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RESUMEN

Melisa de los Angeles Siqueiros Martinez. Asociacion del gen de la proteina
plasmética ligada a la prefiez a2 (PAPP-A2) con la produccion de leche y fertilidad
del ganado Holstein manejado bajo un clima calido. Asesor: Ph.D. Pablo Luna

Nevéarez.

El objetivo de éste estudio fue descubrir polimorfismos del gen de la PAPP-A2
relacionados con el comportamiento productivo utilizando tecnologias moleculares
para identificar las vacas Holstein con mayor habilidad genética para la produccion

de leche bajo un clima célido.

En el presente estudio se selecciondé una poblacibn de 261 vacas de la raza
Holstein, el ganado presenté condiciones homogéneas en cuanto a condicion
corporal, produccion y origen. Los animales se encontraban alojados en corrales
de manejo intensivo, con acceso libre al agua y sombra, recibiendo una racién
integral para cubrir sus necesidades nutricionales de acuerdo a su peso y etapa
productiva. Para la extraccion de ADN de cada vaca (n=261) del estudio, se
realizd una puncion en la vena coccigea usando una jeringa (estéril) de 3 ml por
animal. Inmediatamente, tres a cuatro gotas de sangre se distribuyeron
uniformemente en tarjetas “Blood-cardsTM”. Las tarjetas se identificaron
(fecha/arete/hato) y se conservaron a temperatura ambiente en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccion del ITSON, para ser posteriormente enviadas al
Laboratorio Neogen/GeenSeek Inc., USA, donde se procesaron para la extraccion
y cuantificacion de ADN. ElI ADN resultante de cada una de las vacas
muestreadas, asi como los derivados de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) obtenidos como producto de la re-secuenciacién (amplicones) de cada uno
de los genes a analizar, fueron utilizados para realizar un estudio de
discriminacion alélica de los genotipos correspondientes a cada polimorfismo por

medio de la plataforma comercial “SequenomMassArray”
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I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Al noroeste de nuestro pais la produccion de carne y leche es una actividad
representativa, sin embargo la temperatura y humedad relativa en esta zona
geografica son factores que cada afio modelan el desempefio productivo de la
vaca lechera (Correa et al.,, 2009; Leyva et al., 2012). Al rebasar los
requerimientos térmicos el ganado lechero cae en una situacion conocida como
estrés calorico. Bajo esta condicidbn de mecanismos se desencadena una serie de
eventos fisioldgicos, enddcrinos y de comportamientos con el objetivo de mitigar la
carga de calor, lo que la conduce al descenso (West, 2003). El ganado Holstein
desempeiia mejor su actividad lechera entre los 7°C y los 18°C (Hahn, 1999); para
lo cual a través de investigacion se han generado soluciones para hacer mas
confortable el medio ambiente y mantener un balance térmico del animal en

condiciones célidas y mejorar con ello la produccion de leche.



Se conocen tres alternativas para combatir el estrés calérico en la vaca lechera;
una forma es modificando el contenido nutricional y hora de ofrecimiento de la
dieta de la vaca (West, 1992). La segunda de estas es la construccién de
instalaciones adecuadas con techos altos que proporcionen buena sombra que se
combinan con enfriamiento artificial en zonas criticas como comedero, area de
espera y de descanso (Correa y Do Amaral, 2009; Leyva, 2012). Se busca que
una vez creado este ambiente, el animal pueda expresar de una manera mas
productiva su capacidad genética. En la Ultima alternativa se logra obtener
implementando las tecnologias moleculares, permitiendo combinar informacion
fenotipica para mejorar la precision y confiabilidad de los sistemas de evaluacion
genética recientes en el descubrimiento de la secuencia gendmica del ADN y la
identificacion de una gran cantidad de marcadores moleculares, han permitido
incrementar y agilizar el mejoramiento genético animal; estas herramientas
permite estudiar poblaciones y seleccionar aquellos individuos que presentan
rasgos de interés econdmico para el hombre, incluso antes de que expresen ese
rasgo de interés (Dekkers et al., 2004; Van Raden et al., 2009).

