en la técnica conocida como
“seleccion asistida por marcadores” (MAS, abreviatura del inglés “Marker Assisted

Selection”) para aumentar el progreso genético (Lande y Thompson, 1990).

Algunos de los marcadores mds comunmente utilizados para estudiar los genomas o la

filogenia de una especie son:

e RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polymorphism™) que compara los
polimorfismos de longitud de fragmentos de ADN generados por enzimas de

restriccion.

e AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”) similares a los RFLP.
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e RAPD (“Random Amplification of Polymorphic DNA”), que es un tipo de

marcador molecular basado en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que

amplifica fragmentos de forma aleatoria.

e Microsatélites o SSR (“Simple Sequence Repeat”) que son secuencias de
ADN en las que un fragmento constituidos por di o tri-nucleétidos se repite de

manera consecutiva.

e SNP (“Single Nucleotide Polymorphism”) caracterizados por ser

polimorfismos de un solo nucleétido.

Los SNP (pronunciado “snips”) son los marcadores moleculares de ADN mas
ampliamente utilizados hoy en dia ya sea en humanos, animales, plantas 0 microorganismos.
Son variaciones de un sélo nucleétido en una secuencia de ADN y son la forma mas comun
de polimorfismo en genomas de mamiferos, los cuales representan el 90% de las variaciones
y que se presentan con una frecuencia de uno de cada 300 nucleétidos en promedio (Collins
y col., 1998). Son posiciones individuales de pares de bases complementarias en el ADN
gendmico en el que existen diferentes alternativas de secuencia (alelos) en individuos
normales en alguna poblacién, en la cual, el alelo menos frecuente tiene una abundancia de
1% o mayor (Brookes 1999). Los SNP pueden clasificarse en no codificantes (ncSNP) y
codificantes (cSNP), de acuerdo a la naturaleza del nucledtido que es afectado. Los cSNP se
localizan en regiones codificantes del genoma, y pueden a su vez modificar (no sinénimo) o
no (sinénimo) el aminodcido codificado por el codén (Brookes, 1999). Existen varias
razones para la creciente popularidad del uso de SNP como marcadores moleculares en
estudios poblacionales. La primera es la mayor prevalencia en el genoma comparado con
otro tipo de marcadores moleculares, suministrando un gran nimero de marcadores cercanos
o dentro del locus de interés. Segundo, puede esperarse que algunos de los SNP localizados
en genes afecten directamente las estructuras de las proteinas codificadas o el nivel de

transcripcion de los genes, pudiendo considerarse como candidatos a alteraciones genéticas
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responsables de las diferencias en los fenotipos observados. Tercero, mientras que otros
tipos de marcadores, como las secuencias repetitivas presentan alguna inestabilidad (es decir
mutaciones que afectan el largo de la repeticion), los SNP son heredados de forma mucho
mads estable y en forma de bloques, lo que permite identificar las variaciones genotipificando
s6lo algunos SNP del bloque pudiendo asi inferir el genotipos de los demds. Por dltimo,
existen nuevas tecnologias de genotipificacion de SNP en masa, lo cual disminuye los
costos, permite la automatizacion y posibilita la realizaciéon de estudios genéticos mas
confiables (Landegren y col., 1998; Morozova y col., 2008). Mediante el uso de este tipo de
andlisis, y la informacién obtenida del proyecto genoma bovino recientemente finalizado, el

nimero de SNP descriptos en bases de datos supera los dos millones (Elsik y col., 2009).

En forma similar a otros marcadores, los SNP pueden mapearse y utilizarse en conjunto
con el objetivo de identificar loci cuya variacion alélica este asociada con la variacién de un
cardcter cuantitativo (QTL, Quantitative Trait Loci), es decir, un fenotipo cuantificable, y
realizar el mapeo fino de una regién cromosémica, para poder definir el o los genes que
contribuyen a la caracteristica fenotipica (Stone y col., 2005; Snelling y col., 2005; Calvo y
col., 2006; Leyva-Baca y col., 2007). Su utilizacién se basa en el principio de desequilibrio
de ligamiento (LD, Linkage Disequilibrium) (Figura 1.4), el cual se refiere a la ausencia de
asociacion al azar entre alelos. Es decir, cuando alelos de dos o mds loci no segregan
independientemente, existe LD entre ellos. La importancia de este concepto radica en que el
LD indicaria una interaccién funcional entre los loci asociados con el fenotipo de interés
(Neale y col., 2008). Pueden identificarse asi SNP o haplotipos (conjunto de alelos) que
contribuyen a la caracteristica particular (ya sea alterando la secuencia de la proteina o la
transcripcion del gen) o mas comtinmente SNP que se encuentran en LD con la caracteristica
analizada. Para la implementacién exitosa de programas de seleccion es necesaria la

identificacion del o los polimorfirmo/s responsables del efecto observado, pudiendo
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utilizarse asi la denominada seleccion asistida por genes (GAS, Gene-Assisted Selection)

(Dekkers, 2004).
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Figura 1.4: Creacién y pérdida del LD
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Se parte de un locus ancestral para dos posiciones de pares de bases. A menos que ambas
posiciones sean polimorficas el concepto de LD no se aplica. Evento 1 implica un cambio [T—C
(A—G)] del primer par de bases para crear un SNP y un nuevo (segundo) haplotipo que
aumentard su frecuencia en la poblacién. Entonces, el evento 2 cambia [A—G (T—C)] otro par
de bases para crear el segundo SNP y otro (tercer) haplotipo que también aumenta a una
frecuencia apreciable. En esta etapa existe LD completa entre las dos posiciones por lo tanto, una
T en la primera posicién es siempre acompafiada por una A en la segunda posicion, y una G en la
segunda posiciéon por una C en el primero. El evento 3 representa la recombinacién meidtica
posterior, a través de lo cual se forma un cuarto haplotipo y que no estd en LD (adaptado de

Brooks y col., 1999).

I.14 Estudios de asociacion

Un estudio de asociacidn genética se utiliza para encontrar genes candidatos o regiones
gendmicas que contribuyen con un rasgo fenotipico, evaluando la correlaciéon entre el
fenotipo y el genotipo. Cuando un genotipo dentro de una poblacién estd ligado con un
rasgo fenotipico determinado, mas a menudo de lo que se esperaria por casualidad, se dice

que estd asociado genéticamente.

Una forma eficiente de realizar estudios de asociacion es limitar, mediante una cuidadosa
preseleccidn, cuales marcadores moleculares son evaluados para una caracteristica

determinada. La base de la seleccion puede ser focalizada hacia marcadores localizados en
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genes candidatos seleccionados por su funcién bioldgica, genes sugeridos por experimentos
de expresion diferencial o candidatos posicionales obtenidos a partir de estudios de
ligamiento previos. El uso de SNP que podrian tener consecuencias funcionales, como los
¢SNP no sinénimos o localizados en secuencias promotoras de la transcripcién es
obviamente recomendado (Brookes, 1999). En el caso de la resistencia a mastitis es una
funcién compleja que involucra varias vias metabdlicas con diferentes moléculas y células
como protagonistas. Es por esto que la bisqueda de asociacion se ha orientado generalmente
hacia los genes que controlan la intensidad y calidad de la respuesta inmune innata, como
son los que codifican para opsoninas, receptores celulares y enzimas involucradas en la
fagocitosis. También se ha orientado hacia aquellos que controlan la especificidad de la
respuesta inmune adaptativa tales como los del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
bovino (BoLA, Bovine Leukocyte Antigen) y receptores de linfocitos (TLRs), como también
otros genes reportados como asociados con variaciones en el RCS (Ogorevc y col., 2009;
Leyva-Baca y col., 2007). Una forma de analizar las vias metabdlicas y los genes
relacionados con la respuesta inmune es la realizacién de estudios de patrones de expresion
global mediante la utilizaciéon de microarreglos de ADN sobre tejido animal sometido a una

infeccion experimental (Lutzow y col., 2008; Swanson y col., 2009).

Un estudio de asociacién de genoma completo (GWAS, genome-wide association study),
consiste en evaluar simultineamente decenas de miles, y hasta millones de marcadores
moleculares de tipo SNP distribuidos uniformemente en el genoma de diferentes individuos
con el fin de determinar asociaciones entre estos polimorfismos y la caracteristica
observada. Este tipo de estudios permite localizar regiones genOmicas asociadas a una
caracteristica cuantitativa o enfermedad de tipo poligénica, donde mds de una regién o gen
contribuye a la variacién fenotipica, y sin tener previo conocimiento de los genes o regiones

involucradas.
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I.15 Seleccion Genomica

Para el ganado lechero, la mayoria de las caracteristicas de importancia econémica son
controladas por muchos genes, cada uno de efecto pequefio (Cole y col., 2009; Hayes y col.,
2010). Debido a esto, se necesita una gran cantidad de datos para estimar los efectos con
precision, y se necesitan marcadores densamente distribuidos en el genoma para asegurar
que la asociacién entre el marcador y el QTL persiste a través de las familias. La reciente
secuenciacion del genoma bovino, condujo al descubrimiento de millones de SNP y ha sido
clave para la reduccion dramatica en el costo de genotipificacion. La seleccion gendmica se
refiere a las decisiones de seleccion sobre la base de los valores de cria gendmicos (GEBY,
Genomic Breeding Values). Para calcular un GEBYV, primero se deriva una ecuacion de
prediccion basada en los SNP. El genoma completo se divide en pequefios segmentos, cuyos
efectos se estiman en una poblacion de referencia en la que los animales poseen fenotipo y
genotipo conocido. De esta manera, los efectos de todos los loci que contribuyen a la
variacion genética son capturados, incluso si los efectos de los loci individuales son muy
pequeios. En las generaciones posteriores, los animales pueden ser genotipificados para los
marcadores para asi determinar qué segmentos de cromosomas han heredado. Asi, los
efectos estimados de los segmentos que tiene cada animal pueden ser sumados sobre todo el
genoma para predecir el GEBV. Meuwissen y col. (2001) demostraron, usando
simulaciones, que era posible lograr precisiones de valores de cria de 0,85 usando solamente

la informacion de los marcadores en animales sin fenotipo propio.

De esta manera las evaluaciones genémicas han revolucionado la cria del ganado lechero
al aumentar considerablemente la precision de las estimaciones del valor genético de los
animales jovenes y han duplicado la tasa de progreso genético. Las predicciones son cada
vez mds precisas ya que los nuevos animales se afiaden a la poblacion de referencia. Todos

los toros jovenes adquiridos por las principales organizaciones de comercializacién de
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semen ahora se seleccionan sobre la base de las evaluaciones gendmicas, lo que ha

permitido una amplia comercializacion de los toros més jovenes (Wiggans y col., 2011).

1.16 Genotipificacion

La tecnologia para genotipificacion de SNP es variada e incluye los métodos tradicionales
como PCR-RFLP, tetraprimer-PCR (o ARMS-PCR), PCR alelo-especifica, y técnicas mas
complejas como la secuenciaciéon de ADN, PCR en tiempo real (Tagman®, HRM),
espectrometria de masas (MALDI-ToF), sistemas multiplex basados en electroforesis capilar
(SNPIlex®, SnaPshot®), microarreglos de ADN, entre otros (de la Vega y col., 2005; Wang y
col., 2009; Matukumalli y col., 2009). Los microarreglos de ADN contienen cientos de miles
de sondas de ADN que estdn dispuestas en un pequefio chip, lo que permite evaluar los
diferentes SNP simultdneamente, como también determinar homocigotas y heterocigotas en
una muestra. La escala de SNP que pueden ser genotipificados simultidneamente es enorme.
Esta escala puede ir desde algunos miles de SNP seleccionados en estudios previos por estar
en LD con caracteristicas de interés y que su disefio puede ser personalizado para el cliente,
hasta chips conteniendo cientos de miles (y hasta millones para el caso de humanos) de SNP
distribuidos uniformemente a los largo del genoma bovino, especialmente ttiles para
seleccion gendmica. Dos matrices de genotipificacion de alta densidad se han desarrollado
recientemente y estan disponibles para analisis genomico de la especie bovina (Figura 1.5):
El BovineHD BeadChip desarrollado por la firma Illumina contiene 777.962 SNP, y el
Axiome-Genome-Wide BOS 1 de la firma Affymetrix que contiene 648.874 SNP. Estos
productos tienen cada uno un disefio unico y una densidad de marcadores que permite
mapeo fino de QTL, la detecciéon de variacion del nimero de copias, y la seleccion
genoémica multirracial (Rincén y col., 2011). A su vez, existen chips de baja densidad de
marcadores (3000 y 7000 SNP) que permiten genotipificar animales a un costo menor y que

incluyen marcadores seleccionados. Estos chips de baja densidad (LD, Low Density) generan
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genotipos de animales que luego pueden ser usados para reconstruir (imputar) sus
correspondientes genotipos de alta densidad en poblaciones relacionadas. La seleccion del
sistema a utilizar resulta de un balance de los costos por genotipo y el nimero de genotipos a

generar.

Figura 1.5: Descripcion de los chips de genotipificacion de la marca Affymetrix (A) y de la marca
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Imagen adaptada de Barillot y col., 2012.
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I.17 Marcadores Moleculares asociados a Mastitis

La utilizacién de los marcadores se basa en el principio de LD. La existencia de un
ndmero finito de material genético heredable significa que debe haber un nimero finito de
loci afectando las variaciones en el fenotipo. De hecho, existe evidencia de que la
distribucién del efecto en los loci es tal que existen muchos genes con efectos pequefios y
muy pocos con grandes efectos (Shrimpton y Robertson, 1998; Hayes y Goddard, 2001).
Una de las limitaciones de la aproximacion del mapeo de QTL es que se necesita un efecto
relativamente grande para identificar un locus asociado al fenotipo de interés (Cole y col.,
2009) por lo que, en enfermedades complejas, las verdaderas asociaciones son mas dificiles
de detectar (Pighetti y Elliott, 2011). Identificar marcadores o SNP en genes especificos
asociados con la respuesta inmune es una alternativa a la seleccion por marcadores para
resistencia a mastitis. Esta aproximacion se sobrepone a uno de los principales problemas
del GWAS (Genome Wide Association Study), en el cual los andlisis estadisticos de
correlaciones multiples pueden pasar por alto genes que estén realmente asociados con el
fenotipo de interés (Hayes y Goddard. 2010). Hasta el momento, la aproximacion que se
enfoca en el efecto de un gen candidato sélo ha sido efectiva en la identificacién de un
limitado ndmero de genes, mas precisamente en ganado bovino lechero dos mutaciones
puntuales han sido detectadas en los genes DGAT1 (Diacilglicerol O-aciltransferasa 1)
(Grisart y col., 2002) y ABCG2 (ATP Binding Protein Cassette G2) (Cohen-Zinder y col.,
2005) asociadas a rendimiento en leche y composicion. Es por ello que la identificacion de
marcadores relacionados a caracteristicas complejas necesita de una aproximacion basada en
la integracién de los polimorfismos, los diferentes genes y regiones cromosdémicas

relacionadas en las vias metabolicas (Ogorevce y col., 2009).
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I.18 Bioinformatica

La bioinformdtica es un campo interdisciplinario que desarrolla y mejora los métodos
para almacenar, recuperar, organizar y analizar datos biolégicos y que ayuda a resolver los
problemas asociados con la manipulacién de la creciente generacién de datos bioldgicos.
Una actividad importante en la bioinformaética es el desarrollo de herramientas de software

para generar conocimiento bioldgico util.

En el campo de la genética y la gendmica ayuda en la secuenciacién de genomas y las
variaciones (mutaciones) observadas. Desempefia un papel en la mineria de textos de la
literatura bioldgica y el desarrollo de ontologias bioldgicas y genéticas para organizar y
consultar los datos biologicos. También juega un papel importante en el anélisis de genes, la
expresion de las proteinas y su regulacion. Aporta herramientas de ayuda en la comparacion
de los datos genéticos y genomicos y, mds en general, en la comprension de los aspectos
evolutivos de la biologia molecular. A un nivel mds integrador, ayuda a analizar y catalogar
las vias bioldgicas y redes. En la biologia estructural, ayuda en la simulacién y modelado de

ADN, ARN, y estructuras de proteinas asi como las interacciones moleculares.

I1.19 Bases de datos

La generacion de grandes cantidades de informacion, tanto de datos genealdgicos,
fenotipicos, ambientales, y de secuencia, asi como su comparacion, supone la utilizacion de
herramientas informdticas que permitan tanto el almacenamiento, como el andlisis de la
misma. El lenguaje de consulta estructurado (SQL Structure Query Language) es un
lenguaje de programacion basado en el manejo del dlgebra y el cédlculo relacional que
permite trabajar con base de datos relacionales. SQL utiliza la flexibilidad y potencia de los
sistemas relacionales permitiendo asi una gran variedad de operaciones de manera eficiente.

Uno de los interpretadores de SQL (Structure Query Language, Lenguaje de Consulta
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Estructurado) més difundidos y utilizados es el llamado MySQL. Asi, MySQL permite crear

base de datos y tablas, insertar datos, modificarlos, eliminarlos, ordenarlos, hacer consultas y
realizar operaciones de manera rapida y con bajo requerimiento de memoria. Se disefian asi
las tablas y relaciones correspondientes acordes al tipo de informacion almacenada, asi
como los mecanismos de consulta y recuperacion de la informacion. Existen también otras
bases de datos que han sido desarrolladas especificamente para el almacenamientos de datos
genotipicos y fenotipicos como GGSD (Day-Williams, 2009), IGS (Fiddy y col., 2006) y

GeneLink (Gillanders y col., 2004).

1.20 Base de datos de QTL

El desarrollo de la base de datos “Cattle QTLdb” (http://www.animalgenome.org/cgi-
bin/QTLdb/BT/index) es un proyecto liderado por la Universidad Estatal de lowa, EEUU, y
ha recopilado todos los datos de QTL para ganado bovino publicados durante los tltimos 12
afios (Hu y col., 2015). La base y sus herramientas hacen posible comparar, confirmar y
localizar los genes responsables de las caracteristicas cuantitativas importantes en el genoma
bovino. La ultima actualizacion de la base contiene, hasta la escritura de este trabajo, 36.693
QTL, producto de 623 publicaciones, representando 492 caracteristicas diferentes. Los QTL
asociados a caracteristicas relacionadas con mastitis se encuentran distribuidos en todos los
cromosomas, lo cual puede deberse a que existen numerosos factores genéticos Yy
ambientales que contribuyen al fenotipo, incluyendo interacciones especificas patdgeno-
huésped. En la tabla 1.4 se muestran los caracteres relacionados con mastitis y el nimero de

QTL asociados.
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Tabla 1.4: Niumero de QTL
asociados a caracteres relacionados

con mastitis publicados en QTLdb.

Caracter N°de QTL
Mastitis clinica 151
RCS 77
SCS 1018
Total 1246

RCS: recuento de células somaticas. SCS:

somatic cell score.

I.21 Genes candidatos

Los polimorfismos en genes que codifican para los diferentes factores defensivos
encargados de detectar y eliminar los patégenos son potenciales candidatos en un programa
de seleccion por marcadores. Moléculas y receptores asociados con la respuesta inmune son
propensos a contribuir en la resistencia o susceptibilidad a la mastitis (Sharma y col., 2011).
Muchos estudios han identificado polimorfismos en los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad bovino (Rupp y col., 2007; Sharif y col., 1998) y receptores de
citoquinas (Youngerman y col., 2004). Otros polimorfismos en genes relacionados con la
respuesta inmune innata también se han estudiado, como el de lactoferrina (Wojdak-
Maksymiec y col., 2006). Otra forma de analizar las vias metabdlicas y los genes
relacionados con la respuesta inmune es la realizacion de estudios de patrones de expresion
global mediante la utilizacion de microarrays sobre tejido animal sometido a una infeccion
experimental. (Lutzow y col., 2008; Swanson y col., 2009). A continuacién, se analiza una
seleccion de genes candidatos asociados significativamente (p<0,05) con mastitis, recuento

de células somadticas (RCS) y su transformacion logaritmica, el score lineal de células
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somadticas (SCS), informados en publicaciones relevantes hasta la fecha, almacenados en

PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

1.21.1 Generales

Existen algunas proteinas y péptidos con actividad antimicrobiana presentes en la leche
que actian defendiendo a la gldndula mamaria ante el ingreso de un patégeno; por lo tanto,
los genes que codifican para estas proteinas son potenciales candidatos para su estudio. Tal
es el caso de la lactoferrina, cuyo gen se localiza en el cromosoma 22 (BTA22). La
lactoferrina es una glicoproteina que se encuentra en la mayoria de las secreciones,
incluyendo lagrimas, saliva y leche y existen numerosos reportes sobre su actividad
bacteriostatica in vivo e in vitro. (Nuijens y col., 1996; Sordillo y col., 1997). Su poder
bacteriostiatico se debe a su capacidad de capturar iones Fe'™*, privando a los
microorganismos de éstos (Bullen y col., 1972). Por medio de la técnica de genotipificado
de RFLP, Wojdak-Maksymiec y col (2006) encontraron una asociacion significativa entre
genotipos del gen de lactoferrina (LTF) y el RCS en 124 vacas Holstein-Fresian de la regién

de Pomerania, Polonia.

Las B-defensinas son otro grupo de péptidos con actividad antibidtica y citotdxica contra
diferentes microorganismos y protegen a la gldndula mamaria de los patdégenos (Tunzi y
col., 2000). Esta demostrado que en tejidos de glandula mamaria bovina infectada, asi como
en células somdticas de la leche existen transcriptos de B-defensina (Roosen y col., 2004;
Bagnicka y col., 2007). Bagnicka y col. (2007) secuenciaron el gen que codifica para la -
defensina 4A (BNBD4, BTA27, N° de acceso de GenBank: AF008307) en una poblacion de
212 vacas de la raza Holstein-Friesian polacas y encontraron 10 polimorfismos en la regién
intrénica del gen. Uno de estos polimorfismos, ubicado en la posicién nucleotidica 2239 y

representado por una transicion C > T, resulté estar significativamente asociado al RCS en
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leche, como también a porcentaje de grasa, proteina y lactosa en leche. La Tabla 1.5 lista un
resumen de genes candidatos de proteinas y péptidos con actividad antimicrobiana con

marcadores moleculares asociados a mastitis.

Tabla 1.5: Resumen genes candidatos generales con marcadores asociados a mastitis

Gen Nombre BTA Referencia Fenotipo Poblacion
LTF Lactoferrina 22 Wojdak-Maksymiec y col., 2006 RCS Holstein polacas
BNBD4 [-defensina4 27 Bagnicka y col., 2007 RCS Holstein polacas

RCS: Recuento de células somaticas.

1.21.2 Inicio de la Respuesta Inmune

El primer paso para movilizar los mecanismos de la inmunidad contra los patdgenos es el
reconocimiento de su presencia. Para esto los mamiferos estan equipados con una bateria de
receptores que detectan la presencia de moléculas componentes de patégenos: los TLR (Toll
Like Receptors); NLR (Nod Like Receptors), receptores “scavenger” y receptores de lectinas
tipo C; que representan la familia de los receptores de reconocimiento de patrones de
patégenos (PRR’s) y que son los responsables de desencadenar la respuesta inmune (Akira y
Takeda, 2004; Ip y col., 2009). El dominio extracelular del TLR2 estd caracterizado por
contener multiples repeticiones ricas en leucinas y esta region es fundamental en el
reconocimiento de patrones de patdgenos (Texereau y col., 2005). Zhang y col. (2009)
estudiaron el gen que codifica para el TLR2 (acceso: NM_174197) y encontraron 3
mutaciones dentro de la region codificante para el dominio extracelular de la proteina. Uno
de estos tres polimorfismos estd localizado en la posicion nucleotidica 385 (T > G), produce
el cambio de un residuo de asparagina por otro de glutamina y mostré estar
significativamente asociado al SCS. Las vacas con genotipos TT y TG presentaron mayor

SCS que aquellas con genotipo GG para una poblacion de 242 vacas de las razas Holstein,
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Sanhe y Simmental, en rodeos de China y Mongolia. Otro de los receptores de tipo “zoll”, el
TLR4, se secuencié en busqueda de polimorfismos en 40 toros Holstein canadienses de la
Canadian Dairy Network con valores de cria (EBV) extremos para SCS (Sharma y col.,
2006). En esa poblacion se encontraron tres polimorfismos que luego fueron genotipificados
en 338 toros de la misma procedencia. De esos tres polimorfismos, uno estd ubicado en la
posicién nucleotidica 2021 del exén III del gen TLR4 (rs8193069), produciendo un
reemplazo de treonina (alelo C) por isoleucina (alelo T) en dominio transmembrana-
citoplasmético predicho para la proteina. El alelo C de éste, estaria asociado
significativamente a los valores de cria mds bajos para SCS (Sharma y col., 2006). La
relacion entre otros dos polimorfismos en el gen TLR4 y el SCS también se evalu6 en
rodeos de Holstein, Sanhe y Simmental chinos. El primero fue un SNP localizado en el
intrén I, en la posicion 4525 (A > G) que se asoci6 significativamente con el SCS. Las vacas
con el genotipo AA experimentaron SCS significativamente més bajos que aquellas con el
genotipo GG, mientras que las vacas heterocigotos presentaron valores intermedios (Wang y
col., 2007).

El gen NOD2, ubicado en el BTA18 (por sus siglas de su nombre en inglés, nucleotide-
binding oligomerization domain containing 2), codifica para la proteina del mismo nombre,
también conocida como “dominio reclutador de caspasa 15 (CARDI1S5). Es un receptor de
reconocimiento de patrones de patégenos, y actiia junto con otras proteinas de vigilancia
intracelular, reconociendo moléculas bacterianas que contienen una estructura especifica
llamada muramil dipéptido (MDP), que es el motivo minimo encontrado en todos los
peptidoglicanos de la pared celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas (Kufer y
col., 2006). Pant y col (2007) utilizaron semen de 338 toros Holstein canadienses,
seleccionados por poseer valores de cria extremos para SCS y rendimiento en proteina.
Extrajeron ADN y secuenciaron el gen CARD15 y sus regiones flanqueantes, e identificaron

4 polimorfismos de tipo SNP. Uno de esos SNP estd localizado en la posicién nucleotidica
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3020, presentando los alelos A o T (rs43710288) y, por medio de andlisis estadisticos,

determinaron que el alelo T estd asociado significativamente a EBV para SCS, resultando en

un incremento en el SCS sobre animales que poseen el alelo A.

Las lectinas fijadoras de manosa (por sus siglas en inglés: mannan binding lectin MBL)
son glicoproteinas pertenecientes a la familia de las lectinas tipo C, dependientes de calcio,
que se clasifican dentro del grupo de las colectinas (Holmskov y col., 2003). Son
sintetizadas en el higado y secretadas al torrente sanguineo, donde son capaces de unirse a
carbohidratos presentes en la superficie de bacterias, virus, protozoos y células tumorales,
mediando la opsonizacidn directamente o por medio de la activacién del complemento por la
via de las lectinas (Ip y col., 2009). Mediante el estudio de la variaciéon genética del gen
MBL1 (GenBank: NC_007329.2), en 1.053 vacas de tres razas de ganado lechero de China
(Holstein, Luxi y Bohai), Wang y col. (2011) secuenciaron el gen y encontraron tres nuevos
polimorfismos. Un SNP en el intrén I y los otros dos en la regién del exén 1. De los dos
ubicados en el exdén, uno de ellos, en la posicidon nucleotidica 2651, presenta una mutacién G
> A, que se traduce en un cambio de aminodcidos (Val > Ile) y se encontrd
significativamente asociado a SCS. El andlisis estadistico mostr6 que las vacas con
genotipos GG y GA tuvieron SCS significativamente mas bajos que los individuos AA lo
que sugiere un papel importante de este SNP en la respuesta inmune contra la mastitis. En la
tabla 1.6 se presenta un resumen de los genes candidatos involucrados en el inicio de la

respuesta inmune con marcadores asociados a mastitis.
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Tabla 1.6: Resumen genes candidatos del inicio de la respuesta inmune innata con marcadores asociados

a mastitis.
Gen Nombre BTA Referencia  Fenotipo  Poblacién
TLR? Receptor Tipo "Toll" 2 17 Zhangy col.,, SCS Holstein, Sanhe y
2009 Simmental chinas
TLR4 Receptor Tipo "Toll" 4 8 Sharmay EBV- Holstein canadienses
col., 2006 SCS
TLR4 Receptor Tipo "Toll" 4 8 Wangycol, SCS Holstein, Sanhe y
2007 Simmental chinas
CARDI5 Dominio Reclutadorde 18 Panty col., EBV- Holstein canadienses
Caspasa 15 2007 SCS
MBL1 Lectina Fijadora de 28 Wangycol.,, SCS Holstein, Luxi y Bohai
Manosa 1 2001 chinas

SCS: Score de células somaticas; EBV: Valor de cria estimado.

1.21.3 Activacion de la respuesta inmune, y eliminacion del patégeno

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) bovino juega un papel esencial en la
induccidn y regulacion de la respuesta inmune adquirida y ha sido asociado con resistencia a
una variedad de enfermedades (Rothschild y col., 2000). Lundén y col. (1990) encontraron
una asociacion significativa entre un haplotipo DQ1A del BoLA y valores de cria para
susceptibilidad a mastitis clinica evaluada en hijas de toros de las razas Roja y Blanca
suecas. Las variantes alélicas del exon 2 del gen BoLA-DRB3 (DRB3.2, el més polimorfico
en la region de los MHC clase II) han sido estudiadas por su asociacion a la resistencia o
susceptibilidad a mastitis bovina. Dietz y col. (1997) utilizaron el recuento de células
somdticas (RCS) correspondiente a 1100 vacas Holstein de rodeos del norte de Estados
Unidos, como medida de la salud de la ubre y genotipificaron el gen, encontrando que el
alelo *16 del BoLA-DRB3.2 (BoLADRB3.2*16) estd significativamente asociado a valores

de RCS mas altos. En un estudio similar, la presencia del alelo DRB3.2*16 se asoci6 con
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elevados valores de cria para SCS, y el alelo DRB3.2*8 se asoci6 con altos valores de cria
para incidencia de mastitis clinicas (Kelm y col., 1997). Usando la técnica de RFLP, en ADN
proveniente de sangre de vacas Holstein y Jersey canadienses, Sharif y col. (1998)
encontraron que los alelos BoLA DRB3.2*3 y *11 se asociaron con un menor RCS, mientras
que los alelos DRB3.2*%22 y DRB3.2*23 con un mayor RCS. Por otro lado, el alelo
DRB3.2*3 también se asocié con menor incidencia de mastitis clinica, mientras que el alelo
DRB3.2*8 se asocié con mayor riesgo de mastitis. El alelo DRB3.2*3 se asocié con un
aumento de anticuerpos en leche, asi como la reduccion de incidencia de mastitis y RCS.
Una vez activados, los TLR’s inducen la expresion de una variedad de genes involucrados
en la respuesta inmune. Estos son los que codifican para citoquinas, péptidos
antimicrobianos, moléculas co-estimulatorias, moléculas del MHC vy otros efectores
necesarios para defenderse de los patdgenos invasores (Janeway y col.,, 2002). Los
receptores de citoquinas presentes en la superficie de los neutréfilos como CXCRI1 (receptor
de quimosinas tipo 1) inducen la activacion de los neutrdfilos, la quimiotaxis y la
consiguiente fagocitosis de los patégenos (Peveri y col., 1988; Podolin y col., 2002). Los
polimorfismos en el gen que codifica el CXCR1 (BTA2) han sido estudiados por varios
autores. Un polimorfismo de tipo SNP se ubicé en la posiciéon nucleotidica 777 G > C
(acceso: U19947) y produce una mutacién en la posicion aminoacidica 245, el reemplazo de
un residuo de glutamina por una histidina (Q245H) en la proteina, y fue estudiado por
Youngermann y col. (2004) en dos rodeos de razas Holstein y Jersey. En este estudio los
autores describieron que los animales con genotipo CC mostraron un incremento
significativo en la prevalencia de mastitis subclinicas, respecto de los demds genotipos, s6lo
en las vacas de raza Holstein; como asi también que los genotipos CC y GC estarian
asociados a un aumento del SCS. En 2008, Leyva-Baca y col., secuenciaron el gen CXCR1
(GenBank: AC150887.4) y sus regiones flanqueantes, a partir de ADN obtenido de semen de

338 toros Holstein canadienses y encontraron tres nuevos polimorfismos en la region 5’ no
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codificante (-344T>C, —1768T>A, y —1830A>G) y un cuarto ya reportado en la region

codificante (777 G>C). El SNP en la posicion -1768 (rs41255711) se hall6 como
significativamente asociado a SCS y el alelo A mostré estar asociado a un aumento en el
SCS. En otro estudio realizado por Galvao y col. (2011) hallaron que los genotipos CC y GC
del SNP ubicado en la posicién 777, presentaban una tasa de incidencia de mastitis clinica
menor a las de genotipos GG, pero no encontraron asociaciones significativas entre los
genotipos y el RCS en un rodeo de 350 vacas de la raza Holstein provenientes de 23 tambos
comerciales de Estados Unidos. En una poblacién de 610 vacas Holstein chinas, Chen y col.
(2011) encontraron los 3 polimorfismos en la region 5’ no codificante del mismo gen,
hallados anteriormente por Leyva-Baca y col. (2008) y un nuevo SNP, en la posicién
783C>A fue detectado en la region codificante. Los 3 SNP hallados en la regién no
codificante se correlacionaron significativamente con el SCS pero no fue asi para el nuevo
SNP en la region codificante.

El gen FEZL (Forebrain embryonic zinc finger-like) estd ubicado en BTA22 codifica para
una proteina que contiene dominios del tipo “dedos de zinc” seguido de un residuo de
glicinas (Matsuo-Takasaki y col.,, 2000). Un “dedo de zinc” es un pequefio motivo
estructural que se caracteriza por contener uno o mas iones de zinc a fin de estabilizar la
estructura secundaria de la proteina (Klug y Rodhes, 1987). El término se usé originalmente
para describir el aspecto de dedo de una estructura hipotética de un factor de transcripcién
de Xenopus laevis pero ahora ha llegado a abarcar una amplia variedad de estructuras
proteicas que contienen estos dominios de unién a otras moléculas y pueden actuar como
factores de transcripcion de ADN (Klug, 1999). Estudios realizados por Sugimoto y col.
(2006) revelaron por medio de anélisis de QTL que existe un locus asociado a SCS mapeado
en el gen. En el mismo estudio comprobaron que vacas con alto SCS contienen una proteina
FEZL con un residuo de glicinas mas largo (de 12 a 13 glicinas) en la posicién 105 y ademads

que el tratamiento de células epiteliales mamarias bovinas con LPS inducia la expresion de

51



Capitulo I

FEZL, seguida de un incremento en la produccién de TNF-a e IL-8. Estos hallazgos
motivaron un estudio de asociacion entre este polimorfismo y valores de cria extremos para
SCS, en 918 toros de raza Holstein japoneses, mostrando una asociacion estadisticamente
significativa entre el polimorfismo y valores de cria para SCS (Sugimoto y col., 2011).