Para seleccionar animales con caracteristicas genéticas deseables en una
explotacion, es necesario conocer el tipo de marcador que se desea encontrar y
con quien interacciona para su funcionamiento Manolio y Pearson 2008;). En
algunas investigaciones se ha encontrado un sitio conocido como “slick-hair”, el
cual se caracteriza fenotipicamente con un pelo liso, delgado y brillante,
favoreciendo el intercambio de calor en la vaca y ha quedado comprobado que en
estos animales los efectos negativos del estrés caldrico se dan en menor
intensidad (Dikmen, et al., 2008).
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Se han registrado variantes o polimorfismos para un mismo gen, donde a través
de estudios asociativos es posible identificar cual se relaciona en mayor medida.
Cabe mencionar que los genes no trabajan individualmente, sino que
interaccionan en armonia, uno de los enfoques de las tecnologias moleculares ha
sido la identificacion de genes candidatos y variantes moleculares de los mismos,
que se caracterizan por su habilidad para influir en la expresion de caracteres
fenotipicos complejos a los que se asocian funcionalmente, o por su cercana
localizacion a una regién gendémica asociada a dichos caracteres (Luna, Rincon et
al., 2012). Una gran ventaja de las tecnologias moleculares, es la posibilidad de
mejorar la seleccion para caracteres fenotipicos dificiles de evaluar por los
métodos tradicionales de mejoramiento, en el caso del gen de PAPP-A2 permite
desarrollar un estudio de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) donde se
muestran asociaciones positivas con facilidad del parto, la vida productiva, la

produccion de leche, y proteina (Wickramasinghe, et al., 2011).

Es conocido que al noroeste de nuestro pais existen condiciones de humedad y
temperatura elevadas durante el verano que alteran el equilibrio productivo del
ganado. Se han realizado estudios que muestran que el potencial genético de
algunas vacas que aun bajo elevadas temperaturas siguen produciendo leche sin

mostrar un gran esfuerzo para ello (Ariasa, et al., 2008).

La asociacion del gen PAPP-A2 con la informacién productiva y reproductiva de la
vaca durante el verano, permitira entender que mecanismo del mismo para regular
la tolerancia de la vaca ante una situacion de estrés cal6rico y su capacidad de

continuar con la produccion de leche en condiciones adversas de calor.
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1.2 Planteamiento del problema

Conforme aumenta la temperatura ambiente en el norte del pais, las vacas
muestran mayor ineficiencia en realizar intercambios de calor corporal con el
medio que las rodea, hasta llegar al estrés cal6rico, provocandole al animal
problemas nutricionales, productivos y reproductivos. En el sur de Sonora no solo
disminuye la produccion de leche, se ha demostrado también que afecta a las
vacas secas, que paren becerros mas livianos y presentan mas problemas al parto
(Ej. retencion de placenta y mastitis). Los celos son mas cortos y menos intensos,
y padecen con més facilidad de mortalidad embrionaria. Provoca disminucion de
consumo de alimento y, por ende, disminucion de la produccion de leche y

aumento de ingestion de agua.

1.3 Objetivo

Descubrir polimorfismos del gen de la PAPP-A2 relacionados con el
comportamiento productivo utilizando tecnologias moleculares para identificar las
vacas Holstein con mayor habilidad genética para la produccién de leche bajo un

clima célido.

1.4 Justificacién

La produccion de leche del ganado Holstein sufre una reduccion de hasta un 20%
durante los meses de verano en el estado de Sonora debido al estrés caldrico.
Adecuaciones en la dieta y modificacion de instalaciones han sido utilizadas como
estrategia para mitigar los efectos adversos del estrés calorico; sin embargo, aun
asi los parametros de produccion se ven afectados por el calor extremo. Por ello,

es importante la utilizacion de novedosas tecnologias que permitan identificar con

12



precision las bases genéticas de la produccion de leche y la resistencia al estrés

caldrico en el ganado Holstein manejado bajo condiciones de estrés calorico.

Mediante el estudio de marcadores moleculares es posible identificar animales
gue muestran una mayor produccién de leche durante los meses mas célidos del
afio, lo que hace suponer que tienen un umbral de resistencia al estrés cal6rico
mas alto que otras vacas. De esta forma se obtendran los animales genéticamente
mas valiosos, que seran los candidatos a ser incluidos en los programas de

seleccién genética.

1.5 Hipétesis

Se espera descubrir marcadores moleculares del gen de la PAPP-A2 asociados a
la produccién de leche de vacas Holstein manejadas bajo condiciones de calor
extremo como las que prevalecen durante la época de verano en el estado de
Sonora. Dichos marcadores se espera que brinden a la vaca la capacidad de
expresar y heredar la sostenibilidad de la produccion de leche bajo condiciones

de estrés caldrico.
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Il. MARCO DE LA INVESTIGACION