Otro regulador importante de la respuesta inflamatoria es la osteopontina, codificada por
el gen SPP1 (secreted phosphoprotein 1) se encuentra localizado en el BTA6. Es una
citoquina producida por las células T activadas (Patarca y col.,, 1989). Entre otras
propiedades halladas para la osteopontina, se encuentra la de conferir resistencia a
infecciones por varios patdgenos intracelulares, a través del reclutamiento y activacién de
los macréfagos y promover asi la inmunidad mediada por células (Thl) (Weber y col.,
2002). Un anélisis realizado por Alain y col. (2009) revelé que fue encontrada osteopontina
en células somdticas de leche luego de un desafio intramamario con E. coli, junto a un
aumento en el RCS. En el mismo trabajo se encontré que en la regién promotora del gen
SSP1, en la posicién -1301 hay una transiciéon G > A (ss1304523469) asociada a valores
extremos de EBV para SCS, cuando realizaron el anélisis en una poblaciéon de 578 toros
Holstein canadienses.

La clusterina (CLU), descripta como una glicoproteina secretada por las células de
Sértoli, recibe su nombre de su capacidad para mediar en la agrupacién (clustering) de
células (Blaschuk y col., 1983). Estd ampliamente distribuida en los tejidos y altamente
conservada entre especies manteniendo un 70-80% de similitud en su secuencia entre
mamiferos (Jenne y Tschopp, 1992). Si bien la funcién de la clusterina ha sido dificil de
establecer, se sabe que tiene la capacidad de unirse a una amplia gama de ligandos
biol6gicos, como componentes del complemento (Tschopp y col., 1993), inmunoglobulinas
(Wilson y Easterbrook-Smith, 1992) y componentes de la pared celular de S. aureus
(Partridge y col., 1996). El ARN mensajero de la clusterina se ha encontrado en todo el

tejido animal y también en leche (Jenne y col., 1992). Mas ain, se hallaron altos niveles de
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expresion durante una variedad de enfermedades incluyendo mastitis bovina (Silkensen y
col., 1994; Swanson y col., 2009). Para estudiar el posible efecto de la clusterina en la
mastits, Wang y col. (2012) secuenciaron el gen ubicado en el BTAS, en busqueda de
polimorfismos, y encontraron uno en la posicion nucleotidica +15781 G > A (NC_007306.4)
en el ex6n 7 del gen, por medio de la técnica de RFLP. Este SNP demostré estar
significativamente asociado al SCS en la poblacion de estudio, compuesta por 1137 vacas
Holstein chinas y siendo el alelo A el que mostré estar asociado con un aumento en el SCS.

El gen del receptor de interleuquina 10 (IL-10Ra), localizado en el BTA15, también fue
estudiado como gen candidato, ya que la IL-10 actda como antiinflamatorio en las
superficies mucosas y estd involucrada en la regulacion de la respuesta inflamatoria durante
las infecciones intramamarias por diferentes patégenos (Bannerman y col., 2004; Kauf y
col., 2007; Zhu y Paul, 2008). Verschoor y col. (2009) secuenciaron este gen (NCBI-
GenelD: 513478) a partir de ADN proveniente de 40 toros Holstein y encontraron seis SNP
en el gen. Uno de los SNP, en la posicion 1185 C > T (ss104807645) mostrd estar asociado
significativamente a EBV para SCS, en un grupo de 633 toros canadienses de las razas
Holstein, Jersey y Guernsey.

El factor del complemento 4 (C4) es una molécula esencial en la activacion del
complemento por la via cldsica y por la via de las lectinas (Sjoholm y col., 2006). Es un
péptido corto que presenta actividad bactericida y anafilactica (Zipfel y Reuter, 2009). Su
gen codificante, el C4A (GenBank: NC007324.4) estd ubicado en BTA23 y contiene 41
exones y 40 intrones. Esta estrechamente ligado a la regién gendmica del BoLA, que a su
vez, estd asociada a susceptibilidad a mastitis (Rupp y Boichard, 2003; Park y col., 2004).
Se han reportado elevados niveles de expresion del ARNm de C4A en glandulas mamarias
infectadas con E. coli (Giinther y col., 2009). En 2012, Yang y col. estudiaron el gen
secuenciando muestras de ADN de 60 vacas Holstein chinas y encontraron 3 nuevos

polimorfismos en este gen. Luego estos SNP se genotipificaron en 1182 vacas de la misma
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raza. Dos de esos SNP (rs132741478 y rs137485678) en las posiciones 2994 A > G y 3649

G > C del ex6n 10, resultaron significativamente asociados a SCS. Las vacas con el genotipo
AA en la posicion 2994 tuvieron valores mds altos de SCS que las de genotipos GG y AG y,
las de genotipo GG en la posicidén 3649 tuvieron valores més altos de SCS que aquellas con
genotipos GC y CC En la Tabla 1.7 se resumen los genes candidatos de la activacion de la

repuesta inmune y eliminacion del patégeno con marcadores asociados a mastitis.
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Tabla 2.7: Resumen genes candidatos de activacion de la repuesta inmune y eliminacion del patégeno con marcadores asociados a mastitis

Gen Nombre BTA Referencia Fenotipo Poblacion

BoLA Bovine Leukocyte Antigen 23 Lundén y col. (1990) EBV-MC Rojas y Blancas suecas

BoLA Bovine Leukocyte Antigen 23 Dietz y col. (1997) SCS Holstein estadounidenses

BoLA Bovine Leukocyte Antigen 23 Kelmy col. (1997) EBV-MC Holstein estadounidenses

BoLA Bovine Leukocyte Antigen 23 Sharif y col. (1998) SCS; MC Holstein y Jersey canadienses
CXCR1 Receptor de Quimosinas CXC tipo1 2 Youngermann y col. (2004) SCS Holstein y Jersey estadounidenses
CXCRI1 Receptor de Quimosinas CXC tipo1 2 Leyva-Baca y col (2008) EBV-SCS Holstein canadienses

CXCR1 Receptor de Quimosinas CXC tipo 1 2 Galvao y col. (2011) MC Holstein estadounidenses

CXCR1 Receptor de Quimosinas CXC tipo 1 2 Chen y col. (2011) SCS Holstein chinas

FEZL Forebrain embryonic zinc finger-like 22  Sugimoto y col. (2006) EBV-SCS Holstein japoneses

SPP1 secreted phosphoprotein 1 6 Alain y col. (2009) EBV-SCS Holstein canadienses

CLU Clusterina 8 Wang y col. (2012) SCS Holstein chinas

IL-10Ra receptor de interleuquina 10 15 Verschoor y col. (2009) EBV-SCS Holstein, Jersey y Guernsey canadienses
C4A factor del Complemento 4 23 Yangy col., 2012 SCS Holstein chinas

EBYV: Valor de cria estimado; MC: Mastitis clinica; SCS: Score de células somaticas.

Capitulo I
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1.21.4 Resolucion de la infeccion

Una vez eliminados los patégenos, la respuesta se centra en liberarse de los restos de
microorganismos y recuperar la homeostasis celular. La Na®, K'- ATPasa es una enzima
transmembrana que utiliza ATP para transportar tres iones Na* fuera y dos iones K* dentro de la
célula manteniendo el balance homeostitico en el citoplasma. La leche contiene una alta
concentracién de iones K* respecto de los Na*, debido a que el sodio es removido de las células
secretorias de la glandula mamaria por la Na*, K'-ATPasa localizada en la membrana baso lateral
(Linzell y Peaker, 1971). Esta enzima también juega un rol importante en el mecanismo de muerte
celular y apoptosis (Yu, 2003), lo que estd asociado a varias enfermedades. Durante la mastitis
ocurre un dramdtico incremento en la concentracién de Na® y una disminucién en la de K*
(Vandeputte-Van y col., 1993; Auldist y col., 1995; Hoeben y col., 1999). Esta variacién puede
deberse a la inhibicién de la actividad ATPasa del sistema transportador de hierro. Con estos
antecedentes, Liu y col. (2012) estudiaron el gen ATP1A1 como un posible candidato de resistencia
a mastitis bovina. Analizaron la region codificante del gen buscando polimorfismos en una
poblacion de 320 vacas Holstein chinas, evaluando también la actividad ATPasa de la enzima en los
diferentes genotipos encontrados. En su estudio encontraron un SNP en la posicién nucleotidica -
15739 C > A en el ex6n 8 del gen ATP1A1 (acceso: NC_007301.3). El genotipo CC del gen que
codifica la enzima resulto estar significativamente asociado a una disminucion en el SCS y por lo
tanto, los animales con ese genotipo serian mds resistentes a mastitis. Paralelamente también
encontraron una mayor actividad ATPasa en los animales con el genotipo CC como asi también un
menor rendimiento en leche. Estos resultaron sugieren que el gen ATP1A1 juega un rol importante

en la resistencia a mastitis.

El gen de la proteina de susceptibilidad a cancer mamario 1 (BRCAI1) fue estudiado por estar
asociado a predisposicion al cdncer mamario en mujeres, pero también se comprobd que el gen estd

altamente conservado entre mamiferos (Miki y col., 1994), que esta proteina tiene actividad
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reparadora del ADN dafiado, actia como reguladora del ciclo celular y transcripcional e interviene
en otras vias metabdlicas importantes inhibiendo células tumorales y manteniendo la estabilidad del
genoma (Xu y col., 2012). El gen BRCA1 bovino fue ubicado en el BTA19 (Krum y col., 2003) y
también fue localizado en las cercanias de un QTL para SCS (Bennewitz y col., 2004; Daetwyler y
col., 2008). Es por esto que el gen BRCA1 es considerado como uno de los potenciales genes
candidatos asociados a mastitis y SCS. En 2012, Yuan y col. secuenciaron el gen BRCA1 en vacas
de raza Holstein, Sanhe y Simmental de China y Mongolia e identificaron 3 polimorfismos de tipo
SNP. Utilizando la técnica de RFLP genotipificaron los SNP en la poblacién y luego del anélisis
identificaron uno de los SNP, ubicado en el exén 10 del gen, en la posicion nucleotidica 28300
(referencia: NC_007317.4) que presentaba una mutaciéon A > C, responsable del cambio de

aminoécidos prolina por treonina y que esta significativamente asociado al SCS.

El receptor transmembrana de hormona de crecimiento estd codificado por el gen GHR (Growth
Hormone Receptor) y localizado en el BTA20 (Frank y col., 1994) es un transductor de la accién de
la hormona y juega un rol fundamental en el metabolismo de lipidos y carbohidratos (Lucy y col.,
2001). Este receptor se encuentra localizado en numerosas células del sistema inmune incluyendo
células T, B y monocitos, y promoveria también la proliferacion celular y/o su supervivencia (Taub
y col., 2010). Waters y col. (2010) estudiaron 7 polimorfismos en este gen, encontrando una
asociacion estadisticamente significativa entre un SNP en la posicion 33994639 A > C, en el intrén
2 (ss15981016) y la variable DYD (Daughter yield deviation) para SCS en 914 toros Holstein-
Friesian. Otro polimorfismo en el gen GHR, produce una sustitucién en la secuencia de
aminoécidos de una fenilalanina (279F) por una tirosina (279Y) en la posicién 279 y se encuentra
en el dominio transmembrana del gen GHR. Este polimorfismo, ubicado en el exén 8 del gen, ha
sido estudiado por sus efectos en la produccién de leche (Blott y col., 2003; Viitala y col., 2006;
Waters y col.,, 2010). Rahmatalla y col. (2011) encontraron un efecto significativo de este
polimorfismo (ss159831015) sobre el SCS en un estudio realizado sobre 1370 vacas de la raza

Holstein alemanas, reportando que el alelo 279Y estd asociado a una reduccién en el SCS.
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El factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1) juega un papel fisiol6gico muy importante en la
regulacién del crecimiento, desarrollo, metabolismo y lactancia (Daughaday y Rotwein, 1989;
Hossner y col., 1997; Breier, 1999; Lucy, 2008) y el gen que lo codifica se encuentra en el BTAS.
Mullen y col. (2011) identificaron y genotipificaron 10 polimorfismos de los cuales nueve fueron
nuevos y uno habia sido previamente publicado (rs29012855). El material genético se obtuvo a
partir de muestras de sangre de 22 vacas de diferentes razas y cruzas (Belgian Blue x Holstein,
Aberdeen Angus x Holstein, Charolais, Simmental y Holstein puras) y de semen 914 toros Holstein.
Uno de los nuevos polimorfismos encontrados, ubicado en la posicion 71175747 A > G

(ss161151665), mostro estar significativamente asociado a la variable DYD para SCS.

El gen RASGRFI (Ras protein-specific guanine nucleotide releasing factor 1), ubicado en el
BTA21, estd involucrado en la expresién de la GH y del IGF-1 y estaria ligado a la respuesta
inflamatoria del eje GH-IGF-1, (Drake y col., 2009) regulando la respuesta inflamatoria a la
mastitis mediante la transduccién de sefiales y la proliferacién celular (Burvenich y col., 1999).
Magee y col. (2011) hallaron un polimorfismo en la posicion 25039690 C > T
(ENSBTAGO00000019940) significativamente asociado al SCS en una poblaciéon de 848 toros

Holstein-Friesian de Irlanda.

La familia de los transportadores ABC es la mds numerosa de los transportadores
transmembrana. Estas proteinas unen ATP y usan su energia para transportar una amplia variedad de
substratos incluyendo iones, péptidos, azicares, lipidos, carcindgenos y otras xenotoxinas contra
gradiente a través de la membrana celular (Higgins y col., 1992; Childs y col., 1994). ABCG2
(ATP-binding cassette, subfamily G, member 2) pertenece a esta siper familia de transportadores y
muchos autores han demostrado que el gen ABCG2 se encuentra en un regién del BTA6, que
contiene un grupo de genes ligados a un QTL con un efecto importante sobre el rendimiento en
leche (Ron y Weller., 2007; Cohen-Zinder y col., 2005; Olsen y col., 2005; Komisarek y Dorynek,
2009). A partir de estos antecedentes, Yue y col. (2010) estudiaron los polimorfismos en el gen

ABCG2 (también conocido como breast cancer resistance protein, BCRP). Para buscar los
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polimorfismos en este gen secuenciaron ADN proveniente de sangre de 485 vacas Holstein chinas y
encontraron 2 nuevos polimorfismos en las posiciones nucleotidicas 45599 y 45610 (NC_007304.3)
con cambios de A > C y A > G respectivamente, que se localizaron en el séptimo intrén; y se

encontraron asociados significativamente con el SCS en la poblacién de estudio.

El gen FGF2, ubicado en el BTAG6, codifica para el factor de crecimiento de fibroblastos 2. La
presencia de ARNm para este factor fue reportada en la glandula mamaria bovina durante diferentes
estadios del desarrollo de la misma, lo cual sugiere que tendria un rol de importancia en el
desarrollo y reorganizacion del tejido mamario (Plath y col., 1998). Por medio de la secuenciacion
del gen FGF2 (GenBank: NC_007304), Wang y col. (2008) detectaron un solo SNP en la posicién
11646 (alelos A 'y G) en el intrén I, en tres poblaciones diferentes de Holstein: dos rodeos de
Estados Unidos y uno de Israel. El polimorfismo mostré estar significativamente asociado al SCS
en la poblacion israeli que estuvo compuesta por 606 toros. Los anélisis de los efectos genotipicos
revelaron que los genotipos GG y AG se asociaron con una disminucién significativa en el SCS. En

la tabla 1.8 se lista un resumen de genes candidatos involucrados en la resolucion de la infeccion.
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Gen Nombre BTA Referencia Fenotipo Poblacion
ATP1A1 Na+, K+- ATPasa 3 Liu y col. (2012) SCS Holstein chinas
proteina de susceptibilidad a cdncer mamario 1 19 Yuan y col. (2012) SCS Holstein, Sanhe y Simmental de China y
BREAL Mongolia
GHR receptor transmembrana de hormona de 20 Waters y col. (2010) DYD- Holstein-Friesian irlandeses
crecimiento SCS
receptor transmembrana de hormona de 20 Rahmatalla y col. SCS Holstein alemanas
GHR crecimiento (2011)
IGE-1 factor de crecimiento tipo insulina 1 5 Mullen y col. (2011) DYD- Holstein irlandeses
SCS
RASGREI Ras protein-specific guanine nucleotide 21 Magee y col. (2011)  SCS Holstein-Friesian irlandesas
releasing factor 1
ABCG2 ATP-binding cassette, subfamily G, member2 6 Yue y col. (2010) SCS Holstein chinas
FGE2 factor de crecimiento del fibroblasto 2 6 Wang y col. (2008)  EBV- Holstein israelies
SCS

EBV: Valor de cria estimado; DYD: Daughter Yield Deviation; SCS: Score de células somaticas.
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1.21.5 Otros genes candidatos

Los genes que se encuentran en una region cercana o en un QTL son candidatos a estudios de
asociacion, solo por su cercania, sin que su funcidn bioldgica pueda relacionarse directamente con
el fenotipo. Este es el caso del CACNA2DI, situado en el BTA4, que codifica para la subunidad la
de la proteina canal de calcio dependiente de voltaje 2/delta y fue considerado como gen candidato
porque fue mapeado en la regién gendémica de un QTL para SCS (Zhang y col., 1998) y en las
cercanias de un QTL para RCS (Daetwyler y col., 2008; Longueri y col., 2006). Por medio de la
técnica de RFLP, Yuan y col. (2011) encontraron una asociacién significativa entre el SNP en la
posicién nucleotidica 526745 A > G (ex6n 25, GenBank: NC_007302.4) y el SCS en una poblacién
compuesta de 240 vacas no relacionadas de las razas Holstein, Sanhe y Simmental provenientes de

rodeos de China y Mongolia (Tabla 1.9).

Tabla 1.9: Gen no relacionado en forma directa a la interaccion hospedador — patégeno candidato con

marcadores asociados a mastitis.

Gen Nombre BTA Referencia Fenotipo Poblaciéon
subunidad la de la 4 Yuanycol. SCS Holstein, Sanhe y
CACNA2D1 proteln'fl canal de calc.:lo (2011) Slmmeqtal de Chinay
dependiente de voltaje Mongolia
2/delta
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1.22 Objetivos

1.22.1 Objetivo general

1. Identificar marcadores moleculares asociados a resistencia/susceptibilidad a mastitis bovina, a

partir de variantes alélicas conocidas y nuevas obtenidas a partir de secuenciacion.

1.22.2 Objetivos particulares

1.1 Caracterizar el recuento de células somadticas de una poblacion en estudio a lo

largo de dos lactancias completas a partir de controles lecheros.

1.2 Definir regiones y genes candidatos en el genoma bovino relacionados con la

resistencia a mastitis a partir de estudios previos y buisqueda bibliogréfica.

1.3  Genotipificar la poblacién en estudio para un grupo de marcadores
seleccionados en genes candidatos y utilizando un panel comercial de alta densidad de

SNP.

1.4 Analizar la posible asociacion de los marcadores con pardmetros estimados a

partir del recuento de células somaticas.

1.5  Desarrollar una base de datos que constituya un sistema de almacenamiento y

andlisis de los datos fenotipicos y genotipicos generados.
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1.23 Materiales y Métodos

1.23.1 Animales y datos fenotipicos

Los datos fenotipicos se obtuvieron de registros de controles lecheros de dos lactancias
completas de 4516 animales, provenientes de 14 tambos pertenecientes a la empresa “Las
Taperitas” S.A. de la zona centro de la provincia de Santa Fe, Argentina y de tres tambos
pertenecientes a la Estaciéon Experimental Agropecuaria del INTA Rafaela (Rafaela, Santa Fe,
Argentina). Para todos los animales se contd con la informaciéon genealdgica completa incluyendo

animales nacidos en el ano 1994.

Los datos recabados en los controles lecheros fueron medidas productivas como kilogramos de
leche, grasa, proteina; y sanitarios, como RCS, entre otras caracteristicas de cada animal. Ademds
también se contdé con informacién complementaria de cada animal como ocurrencia de
enfermedades, partos y abortos, que complementan la informacion almacenada en las bases de

datos.

De estos 4516 animales los cuales presentan datos fenotipicos se seleccionaron 1488 en total,
para ser genotipificados y llevar adelante estudios de asociacién con marcadores moleculares. En
este nimero de animales también se incluyeron los 25 toros, padres de las vacas seleccionadas. Las
vacas se seleccionaron en base a la estructura familiar, nimero de lactancias con registros de
controles lecheros, numero de controles por lactancia y representatividad de los toros/tambo

presentes

1.23.2 Regiones y genes candidatos

Utilizando la informacién generada a partir de la secuenciacién del genoma bovino, y a partir de
una extensa busqueda bibliografica de estudios previos de asociacién y expresion, se seleccionaron

un conjunto de genes, principalmente relacionados con la respuesta inmune y/o asociados a
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resistencia a mastitis, para determinar los SNP descriptos para estos genes candidatos. Estos genes
fueron descriptos en la Introduccién del presente trabajo.

La seleccion de regiones y genes, sin embargo, es un proceso que debe actualizarse
continuamente de acuerdo a los diferentes estudios publicados. Para seleccionar los marcadores se
emplearon las bases de datos que nuclean los estudios de mapeo de QTL como la QTLdb

(www.animalgenome.org/QTLdb/cattle.html); también las bases de datos de SNP, como la dbSNP

(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ ) y bases de datos de anotacién de genes y variaciones como

Ensembl (www.ensembl.org).

1.23.3 Genotipificacion

Este trabajo de tesis se enmarcé dentro de un proyecto PAE (Areas Estratégicas), en el cual se
propuso el estudio de la asociacion de diferentes marcadores moleculares con caracteristicas
productivas y sanitarias, incluyendo diferentes enfermedades que afectan los rodeos lecheros. Para
esto, se diseild en conjunto un sistema de genotipificacién SNPlex® (Applied Biosystems, Tobler y
col., 2005) para 96 SNP relacionados con caracteristicas productivas y resistencia a enfermedades
para ser analizados por los diferentes laboratorios que conformaron la red, como también el panel
de alta densidad que contiene 54.609 SNP (BovineSNP50 beadchip de la firma Illumina) altamente

informativos distribuidos uniformemente en el genoma bovino.

1.23.4 Bases de datos

Para el almacenamiento de los datos que se utilizaron a lo largo de todo el trabajo, se disefiaron
tres bases de datos MySQL para que contuvieran los datos fenotipicos, genotipos de genes
candidatos y genotipos del chip de 54.000 SNP, respectivamente.

La informacién fenotipica fue almacenada en una base de datos MySQL disehada
especificamente para tal fin. Los archivos originales de los datos de origen fueron modificados para

ingresarlos en la base relacional usando scripts de Perl y Python para que tuvieran la estructura
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correcta. La base de datos fenotipicos contiene cinco tablas relacionales diferentes donde se
almacenaron los datos de controles lecheros completos incluyendo datos productivos detallados e
informacién adicional sobre cada animal (Figura 1.6). La informacién para cada animal se
almacend en la tabla “crudos” y consté de: RP del animal y sus progenitores (padre, madre), fecha
de nacimiento en diferentes formatos (fecha_old, juliana) y fue separada en dia (day), mes (month)
y afio (year). El campo evento indica el codigo de evento registrado; los eventos son: controles
lecheros, partos, servicios, diagndstico de enfermedades y observaciones realizadas por los
veterinarios sobre cada animal. Esta tabla también registra el nimero de lactancia de la vaca
(lactancia) y los dias en lactancia al momento del control (DEL), la correspondiente produccién de
leche para el control lechero durante la mafiana (prodman), la tarde (prodtarde) y la total del dia
(prodtotal), asi como la cantidad de grasa (grasa) y proteina (proteina) producidas. El control
lechero incluye la informacién sobre el recuento de células somadticas (celsomatica) y el score lineal
calculado (scs). Existen también en esta base de datos tablas complementarias que permiten
relacionar los animales con informacién extra como la raza, genealogia, partos, servicios y datos
sanitarios que permitirdn realizar estudios complementarios. En la base de datos “crudos” se
registraron en total 862.130 controles lecheros pertenecientes a 24.194 animales. Esta base se utilizo
para editar los datos, realizando los controles de calidad de los datos a analizar en cada uno de los
estudios de asociacion, por medios de scripts de edicién y consulta para asi obtener cada sub-set de

datos filtrados.

65



Capitulo I

Figura 1.6. Estructura de la base de datos fenotipica

—_| crudos v _lpartos V¥
RP INT(11) ID parto INT{11)
controladn INT{11) RP INT{11)
controlchip INT{11) » fecha_parto DATE
ID INT(11) lactancia INT{11)
padre INT{11) | 3
madre INT{11)
day INT(11)
month INT(11) 3 o b

it BIAT) RP INT{11)
fecha_old VARCHAR(255) i
fecha DATE .

juliana INT(11)

evento INT(11) _| nacimientos ¥
< lactancia INT(11) ID_nacimiento INT{11)

nro INT{11) RPINT(11)

tambo INT(11) fecha_nacimiento DATE

complemento INT{11) [

< prodman DECIMAL(S,2)
prodtarde DECIMAL(S,2)
prodtotal DECIMAL(S,2)
grasa DECIMALLS,2)

- proteina DECIMAL(S,2) :; raza 4
celsomatica INT(11) RP INT{11)
scs INT(11) fracc_holando DECIMAL(S,2)
DEL INT{11) b
(3

La informacion de los genotipos perteneciente a las diferentes plataformas de genotipificacion se
almacend en dos bases de datos diferentes: una para los animales genotipificados con la plataforma
SNPIex y la otra con la informacion del chip BovineSNP50. La base de datos con la informacién de
la plataforma SNPlex (Figura 1.7) contuvo tres tablas con la informacién de 1666 individuos
genotipificados con los 45 marcadores en genes candidatos. La tabla “genotipos” almacend la

informacion sobre cada animal genotipificado (ID_Genotipo), el nombre asignado a cada marcador
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(Nombre_Marcador), el genotipo correspondiente para cada animal (Genotipo) y la identificacion
de la plataforma de genotipificacion (Plataforma). La tabla “marcadores” almacen6 la informacion
de cada marcador, listando los genotipos para los alelos correspondientes (Alelo_1, Alelo_2),

localizacién fisica del marcador en el genoma (Cromosoma, Posicion) y gen que lo contiene.

Figura 1.7. Estructura de la base de datos genotipicos con informacion de la genotipificacion con la

platafroma SNPlex.

] genotipos v
ID_Genotipo INT(11)

¢ 1D_Lab INT(11) |
Nombre_Marcador VARCHAR(45)
Genotipo VARCHAR(45)

+ Plataforma VARCHAR(45)

— individuos ¥
*RPINT(11)

3 marcadores v | # 1D_Lab INT{11)
1D_Marcador INT(11) ? RP_Padre INT(11}
MNombre_Marcador VARCHAR{45) RP_Madre INT(11)

» Tipo VARCHAR(45) >
Alelo_1 VARCHAR(45)
Alelo_2 VARCHAR({45)
* Cromosoma VARCHAR{45)
Posicion VARCHAR{45)
Gen VARCHAR(45)

Motas VARCHAR(255)

La base de datos con informacién del chip de genotipificado de alta densidad (BovineSNP50)
contuvo seis tablas donde fue almacenada la informacién de los 54.609 marcadores en el chip

(Figura 1.8). Las tablas almacenaron estadistica sobre los marcadores, posiciones fisicas de cada
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marcador en el genoma (SNP_map); estadistica sobre los genotipos (Genotypes), y resultados de los
controles de calidad dindmicos efectuados sobre los marcadores (DNAReport) y genotipos

(errores_mendelianos).

Figura 1.8. Estructura de la base de datos genotipica con informacion del chip de alta densidad.

! SHP _Index INT{11)

! SHP_Name VARCHAR{100)

t sn_e: u

2 Lecus_Name VARCHAR({255) » Name VARCHAR(255) ! Sample_ID VARCHAR{S0)

& Dlumicode_Name INT(11} > Chromosome VARCHAR{10) > Alelel_Forward VARCHAR{ 1)
& No_Calis INT{11) > Position INT{11) = Abele2_Forward VARCHARY 1)
v Calls INT{11) > GenTrain_Score DECIMAL{6,4) O Alelel_Top VARCHAR(1)

> Call_Freq DECIMAL{6,4)  SNP_change VARCHAR(2} > Allele2_Top VARCHAR(1)
2 AR _Fren DECIMALG4) 0 ILMN_Strand VARCHAR(3) 2 ABolel_AB VARCHAR(1)

2 WB_Freq DECIMAL(G,4) > Customer_Strand VARCHAR(3) s Miele2_ AB VARCHAR( 1)
“ B/B_Freq DECTMAL(5,4) 2 NormiD INT(11) 2GC_Score DECTMAL(G,4)

> Minar_Freq DECIMAL{6,4) Indexes » X DECIMAL(G,4)

* Gentrain_Score DECIMAL{S,4)

o] GC_Score DECTMAL(S,4)
> 10%_GC_Score DECIMAL{6,4)

 Wet._Excess_Freq DECIMAL(,4)
 OiTest_P100 DECIMAL(G4)
 Quster_Sep DECIMAL(G4) -
2 AA_T_Mean DECIMAL{E4) .| DNAReport
7 AA_T_Std DECIMAL(G,4) — I Sample_ID INT(11)
5 AB.T_Mean DECIMAL(GA} w) gevoras_mendalia.. * DNA_ID VARCHAR(50)
) AB_T_Std DECIMAL(6,4) ¥ ESmID ATLL) < No_Calls NT(11)
 BB_T_Mean DECIMAL(6,4) O REFamre NTGY & Calls INT(11)
3 BB_T_Std DECIMAL(6,4) ® Py 10 INT{A3) > Call_Riate DECIMAL(5,4)
 AA_R_Maan DECIMAL(G 4) PRERIED A _Freq DECIMAL(G4)
 AR_R_Std DECIMAL(6,4) e 3 AB_Freq DECIMAL{64)
> AB_R_Mean DECIMAL(G 4) DSHR VARCHIAR(4E) BB_Freq DECIMAL(G,4)
 AB_R_Std DECIMAL{6,4) < Godgo VARCHAR(45) > Minor_Freq DECIMAL(64)
 88_R_Mean DECIMAL(6,4) @ Serpe. ke WACHAR) 50% _GC_Score DECIMAL(S,4)
) BB_R_Std DECIMAL(6,4) 7 GRERER NP TARLI SR 45 4 10%_GC_Score DECIMAL(G,4)
~ Plus/Minus. Strand VARCHARG3) v oenxea bl VARCHARSS | | 001 waRarary).
Indexes il Indexes
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1.23.5 Analisis de resultados
Se analizaron los resultados de genotipificacion correspondientes a las diferentes tecnologias
utilizadas (SNPlex, BovineSNP50) para determinar la posible asociaciéon de los marcadores

moleculares con la resistencia/susceptibilidad a mastitis.

Para el estudio de asociaciéon de genes candidatos se analizaron las frecuencias alélicas y
genotipicas, y la relacion entre cada marcador y haplotipos se analiz6 utilizando modelos lineales
mixtos (Henderson 1984), implementados en los programas WOMBAT (Meyer, 2007) y PLINK

(Purcell y col., 2007). En cada capitulo, se dan mds precisiones sobre los modelos utilizados.
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I1.2 Resumen

La prevencion y el control de la mastitis bovina mediante la mejora de las defensas naturales en
los animales es importante para incrementar la calidad de los productos lacteos. La resistencia a
mastitis es un rasgo complejo que depende de componentes genéticos, ambientales y fisioldgicos.
Las limitaciones de las medidas clasicas de control han llevado a la bisqueda de alternativas para
reducir al minimo el uso de antibidticos mediante la seleccién de animales naturalmente resistentes.
Los polimorfismos en genes relacionados con el sistema inmune innato son fuertes candidatos a ser
evaluados como marcadores genéticos. En este capitulo se evalué un conjunto de polimorfismos de
nucledtido simple (SNP) en genes candidatos para caracteristicas sanitarias y de produccion, y se
determind su asociacién con el score de células somaticas (SCS) como indicador de mastitis en
vacas lecheras argentinas. Se evaluaron 941 vacas Holstein: (n = 677) y Holstein x Jersey (n = 264),
hijas de 22 toros de 14 tambos pertenecientes a la cuenca lechera central de la provincia de Santa
Fe, Argentina. Dos de los 21 marcadores genotipificados, se asociaron significativamente (P < 0,05)
con el SCS: GHR_140 y OPN_8514C-T. El genotipo heterocigota para GHR_140 mostr6 un efecto
favorable asociado a menores SCS. Por otro lado, el genotipo heterocigota para OPN8514C-T
mostré estar asociado a un aumento en el SCS. Los genotipos combinados de OPN mostraron
incluso un efecto mayor. Estos resultados muestran que estos marcadores pueden contribuir al

disefio de programas de seleccion asistida por marcadores.
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I1.3 Introduccion

Miiltiples regiones cromosémicas se han asociado con la resistencia a la mastitis
(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/BT/index). La bisqueda e identificacién de
marcadores genéticos asociados con la resistencia a la mastitis se ha centrado principalmente en dos
enfoques: la busqueda de QTL, y los polimorfismos en genes candidatos. El enfoque del gen
candidato asume que un gen implicado en la fisiologia del rasgo a mejorar puede contener una
mutacién que es responsable de la variacion en el fenotipo. El gen, o parte del gen se secuencian en
diferentes animales y las variaciones en la secuencia de ADN (polimorfismos) son testeados
estadisticamente con la variacion en el fenotipo (Hayes y Goddard, 2010). Con un enfoque maés
especifico, este proceso puede identificar marcadores moleculares adecuados para usarse en la
seleccion asistida por marcadores en modelos experimentales. Los polimorfismos en genes
asociados con el sistema inmune innato son fuertes candidatos a ser evaluados en este tipo de
estudios. Los genes que codifican los receptores y factores responsables de la deteccion y
eliminacién de agentes patégenos son propensos a contribuir a la variacion total en la resistencia o
susceptibilidad a la mastitis en el ganado lechero (Sharma y col., 2011). Varios estudios han
identificado polimorfismos en los genes que codifican para el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad Bovino (BoLA) (Rupp y col., 2007; Sharif y col., 1998) y los receptores de
citoquinas (Youngerman y col., 2004). Otros polimorfismos en genes relacionados con la respuesta
inmune innata, como el de la lactoferrina también se han estudiado (Wojdak-Maksymiec y col.,
20006). Otros tipos de candidatos son los posicionales: genes situados en una regiéon cromosomica
identificados a partir de una exploracion genémica, con posibilidades de albergar un QTL. Muchos
QTL asociados a los rasgos de produccion han demostrado estar estrechamente relacionados con
mastitis, ya que existe una correlacion negativa bien establecida entre produccién y mastitis
(Oltenacu y Broom, 2010). Otra forma de obtener genes candidatos es analizar las vias metabélicas
y los genes que participan en la respuesta inmune y que muestran patrones de expresion

diferenciales utilizando microarrays en animales infectados experimentalmente (Liitzow y col.,
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2008; Swanson y col., 2009). El objetivo de este trabajo fue evaluar un conjunto de SNP
seleccionados en genes candidatos y determinar su asociaciéon con el SCS como indicador de

mastitis en vacas lecheras de la cuenca central de Argentina.