2.1 Comportamiento de la vaca Holstein en un ambiente célido.

Se ha comprobado que las vacas de la raza Holstein en climas calidos no
suministran las mismas producciones que en clima templado debido a la
temperatura y humedad ambiental elevadas. Bajo estas condiciones, los animales
responden a los estimulos fisicos y climaticos de sus alrededores, generando
respuestas fisiologicas que conllevan la disminucion de la ingestion de alimentos,
generando la pérdida de peso de las vacas, provocando trastornos en su
comportamiento productivo. Esta cadena de trastornos se debe a la actuacion del
hipotalamo sobre las fibras nerviosas simpaticas de la ubre, limitando el suministro
de sangre e inervacion de la musculatura lisa de los conductos colectores y del
pezon, provocando una vasoconstriccion que ocasiona un efecto inhibitorio de la
produccion lactea ya que la adrenalina obstaculiza la accion de la oxitocina. Esto
es ocasionado provocada por el incremento de la temperatura corporal de las

vacas (Bodisco, Manrique, et al., 1973).
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2.1.2 Mecanismos de intercambio de calor en la vaca lechera

La homotermia se define como el intervalo de temperatura ambiental donde la
temperatura corporal del animal es constante, cuando esta se eleva por arriba de
la zona termoneutral, operan los mecanismos de defensa para evitar la
acumulacion de calor a través de la vasodilatacion general, sudoracion y jadeo
(Arreondo, et al., 2000). La termorregulacion le permite al animal conservar la
temperatura corporal en las condiciones variables del ambiente. La disipacion del
calor en estos animales es realizada a través de la radiacion, conduccion,

conveccion y evaporacion.

2.1.3 Ambiente optimo para el ganado lechero.

Berman (2005) define a la “zona de termoneutralidad” como el rango de
Temperatura Ambiente Efectiva (TAE) donde la produccion normal de calor del
organismo compensa las pérdidas al ambiente, sin incrementar la tasa de calor
corporal producido. Es en esta zona donde se distinguen tres sub-zonas: La “zona
optima”, donde la productividad, la eficiencia y el rendimiento del animal son
méaximos; por debajo de esta zona se encuentra la “zona fria” donde el animal
utiiza mecanismos fisiologicos y posturales para conservar el calor
(vasoconstriccion periférica, cambios en la orientacion del cuerpo, piloereccion)
pero la tasa metabdlica permanece constante; por encima de la zona optima y la
“zona calida” donde el animal aumenta la pérdida de calor sin gasto energético

afadido.

El rango de la ZT en vacas lactando va de 4 a 24°C y de -14 a 27°C para vacas

en etapa de secado. Para una vaquilla entre 12 y 24 meses de edad la ZT se
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localiza entre -5 a 27°C y de 10 a 26°C en una becerra. Otros autores mencionan

que la temperatura ideal para la vacas Holstein se localiza en -2 a 23.9°C (Hahn,

1999).
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Esquema de presentacion de las zonas de sobrevivencia, bienestar y homotermia en relacion a las

condiciones ambientales de los rumiante (Silanikove, 2000).

16



2.1.4 Estrés caldrico en el ganado Holstein

Es un factor determinante en el incremento de la produccion de leche debido a
que los factores climaticos intervienen en el incremento de la temperatura corporal
del animal rebasando las condiciones que requiere, ocasionando un desequilibrio
en sus actividades fisioldgicas, incrementando la tasa respiratoria, sudoracion y
jadeo. El impacto climatico sobre la eficiencia productiva de la vaca tiene un

impacto directo actuando de la siguiente forma:

1.- Por receptores a través de la piel de la vaca que le permiten canalizar los

estimulos nuero-enddcrinos via hipotalamo-hipofisis.

2.- Por cambios de temperatura de la piel incrementando la temperatura del flujo

sanguineo.

3.- Por cambios de temperatura del cuerpo que resultan alteraciones del

metabolismo del animal.

Mientras tanto el efecto indirecto se relaciona con la disponibilidad de alimentos y
con alteraciones de la salud. La vaca deberd mantener un balance entre el calor

metabdlico y la pérdida de este a través de la termorregulacién (Hanhn, 1999).

2.1.5 Temperaturay humedad

Goéngora y Hernandez, (2010); mencionan que la temperatura, el viento y la

humedad relativa que caracterizan el clima de una regién, junto a una alta
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produccion de leche generan en el animal un ambiente competitivo ya que
mientras se esfuerza para producir, a la vez trata de mantener la temperatura
corporal afectando asi el bienestar y el rendimiento dentro de un rango necesario
para la supervivencia, ya que el nivel de produccién del animal influye fuertemente
en la cantidad de calor que produce, por lo tanto el consumo de alimento
disminuye, aumenta el del agua, normalmente se eleva la temperatura corporal y
se incrementa el ritmo respiratorio. Algunos de estos efectos son antagonicos a la
produccion de leche y deben ser superados para sostener en el verano una alta
produccion (West, 1992).