I1.4 Materiales y métodos

I1.4.1 Animales y datos fenotipicos

En el estudio se analizaron un total de 6584 controles lecheros pertenecientes a 941 vacas:
Holstein (n = 677) y Holstein x Jersey (n = 264), que van desde el 100% Holstein al 87,5 % Jersey;
siendo el porcentaje medio Holstein 87%. Todas las vacas son hijas de 22 toros y pertenecientes a
14 tambos de una empresa situada en el centro de la cuenca lechera de la provincia de Santa Fe,
Argentina. Todos los animales se mantuvieron en las mismas condiciones de alimentacion, sanidad
y fueron ordefiadas dos veces al dia. El recuento de células somdticas se registré cada 40 dias por

control oficial.

Para la determinacién de RCS las muestras de leche fueron preservadas con azidiol (0,3 %) a 4°C
y se analizaron a las 24 hs. Las determinaciones del RCS fueron realizadas por un laboratorio
comercial (Laboratorio Regional de Servicios Analiticos, Esperanza) utilizando un contador
automatico Somacount 300 (Bentley Instruments, Minnesota, EE.UU.). Las muestras de leche
fueron calentadas a 39-40 ° C para facilitar la homogeneizacion. Todas las vacas estudiadas tenian al
menos 4 registros durante una lactancia (promedio = 6). Los datos analizados corresponden a

muestras tomadas entre 20 y 400 dias en lactancia.

11.4.2 Extraccion de ADN

Se obtuvieron muestras de sangre de la vena yugular de los animales analizados en tubos con
EDTA como anticoagulante. Se extrajo ADN gendmico a partir de sangre fresca utilizando un kit

comercial (AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit, Axygen Biosciences, Union City, CA)
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segtin el protocolo proporcionado por el fabricante. La cantidad y calidad de ADN se verific
mediante la medicién de absorbancia en un espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop ™

1000.

I1.4.3 Seleccion de marcadores en genes candidatos:

Los marcadores fueron seleccionados de diferentes fuentes: i) SNP en genes que resultaron
asociados en estudios de mapeo de QTL afectando el RCS o SCS, en la base de datos “QTLdb”
(www.animalgenome.org/QTLdb/cattle.html), ii) SNP en genes previamente asociados con rasgos
de resistencia a la enfermedad y la producciéon lechera y; iii) SNP en genes expresados
diferencialmente en estudios transcripcionales. Las bases de datos como dbSNP
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) y Ensembl (www.ensembl.org) fueron utilizadas para

localizar la posicién y extraer las secuencias flanqueantes de cada marcador.

I1.4.4 Genotipificacion

La genotipificacion se realizé mediante el sistema SNPlex® (Applied Biosystems) (Tobler y col.,
2005). El panel de SNP se disefi¢ utilizando la herramienta de disefio proporcionada por el
fabricante y se incluyeron SNP en 15 genes y regiones candidatas. En total se incluyeron 40 SNP en
el disefio. Tres de los SNP no estaban registrados, y fueron identificados durante la secuenciacion de
las regiones seleccionadas en los toros de la poblaciéon (datos no publicados). Las reacciones de
genotipificacion fueron realizadas en termociclador (Eppendorf Mastercycler) y corridas en un
secuenciador ABI 3130x1 (Applied Biosystems) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El
control de calidad de los resultados se realiz6 utilizando el software GeneMapper v4.0 (Applied

Biosystems).
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I1.4.5 Analisis estadistico

Se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas para cada SNP, y se utiliz6 la prueba de X2

para verificar que la segregacion de alelos estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
(P<0,05). El andlisis de asociacion entre los genotipos y el SCS se llevé a cabo utilizando el
método de médxima verosimilitud restringida (REML) en un modelo lineal mixto utilizando el

programa estadistico “Wombat” (Meyer, 2007) aplicando la siguiente ecuacion:
Yijklmno = u+ L; +HYSTJ + DIMy +HF; +G,+A,+PE,+ e ijkimno

donde: Yijun = es el valor de SCS correspondiente al dia del recuento; x4 = media del rodeo; L; =
efecto fijo del numero de lactancia ; HYST; = efecto fijo de la combinacion del rodeo (H), afio (Y) y
estacion (S) del recuento; DIMy es la covariable representando los dias en lactancia; HF, es el efecto
fijo de la proporcién de raza Holstein en el animal; G, = es el efecto fijo del genotipo/combinado,
A, = es el efecto aleatorio genético aditivo del animal, distribuido como ~N (0,Aa§), que tiene en
cuenta las (co)varianzas entre animales debido a las relaciones de genéticas formando la matriz A,
basada en registros de pedigri; PE, es el efecto aleatorio del ambiente permanente distribuido como
~N (O,Iage), Y €ijkino = €s €l error, distribuido como (0,I62). El coeficiente de verosimilitud y el
criterio de informacién Akaike (AIC) fueron comparados (Akaike, 1973) para determinar la calidad
relativa de ajuste del modelo. Para tener en cuenta el riesgo de falsos positivos en el test mdltiple, se
utilizé el método “False Discovery Rate” (FDR). El valor p umbral correspondiente a un FDR de
0,20 se calculo utilizando el paquete “qvalue” del entorno estadistico “R” (Storey y Tibshirani
2003). SNP con valores de p menores de O igual al valor q correspondiente fueron considerados

como significativamente asociados.
Las heredabilidades fueron calculadas como:

2
h=——¢

0f + 0. + 0¢
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dénde o2 representa el valor estimado de la varianza genética aditiva, age es el valor estimado de

la varianza del ambiente permanente y 62 es la varianza residual.

I1.5 Resultados

I1.5.1 Marcadores SNP

Del total de 40 SNP que fueron incluidos originalmente en el panel de genotipificacién, 38
pasaron el control de calidad del software de la plataforma SNPlex ® (GeneMapper v4.0) de
mediana de sefial y genotipo, y de discriminacion de clusteres. Los dos SNP descartados estidn
localizados dentro del gen de la interleuquina 8 (IL-8) y del gen de la 4cido graso sintasa-1 (FASN-
1). Tres SNP adicionales que se genotipificaron se excluyeron del andlisis por considerarse que
estaban mads alld del alcance de este trabajo, ya que son la mutacion causante de trastornos
genéticos: BLAD (deficiencia de adhesion de leucocitos bovinos; Shuster y col., 1992), DUMPS
(deficiencia de la uridina monofosfato sintasa; Schwenger y col., 1993), y CVM (malformacion

vertebral compleja; Thomsen y col., 2006).

De los 35 SNP restantes, 6 de ellos (17 %) fueron excluidos debido a la baja tasa de asignacion
de genotipo (por debajo del 90%). La frecuencia alélica minima (MAF, minor allele frequency) para
cada SNP restante que fue analizado se presenta en la Tabla 2.1. De los 29 SNP restantes, 3 de ellos
fueron monomorficos para este grupo de animales seleccionados, por lo que fueron excluidos de los
andlisis posteriores. Uno de los SNP, ABCG2_199 (rs43702337) es un marcador que estd ubicado
en una region exonica del gen ABCG2 (ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2) se
eliminé porque su MAF no alcanz6 el limite inferior de 0,05. Luego, como control de calidad de la
genotipificacion se analizaron las posibles desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE),
utilizando la prueba y* de Pearson, comparando las frecuencias genotipicas observadas con las

frecuencias genotipicas esperadas. De los 25 marcadores restantes, 4 mostraron desviaciones

76



Capitulo II

significativas del HWE y también se descartaron a pesar de que los supuestos de no mutacién, no
migraciéon o emigracion, tamafo infinito de la poblacién, panmixia e inexistencia de presion
selectiva no se cumplen completamente en esta poblacion. Finalmente, se analizaron los 21 SNP
restantes para encontrar asociaciones. Tres de esos SNP: PRL_inl (polimorfismo ubicado en el
intrén 1 del gen codificante de prolactina bovina, PRL), GH_51 y GH_335 (ubicados en el gen de la
hormona de crecimiento bovina, GH) fueron recientemente descubiertos por secuenciacion de cada
region conteniendo gen seleccionado (resultados no publicados). Las MAF de los 21 SNP finales
variaron entre 0,08 para el marcador PPARGCIA_337 (rs17870811), ubicado en una region
intrénica del gen PPARGCIA bovino (peroxisome proliferator-activated receptor gamma,

coactivator 1 alpha) y 0,48 (GH_51).
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Tabla 2.1: Resumen estadistico para los SNP genotipificados.

localizacion
SNP Rs identificador o cambio Gen region en el gen Genotipo Frecuencia genotipica MAF HWE
BTA:nucleétido
SNP9 1543375517 ARLAA 5'UTR 4:20296999 C/C 0,10 0,34 0,21
G/C 0,47
G/G 0,43
SNP12 rs42213673 ETV1 Intergénica 4:22111819 C/C 0,41 0,36 0,52
C/IT 0,47
T/T 0,12
SNP24 rs43745957 Intergénica 4:24305381 C/C 0,22 0,45 0,16
C/IT 0,47
T/T 0,31
OBESE_305T-C rs29004488 OBESE-LEP  ex6n 4:93262056 C/C 0,28 0,45 0,00%*
C/IT 0,54
T/T 0,18
ABCG2_199 rs43702337 ABCG2 exon 6:38027010 A/A 0,98 0,01* 0,81
A/C 0,02
C/C 0,00
SPP1_11740 rs132812135 SPP1/OPN 3'UTR 6:38120968 C/C 0,08 0,29 0,87
A/C 0,41
A/A 0,51
OPN_8514C-T Intrén 4 SPP1/OPN intrén 6:38122666 C/C 0,28 0,47 0,80
(position 8514 C/T 0,50
NW_255516.1) T/T 0,22
PPARGC1A_c1892  rs109579682 PPARGCI1A intrén 6:44875251 A/A 0,04 0,21 0,57
A/G 0,34
G/G 0,62
PPARGC1A_230 rs133669403 PPARGCI1A  ex6n 6:44875315 A/A 0,02 0,14 0,27
A/G 0,25
G/G 0,74
PPARGC1A_337 rs17870811 PPARGCI1A  intrén 6:44875421 C/C 0,85 0,08 0,21
C/T 0,15
T/T 0,00
CSN1_BD AS53T CSN1 exon 6:87148464 A/A 0,00 0,00* 0,00
A/G 0,00
G/G 1,00
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CSNI1_BF S66L CSN1 exon 6:87150003 C/IC 1,00 0,00% 0,00
C/IT 0,00
T/T 0,00

CSNI1_BCF 1543703010 CSN1 exon 6:87157262 A/A 0,81 0,10 0,93
A/G 0,18
G/G 0,01

CSN2_Ser122Arg rs43703013 CSN2 exon 6:87181453 C/IC 0,90 0,06 0,00%*
G/C 0,09
G/G 0,01

CSN2_Pro67His 1543703011 CSN2 exén 6:87181619 C/IC 0,40 0,35 0,02%%*
A/C 0,49
A/A 0,11

CSN3_68 1543706475 CSN3 exén 6:87390479 T/T 1,00 0,00% 0,00
T/G 0,00
G/G 0,00

CSN3_165 1543703015 CSN3 exén 6:87390576 C/IC 0,72 0,15 0,12
C/IT 0,26
T/T 0,01

CSN3_221 rs43703017 CSN3 exén 6:87390632 A/A 0,83 0,09 0,37
A/G 0,17
G/G 0,01

1L8_28 rs43707839 1L8 splice 6:90561773 C/IC 0,25 0,50 0,90
A/C 0,50
A/A 0,26

GH_335 no publicado GH exén 19:48768766 C/IC 0,03 0,14 0,01%*
A/C 0,22
A/A 0,75

GH_51 no publicado GH intrén 19:48769040 Cc/C 0,27 0,48 0,58
C/IT 0,51
T/T 0,22

GHR_140 F279Y GHR exén 20:31909479 T/T 0,70 0,16 0,17
T/A 0,26
A/A 0,03

PRLR_S18N rs135164815 PRLR exén 20:39115344 A/A 0,73 0,14 0,57
G/A 0,25
G/G 0,02

UTMP_1296G-A 132991801 UTMP exon 21:59667572 A/A 0,13 0,36 0,80
A/G 0,47
G/G 0,40

LTF_90 1541256920 LTF 5'UTR 22:53521978 C/IC 0,05 0,22 0,71
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C/A
A/A
LTF_250 1543706485 LTF 5'UTR 22:53522038 C/IC
C/IG
G/G
PRL_g8398G-A 1s211032652 PRL exén 23:35106206 A/A
A/G
G/G
PRL _inl no publicado PRL intron 23:35110940 C/C
C/IT
T/T
SCD1_A293V 1541255693 SCD1 splice 26:21144707 C/IC
C/IT
T/T

0,35
0,61
0,04
0,33
0,63
0,01
0,21
0,78
0,08
0,44
048
0,72
0,25
0,03

0,21

0,12

0,30

0,15

0,90

0,80

0,09

0,33

Para los SNP sin identificador rs publicado, el cambio producido en la proteina fue usado como identificador. Se muestran también las
frecuencias genotipicas, alélicas y desviaciones significativas del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) basados en P-valores obtenidos de un x°.
Todas las posiciones obtenidas son correspondientes al ensamblado del genoma bovino UMD3.1, obtenido de la base de datos ENSEMBL

(http://ensemble.org).* Marcadores con MAF por debajo del 0,05 y ** con desviaciones del HWE (P<0,05) no fueron considerados para los

siguientes analisis.
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Para los genes que contienen mas de un SNP, se analizaron también los genotipos combinados
(Tabla 2.2). Todas las combinaciones posibles de genotipos fueron incluidas en el andlisis de
asociacion. Para todas las posibilidades de combinacion de genotipos, solo el gen que codifica para
la lactoferrina bovina (Lf) presentd todas las combinaciones posibles en nuestra poblacién. (9/9).
Los conteos parta el resto de los genotipos fueron: CSN3 (marcadores ubicados en la region del gen
de la kappa-caseina 3) (6/9); PRL (marcadores ubicados en la regién del gen de la prolactina
bovina) (8/9); PPARGCIA (marcadores en la regién del gen PPARGC1A) (10/27); OPN (region del
gen SPP1) (6/9) y GH (marcadores en la region del gen que codifica la hormona de crecimiento

bovina) (8/9).
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Tabla 2.2: Frecuencias de los genotipos combinados.

Capitulo II

Locus Genotipo N Frecuencia
LTF AA/CC 7 0,01
AA/CG 124 0,14
AA/GG 415 0,47
AC/CC 20 0,02
AC/CG 149 0,17
AC/GG 134 0,15
cc/cc 12 0,01
CC/CG 18 0,02
CC/GG 6 0,01
CSN3 AA/CC 517 0,58
AA/TT 12 0,01
AA/CT 212 0,24
AG/CC 132 0,15
AG/CT 13 0,01
GG/CC 5 0,01
PRL CC/AA 7 0,01
CC/AG 34 0,04
CC/GG 31 0,03
CT/AA 5 0,01
CT/AG 132 0,14
CT/GG 273 0,29
TT/AG 28 0,03
TT/GG 417 0,45

I1.5.2 Analisis de asociacion

Locus Genotipo N Frecuencia
PPARGCIA AA/GG/CC 37 0,04
AG/GA/CC 58 0,06
AG/GG/CC 218 0,24
AG/GG/CT 29 0,03
GG/AA/CC 14 0,02
GG/GA/CC 140 0,15
GG/GA/CT 26 0,03
GG/GG/CC 298 0,33
GG/GG/CT 83 0,09
GG/GG/TT 3 0,00
OPN AA/CC 232 0,28
AA/TC 169 0,20
AA/TT 19 0,02
AC/TC 247 0,30
AC/TT 91 0,11
CC/TT 71 0,09
GH CC/AA 131 0,14
CC/AC 90 0,10
cc/cc 24 0,03
TC/AA 352 0,38
TC/AC 112 0,12
TC/CC 5 0,01
TT/AA 199 0,22
TT/AC 2 0,00

Luego del andlisis, 2 de los 21 marcadores genotipificados exitosamente mostraron estar

significativamente asociados (P<0,05) con el SCS. Los efectos de cada genotipo se muestran en la

82



Capitulo II

Tabla 2.3. El genotipo T/A en el GHR_140 mostré un efecto positivo, al tener valores mds bajos de
SCS (-0,37 £ 0,18), mientras que el genotipo T/T en OPN_8514C-T mostré un efecto negativo,

teniendo valores mas altos de SCS (0,38 + 0,18).

Del anélisis de asociacion de los genotipos combinados solo los correspondientes al gen OPN
mostraron estar significativamente asociados con el SCS. El genotipo AC/TT confirmé los
resultados obtenidos durante el andlisis de los efectos de los SNP individuales, mostrando

asociaciéon con un aumento en el SCS (0,30 £ 0,13).

Los SNP hallados como asociados a SCS (GHR_140 y OPN_8514C-T) fueron previamente
descriptos como asociados con caracteres lecheros. GHR_140 es una sustitucién de una A por una T
en el exén 8 del gen que codifica para el receptor de la hormona de crecimiento bovino (GHR,
Growth Hormone Receptor), lo que produce el cambio del aminodcido fenilalanina (F) por tirosina
(Y) en la posicion 279 (F279Y), en el dominio transmembrana de la proteina (Blott y col., 2003).
OPN_8514C-T es una sustitucién de una C por una T en el intrén 4 del gen SPP1 (Secreted

phosphoprotein 1).