La energia radiante solar puede aumentar la carga de calor en una vaca sin
sombra por encima de su propia produccion de calor metabdlico. Para lograr el
bienestar del animal es necesario el balance entre la produccién de calor, la
ganancia de calor desde el medio ambiente y la pérdida de calor hacia el medio
ambiente. El ganado instintivamente regula los intercambios de calor con el medio
ambiente al alterar su posicion para aumentar o reducir el area de exposicion a la
fuente de calor y al viento, o bien al incrementar su tasa respiratoria (jadeo) para
aumentar la pérdida de calor debido a la evaporaciéon de agua (Ariasay Mader, et
al., 2008).

La Temperatura ambiental es la variable mas utilizada como indicador de estrés.
Khalifa, (2003) definid la temperatura ambiente efectiva de confort para el ganado
como el estado constante de temperatura corporal, la cual puede ser mantenida
sin necesidad de ajustes fisiologicos o de comportamiento. Por esta razén, el
promedio de la temperatura ambiente es generalmente considerado como la

principal medida térmica utilizada para estimar confort.
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Humedad relativa. La humedad relativa (HR) es un factor de potencial estrés en el
ganado, ya que acentla las condiciones adversas de las altas temperaturas (Da
Silva, 2006). Los principales efectos de la HR estan asociados con una reduccién
de la efectividad en la disipacion de calor por sudoracion y respiracion (Blackshaw,
1994, Renaudeau 2005). Sin embargo, el ITH no da cuenta de importantes
factores climaticos como la radiacién solar y la velocidad del viento ni tampoco

incluye factores de manejo productivo o de genotipo animal (Gaughan, 2007).

La velocidad del viento reduce los efectos del estrés por calor durante el verano
mejorando los procesos de disipacion de calor por vias evaporativas (Mader et al.,
1999); esta respuesta depende del estado en que se encuentra la piel del animal,
es decir, seca 0 humeda, la transferencia de calor es mas eficiente cuando la piel
esta humeda que cuando esta seca. Mientras tanto la radiacién solar (directa e
indirecta) afecta el balance térmico en el ganado (Silanikove, 2000); generando un
fuerte impacto en la carga total de calor. Esta misma tiene un impacto directo en la
temperatura rectal y la tasa de respiracion (Collier et al., 2008).
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Balance térmico en el ganado bovino. (adaptado Meat & Livestock Australia, 2002)

2.1.6 Cambios bioquimicos y hormonales.

Segun Correa et al., (2002), el estrés calbérico ocasiona cambios biogquimicos
donde se incluyen alteracion de los valores hematicos, descenso de la glucemia,
descenso de la urea sanguinea y modificacion de la actividad de las enzimas

séricas.

Los cambios hormonales que ocurren como respuesta al estrés por calor se
involucran en el descenso de la productividad. La secrecion y la concentracion
plasmatica de hormona somatotropina se reducen a altas temperaturas. Los
niveles de hormonas tiroideas descienden posiblemente en un intento de reducir el

ritmo metabdlico. El aumento de la adrenalina y noradrenalina indican la respuesta
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a una situacion de estrés (West, 1999). La concentracion de aldosterona sérica
disminuye favoreciendo la conservacion de potasio pero aumentando la
eliminacién renal de sodio (Schneider, 1984). En conjunto, los diversos cambios
originados en el organismo como respuesta al estrés por calor reducen los
rendimientos lecheros del ganado por efecto a nivel fisiolégico y metabdlico. El
principal cambio es la reduccion del consumo de alimentos, con la consiguiente
disminucién de los nutrientes disponibles, al tiempo que se incrementa el gasto
basal de energia debido al jadeo. La modificacion del equilibrio acido-base y la
reduccion de los minerales disponibles, particularmente potasio, también afectan

sensiblemente los resultados productivos.

2.1.7 Cambios fisiologicos

Dentro de los principales cambios fisiolégicos observados se menciona el aumento
en la tasa de respiracion, pulso, sudoracion y vasodilatacion. El aumento en la
tasa de respiracion tiene por objeto aumentar la pérdida de calor por las vias
respiratorias y mantener el balance térmico durante el verano (Martinez, 2006);
esta se encuentra en proceso de jadeo, siendo asi la tasa de respiracion un
mecanismo a considerar al evaluar el nivel de estrés por calor del ganado. Valores
de 20 a 60 exhalaciones por minuto (epm) son consideradas normales, pero
cuando la temperatura ambiental aumenta por sobre los 25 °C aumenta también la
tasa de respiracion pudiendo llegar a valores por sobre las 200 epm. El jadeo
demanda un aumento en los requerimientos de mantencion en aproximadamente
un 7%, mientras que un incremento del 18% es asociado a tasas de respiracion
mas pausadas y profundas (NRC 1981). . Morales et al., (2003) sefala que el
mayor costo energético responde a un incremento en el metabolismo celular e
indica que tanto la tasa de respiracibn como la temperatura corporal son las

principales variables afectadas en relacion con los procesos termorregulatorios.
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Esquematizacion de los niveles de estrés calérico en base a la combinacion del efecto de la temperatura y
humedad. (Adaptado por Armstrong, 1994).