Tabla 2.3. Magnitud del efecto del genotipo (y su correspondiente desviacion estandar) para los SNP y
combinados, que mostraron estar significativamente asociados (P<0.05) con SCS.

SNP Genotipos/efecto del marcador (DE) Valor P
TT TA AA
GHR_140 0,008
0 -0,37 (0,18) -0,15 (0,07)
CC CT TT
OPN_8514C-T 0,024

0,00 0,17 (0,09) 0,38 (0,18)

AA/TC AA/TT AC/TC AC/TT CC/TT

OPN 0,018
0,019(0,10) 0,19 (0,24) 0,05(0,09) 0,30 (0,13) 0,04 (0,14) ’

83



Capitulo II

Las heredabilidades y otros componentes de varianza estimados se muestran en la Tabla 2.4,
junto con la proporcién estimada de variacidn fenotipica representada por los diferentes efectos
aleatorios y su error estindar estimado. Los valores estimados de heredabilidad oscilaron entre
0,094 (modelo sin marcador) a 0,091. Las proporciones de varianza genotipica explicada por los
diferentes marcadores fueron 0,025, 0,015, y 0,035 para GHR_140, OPN_8514C-T, y los
marcadores combinados de OPN, respectivamente. El valor de repetibilidad estimada para el SCS

en este conjunto de datos fue de 0,47.

Tabla 2.4. Valores estimados de los componentes de varianza (errores estandar) para los diferentes marcadores.

Sin marcador GHR_140 OPN _8514C-T OPN

Ce 1,012 (0,320) 1,010 (0,310) 1,011 (0,312) 1,007 (0,324)
Ca 0,198 (0,053) 0,193 (0,049) 0,0,195 (0,051) 0,191 (0,050)
Gpe 0,904 (0,027) 0,905 (0,025) 0,904 (0,031) 0,905 (0,050)
op 2,114 (0,592) 2,107 (0,585) 2,110 (0,572) 2,105 (0,610)
h? 0,094 0,092 0,092 0,091

%V ,SNP' - 0,025 0,015 0,035

Vrat,’ 0,479 (0,095) 0,478 (0,081) 0,478 (0,076) 0,476 (0,072)
Vratpe3 0,428 (0,087) 0,428 (0,083) 0,428 (0,079) 0,428 (0,076)

1 sz . P . 2,3 .. . L. .
proporcién de la varianza genotipica explicada por el marcador. =~ proporcion de la varianza fenotipica explicada por
los efectos aleatorios.
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I1.6 Discusion

Los valores de heredabilidad y repetibilidad estimados en este estudio son consistentes con
estudios publicados previamente (Mrode y Swanson 1996; Evans y Berry 2005; Rupp y Boichard
1999). Los marcadores encontrados como significativamente asociados con el SCS en este estudio
explican s6lo una pequefia proporcién de la varianza genética total y esto es debido a la baja
heredabilidad y la naturaleza poligénica del SCS, que se ve afectada por un gran ndmero de

variantes distribuidas a lo largo de todo el genoma bovino.

En el presente estudio, un panel de SNP seleccionados en diferentes genes o regiones candidatas
fue evaluado para una poblaciéon de bovinos lecheros. Varios SNP fueron descartados debido a:
fallos del sistema de genotipificado (8), falta de relacién con el objetivo del presente estudio (3), o

limitaciones genéticas para el anélisis (8).

Se detectaron asociaciones de dos SNP individuales y para los genotipos combinados de dos
marcadores en uno de los genes candidatos. Los efectos detectados por el analisis fueron pequefios,
y los marcadores se encuentran en dos genes diferentes. Un gen estd directamente relacionado con
el sistema inmune (OPN) y el otro puede considerarse relacionado con muchas funciones bioldgicas

diferentes.

La osteopontina (OPN) es una glicoproteina fosforilada implicada en diversos procesos
bioldgicos. Es una citoquina producida principalmente por los macréfagos y las células T activadas
(Patarca y col., 1989), que estd considerada como una importante reguladora de la respuesta
inflamatoria y es codificada por el gen SPP1 (secreted phosphoprotein 1). Entre otras propiedades
encontradas para osteopontina, se ha demostrado que confiere resistencia a las infecciones por
varios patdgenos intracelulares, a través del reclutamiento y la activacion de los macréfagos (Weber
y col., 2002). Un andlisis del gen de SPP1 por Alain y col. (2009) revel6 que la transcripcion del
gen de la osteopontina se detecté como expresada tempranamente en las células sométicas durante

la mastitis.
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En el presente trabajo se demostré que los diferentes genotipos del marcador OPN_8514C-T
afectaron significativamente el SCS. Los animales con el genotipo T/T mostraron valores més altos
del SCS (0,38 + 0,18; P <0,05) en promedio que los animales con los otros genotipos; resultado
que luego fue confirmado por el anélisis de los genotipos combinados de los SNP en el gen SPP1.
Los individuos con el genotipo combinado AC/TT fueron los que tuvieron un SCS més alto (0,30 +
0,13; P<0,05). El genotipo C/T en OPN8514C-T fue el mas frecuentemente encontrado (la mitad de
nuestra poblacion), y los animales restantes tuvieron proporciones similares de genotipos C/C y T/T
(0,28 y 0,22 respectivamente). Estudios previos han mostrado asociaciones significativas de
variantes del gen SPP1 con caracteristicas de composicion de la leche, como porcentaje de grasa y
proteina (Cohen y col., 2004; Schnabel y col., 2005). En investigaciones previas se informaron
frecuencias genotipicas similares en rodeos de Holstein y Holstein Friesian, a las halladas en los
animales de nuestro estudio (Leonard y col., 2005; Khatib y col., 2007). En esos estudios, como en
éste, el genotipo heterocigota C/T fue el predominante. El polimorfismo C/T en la posiciéon 8514 del
gen SPP1 fue previamente asociado con porcentajes de proteina y grasa en leche en 1,362 toros
(Leonard y col., 2005); sin embargo, segtin las fuentes relevadas esta es la primera vez que se
reporta una asociacioén entre este polimorfismo y el SCS. El efecto hallado para el genotipo
combinado fue mayor que el efecto del SNP OPN_8514C-T. Es bien conocido que la potencia y la
precision del mapeo por asociacion se puede mejorar mediante la agrupacion de SNP en bloques de
haplotipos (Zhao y col., 2007). Varios estudios han reportado que el andlisis de genotipos
combinados o andlisis de haplotipos resultaron en la deteccién de una asociacion significativa con el
rasgo, mientras que el andlisis de un tnico SNP no dio lugar a ninguna asociacién significativa
(Clark, 2004; Lambert y col., 2013). Aunque este SNP se ha estudiado en nuestra poblacién y debe
ser validado para diferentes poblaciones, tiene un valor potencial como marcador molecular para ser

usado en un programa de seleccién asistida por marcadores.

El receptor de la hormona de crecimiento es un receptor de transmembrana, codificado por el

gen de GHR (Growth Hormone Receptor), localizado en el BTA20 (Frank y col., 1994). Es un
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transductor de accion de la hormona y desempefia un papel clave en el metabolismo de lipidos e
hidratos de carbono (Lucy y col., 2001). Se expresa en numerosas células inmunes, incluyendo
células T, células B y monocitos, y es conocido por promover la proliferacion celular y/o su
supervivencia (Taub y col., 2010). Varios estudios mapearon QTL afectando el SCS en el BTA20,
cerca del gen GHR (Rodriguez-Zas y col., 2002; Ashwell y col., 2004; Ron y col., 2004; Casas y
Snowder, 2008). En este trabajo, el andlisis de asociacién del marcador GHR_140 (F279Y) mostré
que los animales que llevan el genotipo heterocigota T/A presentaron SCS significativamente
inferiores (-0,39 + 0,20, P < 0,05) que los animales con otro genotipo. El alelo menos representado
en la poblacion fue el 279Y mostrando una frecuencia de 0,16; las frecuencias genotipicas
observadas fueron 0,70 para el homocigota T/T, 0,26 para el heterocigota T/A y 0,03 para el
homocigota A/A. La baja frecuencia del genotipo homocigota A/A en este estudio fue consistente
con la hallada en otras poblaciones Holstein- Friesian de Paises Bajos y Nueva Zelanda (Blott y
col., 2003), el Reino Unido (Banos y col., 2008) e Italia (Fontanesi y col., 2007). Rahmatalla y col.
(2011) describieron que diferentes genotipos de F279Y mostraron efectos altamente significativos
en los rendimientos de leche y lactosa y un efecto significativo en la reduccién de RCS para el alelo
279Y. Sin embargo, ya que el genotipo A/A no se encuentra en elevada frecuencia en diferentes
poblaciones Holstein, se debe llevar a cabo un andlisis més detallado con poblaciones mas grandes
para verificar el verdadero efecto del genotipo. Polimorfismos en este gen se han asociado
significativamente con SCS y rasgos productivos en diferentes rodeos Holstein de varios paises.
Blott y col. (2003) mapearon un QTL con un efecto importante en la producciéon y composicién de
leche en rodeos Holstein y Jersey de diferentes paises, seflalando que el SNP es el nucleétido
responsable (QTN, Quantitative Trait Nucleotide ) o estd estrechamente asociado con la mutacién
causal. Viitala y col. (2006) confirmaron que el SNP F279Y explica la mayor parte de la varianza
del QTL afectando el rendimiento de leche y proteina en rodeos de raza Ayrshire finlandesa, pero
también encontraron otra asociacion entre el SNP PRLR_S18N (cambio de serina por asparagina en

la posicién 18) con proteina y produccion de grasa. En otro estudio Waters y col. (2010) reportaron
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32 nuevos SNP por resecuenciacion del gen GHR, y también confirmaron que el SNP F279Y esta
fuertemente asociado con el rendimiento en leche, grasa y proteina. Uno de los 32 polimorfismos, el
GHR_19.1 estaba situado en un intrén a 2349 pb “corriente arriba” del exén 3 y se asocié con SCS.
Por lo tanto, basado en las pruebas mencionadas, este marcador podria ser ttil en un programa de
seleccién para mejorar la resistencia a la mastitis junto con otros rasgos de produccion de leche.
Aunque el alelo 279Y esté fuertemente asociado con alta produccién de leche y menor SCS, ocurre
con poca frecuencia en el ganado lechero. Se deben realizar estudios para aclarar si este
polimorfismo estd afectando también a otros rasgos relativos a la producciéon de leche,
reproductivos o conformacionales, lo que puede haber llevado a una seleccidén negativa en rodeos

lecheros.

I1.7 Conclusiones del capitulo II

En conclusion, se informé aqui la asociacion entre dos marcadores, uno de los cuales no estd
directamente relacionado con las funciones inmunes, con el SCS en una poblacién de bovinos
lecheros de Argentina. Los marcadores OPN_8514C-T, GHR_140, y los marcadores combinados
para OPN afectan significativamente el SCS en este rodeo, proporcionando informacion util para su

aplicacion en los programas de mejoramiento.
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I11.2 Resumen

Este estudio tuvo como objetivo comprender la arquitectura gendmica de un rodeo lechero de
Argentina mediante la medicién LD y la identificacién de loci asociados con pardmetros calculados
a partir del recuento de células somdticas (RCS). Los datos fenotipicos consistieron en 3.530
registros de RCS de 544 vacas raza Holstein y Holstein x Jersey propiedad de una empresa ubicada
en la cuenca lechera central de la provincia de Santa Fe, Argentina. Los RCS se registraron cada 40
dias. Los datos genotipicos consistieron en 38.872 SNP. Para la cuantificacion del LD la correlacién
cuadrada de los alelos en cada locus (r?) se calculé para todos los pares de SNP en cada
cromosoma. Se calcularon tres variables diferentes a partir del SCS: la media aritmética (AM), el
valor mdximo (MAX) y la media aritmética de los 3 valores superiores (TOP3). Los parametros
genéticos para las tres variables se estimaron utilizando un modelo animal. Para tener en cuenta el
riesgo de falsos positivos se establecid una tasa de falso descubrimiento (false discovery rate, FDR)
de 0,20. Las correlaciones fenotipicas entre las tres variables fueron: 0,69 entre TOP3 y AM; 0,83
entre TOP3 y MAX y 0,53 entre MAX y AM. El estudio de asociaciéon de genoma completo
(GWAS) con las tres variables diferentes mostr6 que AM se asocid significativamente con dos
SNP: ARS-BFGL-NGS-114608 (BTA1) y Hapmap60306-rs29023088 (BTAS5). MAX y TOP3 se
asociaron significativamente con cuatro SNP: ARS-BFGL-NGS-107594, ARS-BFGL-NGS-104220
(BTA10), BTA-43543-no-rs (BTA18) y ARS-BFGL-NGS-109705 (BTA6). MAX y TOP3 fueron
variables fenotipicas equivalentes a ser utilizadas en un GWAS. Como era de esperar, rasgos
poligénicos de baja heredabilidad como el RCS estan influidos por miltiples loci distribuidos por
todo el genoma, cada uno con un efecto relativamente pequefio. Estos resultados contribuyen a
obtener un mejor conocimiento sobre las regiones gendmicas que influyen en el RCS en rodeos

lecheros argentinos.

Palabras clave: mastitis, resistencia, GWAS, leche.
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I11.3 Introduccion

El uso de marcadores moleculares asociados con la variaciéon fenotipica ha ayudado en la
identificacién de polimorfismos en genes que causan estas variaciones, y por lo tanto son valiosos a
la hora de usarlos en un programa de seleccién asistida por marcadores (MAS, marker-assisted
selection) (Dekkers, 2004). Mas recientemente, estos marcadores se han utilizado para aumentar la
precision en la prediccion de los valores de cria estimados (estimated breeding values, EBV), donde
se utilizan mapas de marcadores de alta densidad sobre todo el genoma para predecir los llamados
valores de crias gendmicos (GEBYV, genomic estimated breeding values) con la tecnologia llamada
“seleccion gendmica” (Meuwissen y col., 2001). La genotipificacion en paralelo (multiplexing) de
alto rendimiento de SNP permite identificar los alelos existentes en grandes poblaciones a costos
relativamente bajos (Matukumalli y col., 2009) y por consiguiente, los estudios de asociacion de
genoma completo (GWAS, genome-wide association study) se pueden realizar de forma rutinaria en
los rodeos. Un GWAS pone a prueba cada SNP para una asociacién con una variacioén en el
fenotipo, asumiendo que el SNP se encuentra en LD con, o cerca de, una mutacion causal que afecta
la caracteristica en estudio (Hirschhorn y Daly, 2005) lo que permite evaluar de una manera
eficiente y simultdneamente miles de variantes genéticas a lo largo de todo el genoma. Medir el
grado de LD o de la segregacion no aleatoria de los alelos en diferentes loci en el genoma puede
ayudar a revelar los acontecimientos historicos de recombinacion, lo cual es crucial para rastrear y
mapear los rasgos importantes, y ayuda también a determinar la densidad de SNP necesarios para
detectar las variantes causales, asi como también para seleccion gendmica (Goddard y Hayes,
2009). EI LD es especifico de poblacion por lo que debe ser determinado para cada una de ellas. En
los rodeos donde el tamafio efectivo de la poblacidn es relativamente pequefo y se encuentran bajo
intensa seleccion, la medida de LD es mayor, y abarca grandes distancias a lo largo del genoma (de
Roos y col., 2008; Sargolzaei y col., 2008). Los objetivos de este trabajo fueron detectar marcadores

moleculares de tipo SNP que estén asociados con el score de células somaticas (SCS) a través de un
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GWAS vy, analizar el grado de LD en nuestra poblacion para evaluar la inclusiéon de esta

informacién en un programa de seleccion.

II1.4 Materiales y Métodos

I11.4.1 Poblaci6n y fenotipos

Los datos fenotipicos consistieron en 3.530 controles lecheros de 544 vacas de raza Holstein (n =
379) y cruzas Holstein x Jersey (n = 165), que van desde el 100% Holstein al 87,5% Jersey; siendo
el promedio 87% Holstein. Todas las vacas fueron hijas de 22 toros y pertenecen a 14 tambos
propiedad de una empresa ubicada en la cuenca lechera central de Argentina. Todos los animales se
mantuvieron en las mismas condiciones de alimentacion y sanitarias y se ordefiaron en forma

mecdanica dos veces al dia. Los RCS se registraron cada 40 dias por control oficial.

Para la determinacion del RCS, las muestras de leche se conservaron con azidiol (0,3%) a 4°C y
se analizaron dentro de las 24hs. Las determinaciones del RCS fueron realizadas por un laboratorio
comercial (Laboratorio Regional de Servicios Analiticos, Esperanza, Santa Fe) utilizando un
contador automatizado Somacount 300 (Bentley Instruments, Minnesota, EE.UU.). Las muestras de
leche fueron calentadas a 39-40°C para facilitar su homogeneizacion. Todas las vacas incluidas en el
estudio tenian al menos 4 registros durante una lactancia (media = 6). Los datos analizados

correspondieron desde 20 a 400 dias en lactancia.