2.1.8 Alterativas para controlar el estrés calorico

Dentro de las medidas para contrarrestar el efecto del estrés calorico se
mencionan cambios en la dieta y en los horarios de alimentacion, suministrando el

70% de la dieta dos a cuatro horas después de alcanzar la temperatura maxima
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diaria (Davis, 2003). Reduciendo el suministro de materia seca o de la energia
total se ha demostrado que susceptibilidad a estrés por calor desciende, por lo
cual hay que suministrar comidas frescas para favorecer su consumo (Mader,

1999). Otras técnicas factibles son:

. Acceso a fuentes de agua; el consumo de agua es una de las formas mas

rapidas y eficientes por las que el animal reduce su temperatura corporal.

. Durante el verano esta es practicamente duplicada respecto al consumo de
invierno. Su alto calor de vaporizacion permite al animal transferir una importante
cantidad de calor al ambiente con pequefios volimenes a través del sudor y la

orina.

. Se debe evitar el movimiento de los animales; ya que puede incrementar la
temperatura corporal entre 0,5 evitar el movimiento del ganado o hacerlo en las

horas méas frescas del dia.

. Mejorar la ventilacion, bajas velocidades del viento reducen las pérdidas de
calor por evaporacion, incrementando la carga de calor y aumentando los
requerimientos de mantenciébn. También pueden utilizarse rociadores para

incrementar la pérdida de calor por evaporacion. La ventilacion mecanica
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generalmente se basa en ventiladores de tamafio adecuado que extraen el aire
hacia afuera de la instalacidn y llevan aire fresco a través de aberturas de tamafio

adecuado (Homan y Matiux 1996).

. El uso de sombra es una de las medidas de mitigacidbn que mayor atencion
ha recibido, ya que reduce el impacto de la radiacion directa e indirecta y con ello
disminuye la carga de calor que los animales reciben. Es necesario considerar en
el disefio de la instalacion: orientacion y localizacion; aberturas superiores y

laterales; pendiente del techo; aberturas y altura de las paredes laterales.

2.1.9 Participaciéon del gen PAPP-A2 en la productividad del ganado

El gen Proteina Plasmética A, Asociada a la Prefiez (PAPP-A2) es un candidato
en el eje GH — IGF ya que transcribe una metaloproteinasa la cual participa
especificamente en la union de IGFBP-4 e IGFBP-5 y aumenta la disponibilidad
de IGF-I e IGF-1l (Bayes et al ., 2005; Boldt y Conoveret, 2007). Esta proteasa ha
servido como un biomarcador de resultados adversos en la prefiez y su expresion
fue encontrada en el suero, ovarios, placenta, embrion y feto en ratones y seres

humanos ( Wang, et al., 2009).

El PAPP -A2 se localiza en el cromosoma 16 en el ganado bovino y sus genotipos
SNP se asociaron con rasgos indicativos de la produccién de leche y salud
reproductiva donde ademéas se heredan las  caracteristicas favorables como
facilidad de parto, rendimiento productivo incrementando la cantidad y calidad de
leche, asi como de la proteina presente en la misma (Wickramasinghe et al.,
2011).
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lll.- MATERIALES Y METODOS

3.1 Poblacion animal

Se seleccionod una poblacion contemporanea de 261 vacas de la raza Holstein del
establo comercial “El LIano”, ubicado en el Block 1114 del Valle del Yaqui, Sonora.
El ganado presentd condiciones homogéneas en cuanto a condicién corporal,
produccion y origen. Los animales se encontraban alojados en corrales de manejo
intensivo, con acceso libre al agua y sombra, recibiendo una racion integral para

cubrir sus necesidades nutricionales de acuerdo a su peso y etapa productiva.
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3.2 Recoleccion y manejo de muestras de ADN

Para la extraccion de ADN de cada vaca (n=261) del estudio, se realizé una
puncion en la vena coccigea usando una jeringa (estéril) de 3 ml por animal.
Inmediatamente, tres a cuatro gotas de sangre se distribuyeron uniformemente en
tarjetas “Blood-cardsTM”. Las tarjetas se identificaron (fecha/arete/hato) y se
conservaron a temperatura ambiente en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Reproduccion del ITSON, para ser posteriormente enviadas al Laboratorio
Neogen/GeenSeek Inc., USA, donde se procesaron para la extraccién y
cuantificacion de ADN. EI ADN resultante de cada una de las vacas muestreadas,
asi como los derivados de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
obtenidos como producto de la re-secuenciacion (amplicones) de cada uno de los
genes a analizar, fueron utilizados para realizar un estudio de discriminacion
alélica de los genotipos correspondientes a cada polimorfismo por medio de la

plataforma comercial “SequenomMassArray” (Luna et al., 2012).

3.3 Identificacion de genes y polimorfismos a identificar

Este proyecto es parte de un estudio mayor en el que se analizaron 13 familias de
genes candidatos a ser reguladores de la accién del gen receptor de la prolactina
(R-PRL). Dicho estudio comprende un total de 35 genes (funcionales y de
transcripcion) que presentan variantes génicas o polimorfismos que requieren ser
investigados para conocer como influyen en el funcionamiento del R-PRL. Los 35
genes participan dentro del eje funcional de la Prolactina y fueron identificados por
el Departamento de Bioinformatica y Ciencia Animal de la Universidad de

California — Davis.
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En el caso de esta investigacion en particular, se estudiaron los polimorfismos de
dos genes en especifico: el gen PAP-A2 y polimorfismos con el objetivo de
estudiar su asociacion con los parametros de produccién de leche en vacas

Holstein manejadas durante los meses més céalidos del afio en el Sur de Sonora.

3.4 Andlisis asociativo

El andlisis asociativo entre genotipo y fenotipo para variables productivas de
distribucion continua fue desarrollado usando el procedimiento MIXED del
programa estadistico SAS (versién 9.2). El modelo estadistico para analisis

asociativo se describe a continuacion:

yijkim = p+ Ai+ Bj + Ck + DI + eijkl , donde

yijk= valor fenotipico del caracter de interés (productivo, fisiolégico, etc.)
K = media poblacional,

Ai= efecto fijo del genotipo,

Bj = efecto fijo de la edad de la madre,

Ck = covariable de dias en lactancia,

DI = efecto aleatorio del semental,

eijkl= error aleatorio.

Debido a que el término genotipo resultd ser una fuente de variacion (P< 0.05) en
el analisis asociativo, se utilizo la opcion PDIFF del procedimiento LSMEANS para

generar las comparaciones entre medias para cada genotipo.
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3.5 Substitucion de alelos

El efecto de la substitucion alélica (ej. efecto de substituir un alelo por otro dentro
de la poblacién) fue calculado a través de un modelo de regresion (PROC MIXED)

incluyendo el término alelo como covariable (Falconer y MacKay, 1996).
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del estudio las estadisticas descriptivas para los caracteres de

produccion de leche en vacas Holstein manejadas en el clima céalido del Sur de

Sonora se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Valores promedio + EE para caracteres relacionados con la produccion

de leche en vacas de la raza Holstein.

Caracter N Media + EE
Leche305, kg 253 7235.4 £79.9
Prom305, kg 253 23.7+0.2
LecheTotal, kg 253 7305.2+ 105.1
PromTotal, kg 253 24.1+ 0.2
LechePico, kg 253 32.2+0.3
DiasPico, d 253 75.1+1.7
DiasAbiertos, d 254 140.9+5.8
Intervalo, d 254 422.9+5.8
NumlIA 253 1.86 + 0.07
Prefiezlserv, % 198 61.1+24
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Por otra parte, de un total de 5 polimorfismos resultantes de la re-secuenciacion de los
genes del PAPP-A2, sélo 1 de ellos mostré una Frecuencia del Alelo Menor por arriba
del 10 % (FAM>0.10; cuadro 2), lo cual permite evitar resultados falsos en un estudio
asociativo entre genotipo y fenotipo, a la vez que la prueba de la chi-cuadrada indicé que
la distribucién de los genotipos no estuvo en equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0.05),
hecho que indica que la poblacién ha estado sometida a procesos de seleccion y/o
migracion lo cual ha mantenido su heterogenicidad; lo anterior explica porque
Unicamente esas 4 variantes fueron consideradas para el estudio asociativo entre

genotipo y fenotipo.