El RCS se transformé en SCS como describe Shook (1982). Se calcularon tres variables
diferentes a partir del RCS por lactancia: la media aritmética (AM), el maximo valor (MAX) y la
media aritmética de los 3 valores mds altos en la lactancia (TOP3). MAX fue utilizado por primera
vez en los estudios genéticos por Koeck y col. (2012) y mostré una alta correlacion genética con TD
(test day) > 200, TD > 500 y PK (variable binaria para detectar la presencia o ausencia de picos de
RCS durante la lactancia). Estas variables mostraron una correlacion genética mds alta con mastitis

que los promedios de RCS en diferentes periodos de lactancia (Koeck y col., 2012). TOP3 fue
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definido como la media aritmética de los 3 valores mds altos de RCS para una vaca. Se utiliz6
TOP3 para tratar de diferenciar situaciones en las que una vaca muestra un fuerte pico unico de
RCS de las lactancias que presentan mds de un pico. De esta manera, con el TOP3 intentamos

capturar eventos de altos valores sostenidos o repetitivos de RCS, en lugar de s6lo un pico.

111.4.2 Extraccion de ADN

Las muestras de sangre se obtuvieron de vena caudal de los 544 animales seleccionados en tubos
que contenian EDTA como anticoagulante. Se extrajo ADN gendmico a partir de sangre fresca
utilizando un kit comercial (AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit, Axygen Biosciences,
Union City, CA, EE.UU.) segtn las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad de ADN se
estimé mediante la medicién de absorbancia (Ajep; relacién Ajgpnso, respectivamente) en un

espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop®1000.

I11.4.3 Genotipificacion y Control de Calidad

La genotipificacion se llevé a cabo utilizando un chip BovineSNP50v2 (Illumina) en un
laboratorio comercial (GeneSeek, Lincoln, NE, EE.UU.). El control de calidad de 1la
genotipificacion se realizd6 mediante el programa PLINK v1.07 (Purcell y col., 2009). Para los
54.609 SNP inicialmente genotipificados, solo los SNP que pasaron los siguientes criterios fueron
incluidos en el andlisis: (a) la frecuencia alélica minima (MAF) > 5%; (b) porcentaje de genotipos
no asignado para un SNP en todas las muestras < 5%, y (c) grandes desviaciones del equilibrio de
Hardy-Weinberg (P < 0,001). Todo SNP sin posicion fisica definida en un cromosoma también fue

excluido de los anélisis posteriores.

Las inconsistencias mendelianas fueron detectadas con PLINK y luego los genotipos
inconsistentes, categorizados como “missing”, fueron imputados posteriormente con el programa

BEAGLE v3.3.2 (Browning y Browning, 2009) utilizando 20 iteraciones del algoritmo de
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imputacion. Después de la eliminacién por control de calidad quedaron 38.872 SNP y 540 animales

restantes.

I11.4.4 Desequilibrio de ligamiento

Utilizando el programa PLINK se calcul6 la correlacién cuadrada de los alelos en dos loci (r?)
para cada par de SNP en cada cromosoma como método de cuantificaciéon del LD (Hill y
Robertson, 1968). Los pares de SNP se agruparon en intervalos de distancias de 10Kb desde O a
10Mb. Con el fin de evaluar el grado de LD a varias distancias en cada cromosoma, se calcul6 la
media aritmética de r* para pares de SNP en cada intervalo. El r” se calculé de la siguiente manera:

2 _ D?
f(A)f(a)f(B)f(b)

Donde D = f(AB) — f(A)f(B), y f(AB), f(A), f(a), f(B) y f(b) son las frecuencias observadas del

haplotipo AB y de los alelos A, a, B, y b, respectivamente.

I11.4.5 Estudio de asociacion

Los pardmetros genéticos para las tres variables se estimaron por el método de maxima
verosimilitud restringida (REML) usando el programa WOMBAT (Meyer, 2007). Se utilizé un
modelo animal multivariado con el fin de estimar las correlaciones genéticas y fenotipicas. Los

datos fueron analizados utilizando el siguiente modelo:

Vi = n + Li + HYSj + PHk + A| + €ijk

donde y;jjq es la variable respuesta correspondiente a AM, MAX y TOP3; u es el promedio de la
poblacién; L; es el nimero de lactancia (i= 2 a 6) del animal 1, del HYS-grupo: el efecto fijo
teniendo en cuenta la combinacion de rodeo (H), afio (Y) y estacién (S) de parto (j= 1 a 115); PHi
es el efecto fijo de la proporcion de raza Holstein en el animal; A; es el efecto genético aditivo del

animal distribuido como ~N (0,A¢?2), teniendo en cuenta las (co)varianzas entre animales debido a
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las relaciones genéticas en la matriz de relaciones A basada en los registros de pedigri (24.197

individuos) y e;ju, distribuido como ~N (0, I02) es el residuo.

Una vez que se estimaron los fenotipos corregidos, las asociaciones entre cada SNP y el fenotipo
corregido para AM, MAX y TOP3 se calcularon usando un modelo lineal general en PLINK usando

la siguiente férmula:

y;=p+SNPi+ (H

Donde y; es el fenotipo (correspondiente a AM, MAX y TOP3) ajustado por los efectos
ambientales; p es la media del rodeo; SNP; es el efecto fijo del genotipo del SNP; y e; es el residuo.
Para tener en cuenta el riesgo de falsos positivos debido al problema de test multiples se utiliz6 una
tasa de falso descubrimiento o falsos positivos (false discovery rate, FDR). Usando el paquete
"qvalue" en el programa estadistico R (Storey y Tibshirani 2003) se calcularon los valores de q. Se

estableci6 un umbral de valor q de 0,20.

II1.5 Resultados

Un resumen descriptivo de marcadores SNP en cada cromosoma se detalla en la Tabla 3.1. El
cromosoma mas largo fue el 1 con 161,1 Mb de longitud total y el mas corto el 25 con 44,1Mb de
longitud total. Del total de marcadores, 383 SNP no informaron una posicién definida en el
genoma, y se excluyeron de los andlisis posteriores (informacion brindada por Illumina). El BTA1
presentd el mayor nimero de marcadores con 2.461 SNP y el BTA27 fue el de menor nimero con
699 SNP. Cada cromosoma exhibié diferente densidad marcadores, desde 17,10 SNP/Mb en el
BTA25 a 8,68 SNP/MbD en el cromosoma X, siendo la densidad media de todos los cromosomas

14,86 SNP/Mb (aproximadamente 1 SNP cada 71 Kb).
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Tabla 3.1. Resumen de los marcadores SNP analizados sobre cada cromosoma bovino.

Capitulo III

BTA T?ﬁﬁ?o N° de SNP (l;eNn;/il(\l;l()l) Distancia 1211'2)11)1)1edi0 + SD?

Nulo - 383 - -
1 161,1 2.461 15,28 65,4 +67,8
2 140,8 1.989 14,13 69,9 +77,0
3 127,9 1.845 14,43 68,0 £ 96,6
4 124,5 1.792 14,39 67,0 £ 58,6
5 125,8 1.575 12,52 79,1 £113,6
6 122,6 1.831 14,93 65,0 £ 69,2
7 112,1 1.683 15,01 66,8 +76,8
8 116,9 1.788 15,30 63,6 £ 53,5
9 108,1 1.498 13,86 70,4 £ 65,9
10 106,4 1.600 15,04 65,1 £ 85,8
11 110,2 1.658 15,05 64,7 +£59,1
12 85,4 1.243 14,56 73,2 +96,9
13 84,4 1.358 16,09 61,6 524
14 81,3 1.338 16,46 62,2 + 56,1
15 84,6 1.294 15,30 64,8 +61,1
16 77,9 1.227 15,75 66,3 + 68,6
17 76,5 1.162 15,19 64,4 + 674
18 66,1 1.020 15,43 64,2 + 63,2
19 65,3 1.074 16,45 59,2 +52,1
20 75,8 1.153 15,21 62,5 +57,3
21 69,1 1.034 14,96 68,8 + 69,4
22 61,8 933 15,10 65,7 £ 55,5
23 53,4 818 15,32 63,8 + 59,4
24 65,3 948 14,52 66,4 +61,0
25 44,1 754 17,10 57,4+45,9
26 51,8 809 15,62 63,0 £ 50,7
27 48,7 699 14,35 64,9 + 65,3
28 46,1 736 15,97 62,8 + 53,6
29 60 784 13,07 65,2 £ 684
X 88,5 768 8,68 193,8 +389.,0

Total 2.642,5 39.255 14,86 62,0 = 74,1

! Basado en UMD3.1. *Entre SNP adyacentes.
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II1.5.1 Desequilibrio de ligamiento
La distancia media (DE) entre todos los pares de SNP adyacentes en todos los cromosomas fue
de 68,4+88,8 Kb. 52% de los SNP distaron entre 20 y 50 Kb (20.078 pares de SNP) y sélo el 17%
de los SNP resultaron estar a mds de 100 Kb de distancia (6.657 pares de SNP) (Figura 3.1). La
distancia maxima entre dos SNP adyacentes se encontrd en el BTAX, y fue de 4,7 Mb. La menor

distancia entre pares de SNP fue encontrada en el BTA13, con s6lo 65 pb.

Figura 3.1. Resumen estadistico de la distribucion de las distancias en kilopares de bases

25

15
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10

o - | T | T | | | T | | |
10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 =100

Distancia entre SNPs adyacentes (Kb)

Como era de esperar el promedio de r> disminuye rdpidamente al aumentar la distancia genética,
mostrando una tendencia exponencial. La figura 3.2 muestra una vista descriptiva del descenso del
promedio de r* con la distancia genética en todos los cromosomas. Cada punto de datos de la Figura
3.2 representa el promedio de r* desde 10Kb hasta 10°Kb en incrementos de 10 Kb. Se observaron

valores altos de LD entre pares de SNP a distancias mds pequefias. A distancias de menos de 10Kb
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el promedio de r* fue de 0,40. Entre 40 y 50 Kb fue de 0,25 y para distancias mayores a 100Kb fue

0,18.

Figura 3.2. Promedio de r’ sobre distancia genética para todos los cromosomas bovinos cada 10Kb hasta 10Mb.
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La tabla 3.2 muestra un resumen del LD entre los SNP adyacentes. Los r? promedio (su
correspondiente desviacion estandar) entre SNP adyacentes oscilaron entre 0,20 + 0,25 para el
BTAZ27 hasta 0,28 + 0,29 para el BTA10 y el promedio general fue de 0,25 + 0,28. En la tabla 3.2
también se reportan los SNP adyacentes con r’ = 1: el BTAI tiene el mayor porcentaje de SNP
adyacente con r*=1 con 6,38% y el BTA2S5 tiene el porcentaje mas bajo con 2,92%; siendo 4,92%
la media del genoma. La distancia genética mds larga entre SNP adyacentes con r’= 1 fue

encontrada en el BTA10 y abarc6 5,77 Mb, y la menor fue encontrada en el BTA25 con 0,70 Mb.
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BTA SNP* N2 -1) Dist. maxima’® r’ promedio + DE % SNP r’=1"
1 2.445 156 1,75 0,25 +0,29 6,38
2 1.985 105 1,53 0,25 +0,29 5,29
3 1.843 94 2,32 0,25 +0,28 5,10
4 1.789 107 2,59 0,25 +0,29 5,98
5 1.572 82 3,69 0,26 + 0,29 522
6 1.826 98 1,53 0,26 + 0,28 537
7 1.681 82 1,30 0,27 0,29 4,88
8 1.783 101 1,27 0,26 + 0,29 5,66
9 1.491 64 1,83 0,24 + 0,28 4,29
10 1.594 89 5,77 0,28 + 0,29 5,58
11 1.650 84 1,31 0,25 +0,29 5,09
12 1.240 37 1,51 0,22 +0,26 2,98
13 1.356 52 1,60 0,25 0,28 3,83
14 1.334 64 1,12 0,28 +0,30 4,80
15 1.290 49 1,31 0,21 +0,26 3,80
16 1.222 65 1,60 0,25 +0,29 5,32
17 1.161 50 1,24 0,24 +0,28 431
18 1.018 44 1,10 0,23 £0,27 4,32
19 1.071 52 1,90 0,22 +0,27 4,86

20 1.147 52 1,14 0,25 +0,28 4,53
21 1.026 53 1,82 0,26 +0,29 5,17
22 925 42 1,62 0,24 +0,28 4,54
23 817 46 2,04 0,21 £0,25 5,63
24 947 55 1,52 0,25 +0,29 5,81
25 753 22 0,70 0,22 +0,26 2,92
26 806 49 1,08 0,25 + 0,29 6,08
27 698 21 0,93 0,20 + 0,25 3,01
28 727 22 2,09 0,22 +0,26 3,03
29 782 27 1,00 0,22 +0,26 3,45
X 686 38 1,00 0,23 £0,28 5,54
total 38.665 1902 1,71 £ 0,96 0,25 + 0,28 4,92

' Basado en UMD3.1; *Numero de SNP adyacentes. °

_1//SNP.

mayor distancia en Mb entre SNP adyacentes con r’=1. 4N(r2
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I11.5.2 Datos fenotipicos y GWAS

Las medias aritméticas, desviaciones estdndar, coeficientes de variacion, valores miaximos y

minimos y las heredabilidades de cada variable se enumeran en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Promedios, desviaciones estandar, coeficientes de variacion, valores maximos y minimos y las

heredabilidades de cada variable

Variable® Media DE CV Maximo Minimo h*(DE)

TOP3 5,10 1,14 0,22 9,02 1,33 0,03 (0,01)
MAX 5,83 1,32 0,23 9,00 2,01 0,02 (0,01)
AM 4,05 1,04 0,26 7,00 1,00 0,04 (0,02)

*Variables calculadas a partir del RCS por lactancia

Las correlaciones genéticas y fenotipicas estimadas entre todas las variables se muestran en la

Tabla 3.4. Una correlacion muy alta se encontré entre el TOP3 y MAX.

Tabla 3.4. Correlaciones genéticas (encima de la diagonal) y

fenotipicas (debajo) (DE) entre las variables.

Variable®  TOP3 MAX AM
TOP3 — 0,89 (0,06) 0,49 (0,02)
MAX 0,83 (0,03) — 0,37 (0,01)
AM 0,69 (0,04) 0,53 (0,02) —

*Variables calculadas a partir del RCS por lactancia.

El GWAS realizado con las tres variables diferentes y fijando una tasa de falso descubrimiento
(FDR) < 0,20 mostré que AM se asocié de forma significativa (p <0,000015) con dos SNP: ARS-
BFGL-NGS-114 608 situado en la posicion 37.909.243 del BTA1, y Hapmap60306-rs29023088 en
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la posicion 60.665.676 del BTAS. MAX y TOP3 se asociaron significativamente con cuatro SNP:

ARS-BFGL-NGS-107594 (posicion 40460414), ARS-BFGL-NGS-104220 (posicién 42555055)
ambos ubicados en el BTA10; BTA-43543-no-rs en la posicion 46.124.864 del cromosomal8, y

ARS-BFGL-NGS-109705 (posicién 8.129.819) en BTA26 (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Marcadores significativamente asociados con las variables calculadas'.

Variable' SNP BTA Posicién® (bp) Valor P
AM ARS-BFGL-NGS-114608 1 37.909.243 5,16E-06
AM Hapmap60306-rs29023088 5 60.665.676 8,20E-06
TOP3 ARS-BFGL-NGS-107594 10 40.460.414 1,43E-06
TOP3 ARS-BFGL-NGS-104220 10 42.555.055 7,07E-06
TOP3 BTA-43543-no-rs 18 46.124.864 9,04E-06
TOP3 ARS-BFGL-NGS-109705 26 8.129.819 1,02E-05
MAX ARS-BFGL-NGS-107594 10 40.460.414 2,00E-06
MAX ARS-BFGL-NGS-104220 10 42.555.055 4,00E-06
MAX ARS-BFGL-NGS-109705 26 8.129.819 8,00E-06
MAX BTA-43543-no-rs 18 46.124.864 1,10E-05

'Variables calculadas a partir del SCS por lactancia: la media aritmética de los controles (AM), el valor maximo (MAX)

la media aritmética de los tres valores mayores (TOP3).% Basado en UMD3.1..

De acuerdo con las correlaciones fenotipicas encontradas, en el estudio de asociacion MAX y
TOP3 presentaron los mismos cuatro SNP asociados significativamente: ARS-BFGL-NGS -

107594, ARS-BFGL-NGS-104220, ARS-BFGL-NGS-109705 y BTA-43.543-no-rs (Figura 3.3).

De los seis SNP que estdn asociados significativamente con las diferentes variables calculadas,
cinco de ellos presentaron un genotipo homocigota como el mds frecuente, con valores de
frecuencias desde 0,65 hasta 0,87 y M AF entre 0,07 y 0,20. De la misma manera, estos cinco SNP
tuvieron los alelos favorables como los mds prevalentes, con frecuencias alélicas que oscilaron entre

0,80 y 0,93, y mostrando valores negativos en el efecto de SNP (Tabla 3.6).
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Tabla 3.6.Tamafios de efectos (DE) por genotipo y MAF para los SNP significativamente asociados con

las diferentes variables calculadas a partir del SCS.

SNP BTA MA(F) Variable® B/B B/A A/A
ARS-BFGL-NGS-114608 1 B(0,20) AM 0,65(0,42) 0 -0,11 (0,08)
Frecuencia genotipica 0,05 0,31 0,65
Hapmap60306-rs29023088 5 A (0,14) AM 0,22 (0,200 0 -0,27 (0,21)
Frecuencia genotipica 0,01 0,26 0,73
ARS-BFGL-NGS-107594 10 B(0,07) TOP3 0,79 (0,61) 0 -0,53(0,16)
MAX 0,72 (0,690 0 -0,67(0,44)
Frecuencia genotipica 0 0,13 0,87
ARS-BFGL-NGS-104220 10 B (0,07) TOP3 2,04 (0,68) 0 -0,40(0,41)
MAX 1,51(1,05) 0 -0,53(0,36)
Frecuencia genotipica 0 0,13 0,87
BTA-43543-no-rs 18 B (0,07) TOP3 0,40 (0,15) 0  -0,05(0,15)
MAX 1,52(0,42) 0 -0,52(0,27)
Frecuencia genotipica 0 0,13 0,87
ARS-BFGL-NGS-109705 26 A(045) TOP3 -0,04(0,25) 0 0,56(0,23)
MAX  -0,17(0,05) 0 0,53(0,49)
Frecuencia genotipica 0,29 0,52 0,18

*Variables calculadas a partir del SCS por lactancia: Media aritmética (AM),valor maximo

aritmética de los tres valores maximos (TOP3).