Cuadro 2. Frecuencia alélicas y genotipicas de los 5 polimorfismos del gen PAPP-A2
(FAM >0.10)

Frecuencia de alelos Frecuencias

Gen Polimorfismo Posicion genotipicas
A G AA AG GG
PAPP-A2 PAPPA11335 CROM. 8 37.505 62.505 5.56 63.89 30.56
PAPP-A2 PAPPA129292 CROM.8 36.105 63.885 11.90 48.41 39.68
Frecuencia de Frecuencias
Gen Polimorfismo Posicion alelos genotipicas
A C AA CA CcC

PAPP-A2 PAPPA2102149 CROM.8 28.14 71.86 7.29 41.70 51.01
PAPP-A2 PAPPA2110655 CROM. 8 44.40 55.60 0.40 88.00 11.60

Frecuencia de alelos Frecuencias

Gen Polimorfismo Posicion genotipicas
A T AA AT TT
PAPP-A2 PAPPA2110622 CROM.8 38.29 61.71 5.95 64.68 29.37
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Los resultados del andlisis asociativo se desarrollaron usando el procedimiento
MIXED e indicaron que de los 5 polimorfismos analizados (PAPPA11335,
PAPPA129292, PAPPA2102149, PAPPA2110622, PAPPA2110655), solamente
uno, correspondiente al gen receptor del PAPP-A2, (PAPPA2110622), mostré un
efecto significativo (P < 0.05; cuadro 3) sobre caracteres donde se disminuye la
cantidad de dias abiertos, mejoran su intervalo entre partos y se reduce el nimero
de servicios por concepcién en vacas Holstein manejadas en el clima calido del
Sur de Sonora. El modelo estadistico incluyé los efectos fijos del genotipo del
polimorfismo ( AA, TA y TT), para buscar su efecto asociativo con caracteres
reproductivos como en produccion de leche ajustada a 305 dias de lactancia
(Leche305), promedio de leche diario ajustado a 305 dias de lactancia (Prom305),
leche total (LecheTotal), promedio diario de leche total (PromTotal), pico de
produccion de leche (LechePico), dias al pico de produccién de leche (DiasPico),
total de dias abiertos y el intervalo entre partos por animal; resultando ser el
genotipo una fuente significativa de variacion (P < 0.01) sobre las variables

productivas antes mencionadas.

El efecto de la substituciéon alélica (ej. efecto de substituir un alelo por otro dentro
de la poblacién; cuadro 4) fué calculado a través de un modelo de regresion

(PROC MIXED) incluyendo el término alelo como covariable.
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Cuadro 3. Medias de cuadrados minimos + EE para caracteres de produccion de leche entre los

genotipos de un polimorfismo del gen PAPP-A2

Caracter Polimorfismo PAPPA2110655

AA° TAY TT® Prob
NUmero de
animales 17 135 302
Leche305 6882.88+ 392.96° 7357.12 + 186.77° 7423.12 + 142.40 0.3951
Prom305 22.56 +£1.2883 24.1217 £ 0.6123 24.3383 + 0.4668 0.3952
LecheTotal 7043.82 +382.94 7402.56 + 180.19° 7448.46 + 136.07 0.5794
PromTotal 23.6313 +1.2889% 24.5369 + 0.6160 24.7838 £ 0.4721 0.6559
LechePico 79.3624 +8.7616°% 75.8521+ 3.7276° 72.4758 + 2.5254 0.6082
DiasPico 33.7323 +1.6436 32.6392 + 0.07577 32.8022+ 0.5605 0.8094
DiasAbiertos L51.64 + 27.3724% 160.15 + 11.6045% 119.96 + 7.8330°" 0.0144
Intervalo 133.64 + 27.3724% 442.15+ 11.6045% 401.96 + 7.8330° 0.0144
NumlIA 1.2779 £ 0.2719? 2.0091 + 0.1150? 1.6370+ 0.07742° 0.0082

a, b Dentro de lineas, medias sin literales idénticas indican diferencia (P< 0.05)

‘Genotipos homocigotos.
dGenotipo heterocigoto.
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Posteriormente se utilizo la opcidon PDIFF del procedimiento LSMEANS para
generar las comparaciones entre medias para cada genotipo. En el cuadro 3 se
describen las medias de cuadrados minimos + EE para caracteres de produccién
de leche entre los genotipos del polimorfismo del gen PAPP-A2 (PAPP-
A2110622), donde el alelo T result6 ser el alelo favorable (P < 0.05). Cuando esta
presente en el genotipo, el alelo T los dias abiertos se reducen 28.152, el intervalo
entre partos ocurre 28.152 antes y los servicios por concepcion disminuyen en
0.1010.

Cuadro 4. Efectos de substitucion alélica paralelos genotipos favorables del
polimorfismo del gen PAPP-A2110655

Caracter Efectos de substitucion alélica

Prob® Valor estimado® EE
Dias 0. 00144 28.152 10.6833
abiertos
Intervalo 0.0014 28.152 10.6833
entre partos
Servicios 0.0082 0.1010 0.1082
por
concepcion

%valores de P obtenidos del andlisis de substitucion alélica en SAS incluyendo el
término genotipo como covariable.
"Efectos estimados expresados en unidades de las caracteristicas.
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Se ha encontrado evidencia significativa en el gen de la Proteina Plasmatica A,
Asociada a la Prefiez (PAPP-A2) con la regulacion de la reproduccién en los seres
humanos y ratones ademas de en el ganado, donde su papel es factor de
crecimiento y regula el metabolismo de la insulina, este gen fue elegido como
candidato para llevar a cabo un estudio de asociacion para la salud reproductiva
del ganado Holstein. Los SNP identificados se pueden utilizar como marcadores
genéticos debido a su asociacion positiva con los rasgos reproductivos vy
productivos (Rincon y Wickramasinghe et al., 2011). Este marcador regula la
disponibilidad de IGF, (Daetwyler et al., 2008) y es responsable de la protedlisis de
IGFBP - 5, que puede estar jugando un papel en la inhibicion de la accion de la
proteina de union durante el desarrollo y la proliferacion de las células epiteliales
de la glandula mamaria, por lo tanto el aumento de la disponibilidad de IGF - 1 y Il ,
es esencial para la mitosis de las células epiteliales mamarias . Esto podria
explicar la asociacion del gen de la PAPP - A2 con la produccion de leche. Se ha
identificado que el IGF- 1 estimula la sintesis de proteinas en las células epiteliales
de la glandula mamarias de los bovinos, Por lo tanto, el aumento en la
disponibilidad de IGF - 1 por PAPP - A2 puede mejorar la sintesis de proteinas en

la glandula mamaria.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, de los polimorfismos
analizados para el gen de la PAPP-A2, solo uno resulté tener un efecto
estadisticamente significativo sobre caracteres de Dias abiertos, Intervalo entre
partos y Servicios por concepcion (PAPP-A2110655), este resultado coincide con lo
expuesto por Rincon y Wickramasinghe, et al.,, 2011, quienes explican en su
estudio que este polimorfismo influye sobre la tendencia genética para caracteres
relacionados con la reproduccion, destaca como un gen candidato para la facilidad
de parto. Ademas, en las poblaciones Holstein, alta incidencia de distocia reduce
la rentabilidad, el rendimiento reproductivo y la produccion de leche (Berger y

Dematawewa, 1998). Sin embargo Daetwyler et al.,, 2008, mencionan que es
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responsable de la protedlisis de IGFBP - 5, esencial para la mitosis de las células

epiteliales mamarias, asociandolo con produccién de leche.

Dentro del contexto discutido anteriormente para el gen STAT2 en este estudio,
se necesita investigacion adicional para delinear las mutaciones causales y
desequilibrio de ligamiento con otros polimorfismos en el gen de la PAPP - A2 en
el ganado vacuno. No existe ningun estudio publicado sobre la importancia del gen
PAPP -A2 en lactogénesis, sin embargo, se sabe que la IGFBP - 5 producida a
partir de la glandula mamaria durante la fase de involucion promueve la apoptosis
mediante la captura y el IGF secuestrante estimula la proliferacion de células

epiteliales mamarias y la supervivencia de estas (Allan et al., 2000).
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V. CONCLUSIONES

Existe una relacion entre variantes del gen de la proteina plasméatica-A2 asociada
a la preiez (PAPP-A2) que le brinda la capacidad de expresar y heredar la
sostenibilidad de la produccién de leche en el ganado Holstein bajo condiciones

de estrés caldrico.

En este estudio el gen PAPP-A2 mostré un efecto estadistico significativo (P <
0.05) sobre caracteres de reproductivos en el ganado manejado bajo clima calido
del Sur de Sonora. Ademas, se identificé al alelo T como el alelo favorable, el cual
cuando esta presente en el genotipo, disminuye en forma significativa la cantidad
de dias abiertos, del intervalo entre partos y reduce el nUmero de servicios por
concepcion, favoreciendo de inmediato a la prefiez, misma que conlleva a la

produccion constante de leche a pesar de las condiciones climaticas.

36



Incrementando de esta manera la economia del productor, ya que se reducen para

él los gastos de alimentar a un animal vacio por 28.152 dia

Es conveniente que este gen sea considerado dentro de un programa de
seleccidn asistida por marcadores moleculares, con la finalidad conocer la relacién
existente en un hato en particular, para asi llevar a cabo una seleccion donde se
permita aumentar la frecuencia del alelo favorable de dicho gen y asi mejorar
genéticamente la habilidad reproductiva del ganado Holstein. Este estudio permite
a los productores conocer la interaccion favorable de este gen con la
productividad, la cual debido a las condiciones climaticas que prevalecen durante
el verano, no arrojan resultados favorables siendo afectados por el estrés calérico.
Es recomendable que la realizacion de este tipo de estudios moleculares, sea
constante para que identificar al ganado con las mejores caracteristicas genéticas

para que le lleve a tener un mejor desempefio en esta region.
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