Aunque los alelos favorables fueron més frecuentes, los tamafios de sus

(MAX) media

efectos fueron mas

pequefios que los de los alelos desfavorables y sus valores de RCS no transformados

correspondieron aproximadamente a un valor de 25.000 células/ml mds bajos que los del genotipo

heterocigoto.
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Figura 3.3. Grafico de Manhattan del —log10 de los valores P de todos los SNP para cada
variable. Los cromosomas estan ordenados de izquierda a dereche del 1 al 30 (cromosoma
sexual X). Por encima de la linea horizontal se encuentran los SNP que pasaron el umbral de

la correccion por FDR de 0,20.

AM

~logi(p)

1 2 3 4 5 6 7 & 9 11 13 15 17 19 21 24 27 30
Cromosoma

TOP3

- logia(p)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 13 15 117 19 21 24 27 30
Cromosoma

MAX

~logyalp)

1 2 3 4 5 6 7 8B 9 1 13 15 17 19 21 24 27 30
Cromosoma

Capitulo III

103



Capitulo III

II1.6 Discusion

En este estudio se identificaron seis SNP asociados con rasgos calculados a partir del RCS, que
estd altamente correlacionado con la mastitis. En los dltimos afios varios autores han estudiado
diferentes variables calculadas a partir del RCS para mejorar las posibilidades de progreso genético
en la seleccion de resistencia contra la mastitis (Green y col., 2004; de Haas y col., 2008; Urioste y
col., 2010, 2012; Koeck y col., 2012). En este trabajo, se utilizaron tres rasgos a partir del SCS:
AM, TOP3 y MAX. De estos, AM, se ha utilizado durante muchos afios para capturar la variaciéon
en el periodo de lactancia. MAX también fue utilizado en varios estudios y se correlaciond con
casos clinicos de mastitis (Green y col., 2004; Koeck y col., 2012). Més recientemente, la
transformacion logaritmica de la desviacion estdndar de SCS (SCS-SD) fue sugerida para capturar
picos en el RCS, y se relacion6 con la mastitis clinica (Green y col., 2004; Urioste y col., 2010,
2012). Por otra parte, fue utilizado recientemente en un GWAS (Wijga y col., 2012). De acuerdo
con la informacioén relevada, TOP3 (la media aritmética de los 3 valores mas altos) nunca fue

utilizado antes de este trabajo.

En el conjunto de datos analizados en este estudio, MAX y TOP3 tienen una alta correlacion
genética (0,89), y parecen capturar las mismas variaciones en el SCS. También mostraron
asociaciones con los mismos SNP. Como era de esperar, todos las variables mostraron una baja
heredabilidad (0,02-0,04) segtn lo demostrado previamente por diferentes estudios (de Haas y col.,
2008; Urioste y col., 2010; Koeck y col., 2012). Las diferentes variables utilizadas reflejan dos
aspectos genéticos diferentes de las variaciones del SCS: AM refleja mas la longitud y el ntimero de
periodos con elevado RCS (ya que un SCS por lactancia mas elevado es probablemente debido a
infecciones recurrentes o un recuento de células recurrentemente mas alto), mientras TOP3 y MAX
reflejan solo la presencia y la altura de los picos en los RCS, con un tnico pico en el caso de MAX
y posiblemente varios en el caso de TOP3. Estas diferencias también se reflejaron en los resultados

del estudio de asociacion, dando evidencia de que los rasgos utilizados revelan diferentes aspectos
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de la respuesta a la infeccion o al menos que podrian distinguirse diferentes loci implicados en la

misma.

El desequilibrio de ligamiento decae rapidamente en distancias cortas, y se mantiene ligeramente
por encima de cero para distancias mds largas. Segin Meuwissen y col. (2001) un nivel minimo de
LD para la seleccién genémica debe ser r* = 0,2 con el fin de lograr una precisién de 0,85 cuando se
calculan valores de cria genémicos. En esta poblacién se observé este nivel de LD (r> = 0,2) entre
pares de SNP separados aproximadamente por 82 Kb. De acuerdo con el nivel de LD encontrado en
esta poblacién, un minimo de aproximadamente 32.000 marcadores se requeriria para realizar un
estudio de asociacién con una buena precision (suponiendo que una variacion causal o un QTL se
encuentre a mitad de camino entre dos SNP) y también para llevar a cabo una selecciéon genémica.
Teniendo en cuenta que hasta una distancia de 82.000 bp, el LD se encuentra todavia en un valor de

0,2 se considerd6 alos genes dentro de esta regiéon como candidatos posibles.

La region que rodea al marcador ARS-BFGL-NGS-114608 (BTA1) de acuerdo con la base de
datos Ensembl (http://www.ensembl.org/Bos_taurus/) contiene 4 genes: PROS1 (proteina S alfa),
ARLI13B (factor de ADP-ribosilacién tipo 13B), NSUN3 (NOP2/familia de sub-dominios, miembro
3) y STX19 (sintaxina 19). El gen PROSI1 codifica una proteina llamada proteina S (vitronectina),
que tiene un papel importante en el control de la coagulacién de la sangre (Castoldi y Hackeng,
2008). Filippsen y col. (1990) investigaron la unién de la proteina bovina S a Streptococcus
dysgalactiae aislados de bovinos con mastitis, y estudiaron el papel de la proteina S en la
adherencia de las bacterias a las células epiteliales bovinas. El estudio demostré que la proteina
bovina S podria ser un importante mediador de la adherencia de S. dysgalactiae a las células
epiteliales de bovinos. Ademds, ha sido demonstrado que la vitronectina aumenta la ingestion de
bacterias opsonizadas por los monocitos a través de la estimulacién de receptores de las células,

apoyando asi el sistema inmune del huésped (Preissner, 1989).

La region circundante al marcador Hapmap60306-rs29023088 (BTAS) contiene cinco genes:
SNRPF (ribonucleoproteina pequefia nuclear F), CCDC38 (proteina conteniendo dominio coiled-
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coil 38), AMDHDI (proteina conteniendo dominio amidohidrolasa 1), LTA4H (leucotrieno A-4

hidrolasa) y HAL (histidina amoniaco-liasa). Dentro de esta regién Ashwell y col. (2004) situaron
un QTL que afecta el SCS. El gen LTA4H codifica para la leucotrieno A-4 hidrolasa, una epoxi
hidrolasa que cataliza el dltimo paso en la biosintesis del mediador proinflamatorio leucotrieno B4
(Haeggstrom y col., 1990). El leucotrieno B4 es un potente agente quimiotdctico que induce el

reclutamiento y la acumulacién de neutréfilos en la gldndula mamaria bovina (Boutet y col., 2003).

Dentro de la region que rodea el marcador ARS- BFGL-NGS-107594 (BTA10) Boichard y col.
(2003) posicionaron un QTL que afecta el SCS en razas de ganado lechero francés y en Holstein.
No existen genes anotados dentro de la ventana de 82 Kb alrededor de ARS-BFGL-NGS-104220;
sin embargo, Kiihn y col. (2003) situaron un QTL que afecta el RCS a una distancia aproximada de

1 cM.

Para el marcador BTA-43543-no-rs (BTA18), la ventana contiene 10 genes: FXYD1/3/5/7
(reguladores de transporte de iones contenedores de dominios FXYD), LIG4 (ligasa IV dependiente
de ATP), FAMI187B (familia con similitud de secuencia 187, miembro B), MAG (glicoproteina
asociada a mielina), LSR (receptor de lipoproteina estimulada por lipdlisis), USF2 (factor de
transcripcion corriente arriba 2 interactuante con C-Fos) y HAMP (péptido antimicrobiano
hepcidina). Existen muchos estudios previos posicionando QTL que afectan al SCS en esta region:
Baes y col. (2009) y Brand y col. (2009) utilizaron rodeos de raza Holstein de Alemania; Schrooten
y col. (2000) utilizaron rodeos Holstein holandés. Un reciente estudio de tipo GWAS (Abdel-Shafy
y col., 2014) redujo la regién a 0,05 Mb, y posiciona el QTL 3 Mb corriente abajo del SNP BTA-
43543-no-rs. Otra investigacion por Lund y col. (2007) también posiciond un QTL en esta region,
que afecta al SCS en tres razas de ganado lechero nérdico. Entre los 10 genes que se encuentran
dentro de esta region solamente el gen HAMP posee una funcién que podria estar relacionada con la
mastitis. El gen HAMP codifica para la hepcidina, que es una proteina rica en cisteina, abundante
en diferentes tejidos animales, con propiedades antimicrobianas, la cual cumple una funcién en la

defensa del huésped contra las bacterias (Park y col., 2000).
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Dentro de la region circundante al marcador ARS-BFGL-NGS-109705 (BTA26) hay un gran

QTL posicionado por Ashwell y col. (2004) que afecta al SCS en vacas Holstein de EE.UU. Dentro
de esta region, se encuentra s6lo un gen: PRKGI (proteina quinasa, dependiente de GMPc, tipo 1).
El PRKGI codifica para una proteina serina/treonina quinasa que actia como mediador clave en la
via de sefializacion del 6xido nitrico (NO)/cGMP (Butt y col., 1993). Esta proteina también esta
implicada en la sefalizacion del Ca™, que tiene un papel directo en la induccién de la apoptosis.
Las proteinas que son fosforiladas por PRKGI regulan la activacion plaquetaria y la adhesion, asi

como la contraccién del musculo liso (Lohmann y col., 1997).

Varios estudios que realizan GWAS con rasgos relacionados con mastitis se publicaron
recientemente. Meredith y col. (2013) y Abdel-Shafy y col. (2014) utilizaron DYD de SCS como el
fenotipo para realizar GWAS. Sodeland y col. (2011) también utilizaron DYD, pero en este caso
para mastitis clinica y SCS. S6lo dos regiones en los cromosomas 13 y 20 pueden considerarse
similares entre el estudio de Meredith y col. (2013) y el de Sodeland y col. (2011), ya que estdn s6lo
separados por 1Mb. Sin embargo, la mayoria de las asociaciones reportadas, incluyendo las
reportadas en el presente trabajo, se corresponden con diferentes ubicaciones en el genoma. El SNP
mads cercano entre los resultados de este trabajo en comparacioén con los anteriores es BTA-43543-
no-rs, que se encuentra aproximadamente a 3Mb de distancia de un SNP detectado por Abdel-Shafy
y col. (2014) en el cromosomal8. Esto es lo suficientemente cerca para superponerse con QTL
detectados anteriormente, pero la region de 0,05 Mb reportada por Abdel-Shafy y col. (2014) en su

estudio no se solapa con el SNP detectado en este estudio.

Wijga y col. (2012) realizaron un GWAS usando promedios de SCS por lactancia y SCS-SD
basado en controles test-day durante la primera lactancia. A diferencia de los resultados de este
trabajo, Wijga y col. (2012) reportaron una alta correlacién entre las variables estudiadas (SCS-SD
y SCS) y encontré el mismo SNP asociado con las dos variables. En este estudio, diferentes
variables mostraron estar asociadas a diferentes SNP, lo cual aporta a una mejor comprensién de

las bases genéticas de la resistencia a la mastitis.
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II1.7 Conclusiones del capitulo 111

Los resultados del analisis de LD y GWAS contribuyeron a una mejor comprensién de la
arquitectura gendmica de ganado vacuno lechero de Argentina y también a profundizar en el
conocimiento de las regiones gendmicas que influyen en el SCS. La comparacién de las variables
calculadas a partir del SCS:, MAX y TOP3 se comportaron de manera similar, presentando altas
correlaciones genéticas y fenotipicas, indicando asi que estas variables fueron equivalentes en este
GWAS. AM por un lado y TOP3 y MAX por el otro, mostraron estar asociadas a diferentes SNP,
poniendo en evidencia que capturan diferentes aspectos de la respuesta a mastitis. Como era de
esperar, no existen QTL con grandes efectos, demostrando que los QTL que afectan estas variables
estan dispersos por todo el genoma, contribuyendo cada uno con un pequefio efecto. Aunque son
necesarios mds estudios, esta investigacion contribuye al conocimiento de los mecanismos de
resistencia/susceptibilidad a la mastitis que podrdn ser luego aplicados en los programas de

mejoramiento.
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Este es el primer estudio en recoger informacién fenotipica y genotipica detallada de ganado
vacuno lechero en Argentina, lo que permiti6 evaluar la posible asociacion entre diferentes

marcadores moleculares y el recuento de células sométicas en leche.

La recopilaciéon de forma rutinaria y detallada de informacion fenotipica de calidad es
indispensable al momento de llevar a cabo el mejoramiento de las caracteristicas. El mejoramiento
de la salud de la glandula mamaria y, por consiguiente, de la calidad de la leche permitird mejorar

tanto el rendimiento como la calidad de los productos lacteos.

El uso de bases de datos relacionales durante el proyecto facilité el andlisis y almacenamiento de
los datos. Se eliminaron problemas como la redundancia y los errores aumentando asi la eficiencia
en casi todos los aspectos del trabajo de computacién (almacenamiento, procesamiento y acceso).
Utilizando cddigos relativamente simples se pudieron realizar mdultiples consultas, operaciones
matematicas, estadisticas y controles de calidad, que luego fueron almacenados para ejecutarse cada
vez que ingresan datos nuevos a la base, pudiendo cambiar los criterios de seleccién de datos a
voluntad del investigador. Por esto se puede concluir que para la investigacién en gendmica,
genética y en programas de mejoramiento, el uso de bases de datos correlacionales con consultas en
lenguaje de tipo SQL es una herramienta altamente eficiente. Por otro lado la implementacién de
este sistema de almacenamiento permitird, junto con la expansiéon de la capacidad de

almacenamiento, el andlisis de informacién generada por los diferentes estudios.

Sobre la base de estos resultados de los andlisis de genes candidatos se detectaron dos SNP
asociados con SCS y, de acuerdo con estudios anteriores, no sélo los genes implicados en la
respuesta inmune y sus funciones bdsicas, sino también otras regiones gendémicas no directamente

relacionadas con el sistema inmune, estin implicados en la resistencia/susceptibilidad a la mastitis.



Conclusiones

Los resultados del andlisis de desequillibrio de ligamiento y el estudio de asociacion de genoma
completo permitieron detectar 6 SNP asociados con diferentes variables calculadas a partir del SCS
contribuyendo a una mejor comprension de la arquitectura genémica de ganado vacuno lechero

perteneciente a estos rodeos.

El estudio de asociacion de genoma completo confirmé también que caracteres poligénicos como
el RCS estan influenciados por mdltiples QTL dispersos por todo el genoma, cada uno con un
efecto relativamente pequefio y también por un componente ambiental, por lo que la heredabilidad
de la caracteristica es baja. Las diferentes variables calculadas a partir del RCS (TOP3, MAX vy
AM) permitieron capturar diferencias en los marcadores asociados y por lo tanto mecanismos
diferentes de respuesta a mastitis, poniendo en evidencia que contar con controles lecheros
periddicos es indispensable tanto para el manejo del rodeo como para un programa de

mejoramiento.

Este estudio es el primero de su tipo en realizarse en rodeos lecheros de Argentina y aporta
informacion valiosa que contribuye sustancialmente al conocimiento de las regiones cromosdmicas
implicadas y de los mecanismos de resistencia a la mastitis; informacién fundamental para luego
ser aplicada tanto en los programas de mejoramiento genético como al potencial desarrollo de

nuevas medidas de control de la enfermedad.
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Desafios a futuro

e La inclusiéon de controles lecheros menos espaciados en el tiempo es fundamental para
modelar posibles patrones de RCS. Ademads de los promedios por lactancia, diferentes patrones de
RCS estidn asociados a diferentes patdégenos (de Haas y col., 2002). Esto presentaria una ventaja
operativa y econdémica al momento de tomar decisiones de manejo, como también al momento de

encarar un programa de mejoramiento genético.

e La informacién generada en este estudio proveerd las bases para estudios de vias
metabolicas: Los resultados de las regiones cromosOmicas conteniendo genes, que aparecen como
asociadas con la resistencia a mastitis, podrdn ser utilizados para inferir grupos de genes
funcionalmente relacionados y que complementardn el estudio de asociacion. Del mismo modo, se
estudiaran los ARN mensajeros provenientes de CS obtenidas de animales sometidos a una
infeccion experimental por S. aureus. En este estudio se identificardn genes diferencialmente
expresados durante la infeccion con el fin de aportar informacién sobre los mecanismos

moleculares implicados en la respuesta Inmune.

e Generar un sistema de evaluacion gendmico es una herramienta de la que, hoy en dia, no se
puede prescindir para lograr eficiencia en la produccién lechera. Este trabajo apunta a sentar bases
para desarrollar un programa de mejoramiento a nivel regional, con acceso a informacioén libre para
ser usado por los productores y criadores. El desarrollo de bases de datos y rutinas de anélisis de
este trabajo son escalables a la escala de seleccion gendmica, por lo cual solo resta contar con una

poblacién de referencia confiable para poder implementar este sistema de seleccion.
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